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EDITORIAL

Espero que os colegas estejam apreciando as mudangas introduzidas na Revista de
Microbiologia a partir do primeiro nimero de 90. Incentivo-os a submeterem seus
trabalhos, redigindo-os em lingua inglesa. Como j4 salientamos, o objetivo € aumentar
a divulgagdo de nossas pesquisas, no exterior.

A sistemética adotada a0 receber um trabalho é a seguinte: o trabalho € lido pelo
Diretor Executivo a fim de inteirar-se do assunto ¢ indicar dois revisores. Enviamos a
estes, os trabalhos e pedimos que ndo demorem mais do que 2-3 semanas para fazer a
avaliagfo e anexamos, a titulo de sugestdes, 0s seguintes t6picos que poderdo servir de
orientagio no julgamento do trabatho:

1. Avaliagdo do conteiido

a) E matéria nova e vale a pena ser publicada na Revista?

b) A apresentagfo & clara e 16gica?

c) As conclusdes sdo justificadas pelas evidéncias apresentadas?

d) O trabalho poderia ser diminuido sem interferir com o seu valor?

¢) Os gréficos e tabelas foram preparados de maneira clara e concisa?

f) As ilustragdes sio adequadas? Excessivas? Devidamente explicadas? Vale a pena
serem publicadas?

g) Os resultados estdo interpretados logicamente? Qual o propésito do trabalho? Que
questdes foram feitas ¢ quais as respostas encontradas? Qual o significado das
conclusdes obtidas? As respostas obtidas tém alguma relagdo com o objetivo inicial?

11. Avaliagdo do valor comunicativo

a) Titulo: deve ser informativo e conciso e conter "palavras chaves" para os trabalhos
de indexacdo.

b) Sumdrio: deve ser impessoal e conter apenas as informagdes sobre 0s aspectos
essenciais encontrados e as conclusdes obtidas.

¢) Inirodugdo: deve estabelecer o objetivo do trabalho de maneira sintética e clara, dando
a situagfio das contribui¢es anteriores relacionadas ao problema.

d) Métodos: deve conter detalhes ou referéncias suficientes para que outros possam
repetir o trabalho.

¢) Resultados: deve apresentar o trabalho de maneira Iicida. Gréificos e tabelas ndo
devem repetir detalhes do texto.

f) Discussfio: nfio deve ser simples revisdo do trabalho, mas apresentar as conclusdes €
implicacdes resultantes.

g) Estilo: é prerrogativa do autor, mas ndo deve criar conflito com a clareza e com 0s
pontos acima apresentados.

Os dois pareceres sdo analisados pelo Diretor Executivo que determina uma das
seguintes alternativas: 1- quando dois pareceres sio favordveis e nfio hd sugestdes a
serem feitas, o trabalho esté aceito para publicagio; 2- quando o trabatho ¢ aceito, mas
hé sugestdes dos revisores, o trabatho é devolvido ao Autor com oS pareceres ¢
respectivas copias corrigidas, para atender (ou ndo) as sugestoes formuladas; 3- quando
o trabalho & aceito para publicagfio por um revisor e recusado por outro, 0 Diretor
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EVALUATION OF DIFFERENT PLASMID DNA EXTRACTION METHODS IN
THE MOLECULAR CHARACTERIZATION OF YERSINIA PESTIS STRAINS.

Nilma Cintra Leal*
Alzira Maria Paiva de Almeida*
Luis Carlos de Souza Ferreira**

SUMMARY

Nine widely used techniques for the isolation of plamid DNA of gram-negative
bacteria were applied to the Yersinia pestis EV76 laboratory strain and four clinical
isolates. The procedure described by Casse et al. (9) was the only method able to
isolate Y. pestis plasmids in a reproducible and efficient way. All strains analysed
harboured four plasmids with Mr of 60, 44, 14, 9 and 6,4 MDal. The potential use of
plasmid fingerprinting in epidemiologic studies of Y. pestis is discussed.

INTRODUCTION

Since some years ago, determination of the
number and size of different molecular species of
plasmid DNA by agarose gel electrophoresis, asso-
ciated or not with restriction endonuclease clea-
vage, represents an useful epidemiological ap-
proach to gram-negative and gram-positive bacteria
(10, 19, 28, 30).

Plasmid profiles or, the so called, plasmid fin-
gerprints, unlike other characterization methods as
phagetyping, serotyping an biotyping can be used

. to identify epidemic bacterial strains or species car-
rying one or more plasmids involved in the expres-
sion of virulence-associated factors as production
of pili, toxins, outer membrane proteins and resis-
tance to antimicrobials (13, 20, 29).

Several simple and fast plasmid DNA isolation
protocols were developed to Escherichia coli and
most of them were applied to a wide variety to
gram-negative bacilli (7, 9, 12, 14, 15, 18, 26, 27).

Yersinia pestis, the causative agent of bubonic
plague, was believed to be a plasmid free bacterial
species until the isolation of plasmids involved
with virulence-associated factors (6, 11, 22). Since
that time many publications reported the isolation
and characterization of the virulence-associated 40-
45 MDal plasmid found also in other species of
the genus Yersinia (8, 23, 25). Most of these data
were related to plasmids of a few widespread labo-
ratory strains and the number of different plasmids
found varied from one to five (6, 11, 22, 31).
However, a more widespread use of plasmid analy-
sis techniques in the epidemiologic characterization
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of wild Y. pestis strains was hindered by the usual
refractile behaviour of such isolates to standard
plasmid isolation procedures.

In this work, we present data concerning the
application of plasmid DNA isolation techniques
to a laboratory strain and to some wild isolates of
Y. pestis. Only one technique among nine different
procedures was adequate for the efficient Y. pestis
plasmid DNA isolation.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial Strains

Y. pestis strains used in this work are listed in
Table 1. The pathogenic Y. pestis isolates were
isolated from human cases in Northeast Brazil as
previously described (1, 2, 3).

Table 1 — Y. pestis strains and their source.

Symbols: a — virulence associated factors:
F1 — production of F1 antigen;
Pfc — production of pesticin, fibrinoli-
syn and coagulase;
Vwa — production of V and W antigens;
Pgm — Ability to adsorb exogenus pig-

ments;
Vir — virulent to mice and guinea
pigs;

Strain Phenotype* Reference
PPB 862 F1*, Pfct, Vwa*, Pgm*, Vir 3
P.EXU 196 F1*, Pfc*, Vwa*, Pgm*, Vir* 1
P.EXU 795 Ft*, Pfc*, Vwa*, Pgm*, Vir* 1
PBA 03 F1*, Pfc*, Vwa®, Pgm*, Vir* 2
EV76 F1*, Pfc*, Vwat, Pgm", Vir 11

Growth conditions

All strains were cultivated in YT medium (1%
tryptone, 0,5% yeast extract, 0,5% sodium chlo-
ride, pH 7.4-7.6) overnight, with agitation, at
28°C.

Determination of virulence-associated
factors

Production of F1 antigen (F1); production of
pesticin, fibrinolysin and coagulasc (Pfc); synthe-
sis of V and W antigens (Wva); ability do ad-
sorb Congo Red (Pgm) and virulence to mice
and guinea pigs (Vir) were carried out as previ-
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ously described (1, 5).
Isolation of plasmid DNA

Nine different simplified small scale plasmid
DNA isolation procedures were used as described
by the authors and, are briefly described bellow:

— Birnboim & Doly (7) — overnight grown cells
were harvested by centrifugation, ressuspended in
lysozyme containing buffer (50 mM glucose, 10
mM EDTA, 25mM Tris-HCI pH 8.0 and lyso-
syme 2mg/ml) incubated 30 min at O°C followed
by the addition of alkaline solution (1% SDS and
0.2 N NaOH). The misture was incubated at room
temperature for 10 mim, then the neutralizing so-
lution (sodium acetate 3M pH 4,8) was added and
the mixture was kept in ice for 1h. After centrifu-
gation the supernatant was saved and ethanol pre-
cipitated.

— Kieser — overnight grown cells were harvested
by centrifugation, ressuspended in lysozyme con-
taining buffer (0.3 M sucrose, 25 mM EDTA; 25
mM Tris-HCl pH 8.0 and 2 mg/ml lysosyme),
incubated at 37°C for 30 min, followed by the ad-
dition of alcaline solution (and 0.3 N NaOH and
2% SDS) and incubation at 70°C for 30 min, Then
a neutralizing solution (phenol: chlorophorm, 1:1)
was added and the mixture was centrifuged. The su-
pernatant was saved and ethanol precipitated.

— Riggs & McLachlan (27) — overnight grown
cells were harvested by centrifugation ressuspended
in lysozyme containing buffer (8% sucrose, 50
mM EDTA; 10 mM Tris-HC1 pH 8.0, 0.5% Tri-
ton X-100 and 70 ug/ml lysosyme). The mixture
was incubated 40 seconds in boiling water and cen-
trifuged. The supernatant was saved and ethanol
precipitated.

— Kado & Liu (14) — overnight grown cells
were harvested by centrifugation and ressuspended
in the lysing solution (3% SDS, 50 mM Tris-
NaOH, pH 12.6). The mixture was kept at 65°C
for 20 min and two volumes of phen-
ol:chlorophorm (1:1) was added. Plasmid DNA
was obtained after centrifugation and ethanol pre-
cipitation of the supernatant,

— Phuler & Timmis (26) — overnight grown
cells were harvested by centrifugation and ressus-
pended in buffer (20% sucrose, 40 mM Tris-HCI,
pH 7.5) at O°C for 10 min. Lysosyme was added
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(2mg/ml, final concentration) and incubated for ad-
ditional 10 min. Then, lysing buffer (50 mM Tris-
HCl pH 8.0 10 mM EDTA, 1% TritonX-100)
was added and the mixture was centrifuged. The su-
pernatant was saved and treated with TE saturated
phenol. The aqueous phase was recovered, and ad-
justed to 0.5 N NaCl and phenol treated. The sus-
pension was centrifuged, the supernatant saved and
ethanol precipitate.

— Maniatis et at (18) — overnight grown cells
were harvested by centrifugation and ressuspended
in lysozyme containining buffer (50 mM glucose,
25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM EDTA and 2
mg/ml lysozyme) and incubated at O°C for 10
minutes. Then a lysing solution (1% SDS and 0,2
N NaOH) was added, followed by the incorporation
of 5M potassium acetate (pH 4.8). The tubes were
kept in ice for 15 minutes and centrifuged. The su-
pernatant was saved and ethanol precipitate.

— Holmes & Quigley (12) — overnight grown
cells were harvested by centrifugation and ressus-
pended in lysozyme containining buffer (8% su-
crose, 50 mM EDTA, 50mM Tris-HC1 pH 8.0,

and 2 mg/ml lysozyme) and incubated in ice for 15
minutes. Lysing solution (8% sucrose, 50 mM
EDTA, 50mM Tris-HCl pH 8.0 and 10% Triton X
- 100) was added and the mixture was kept in boil-
ing water for 50 seconds, followed by the addition
of NaCl (500mM) in 50 mM Tris-HCI. Then, the
tubes were centrifuged, the supernatant was saved

and treated with phenol-chlorophorm (1:1). After .

an additional centrifugation the supernatant was
saved and ethanol precipatated.

— Tsukano et al., (31) — overnight grown cells
were harvested by centrifugation and washed for 1
hour with 2,5% NaCl at 4°C. Cells were centri-
fuged and ressuspended in lysozyme containining
buffer (SOmM Tris-HCI, pH 8.0, 70 mM EDTA,
25% sucrose and 150 ug/ml lysozyme) for 10
minutes in ice. SDS was added to a final concen-
tration of 0.5%, the mixture was incubated at 37°C
for 10 min, centrifuged and the supernatant was
saved. Dithiotreitol, NaCl and 2-mercapto-cthanol
were added to final concentration of 10 mM, 1 N
and 10 mM, respectively, and the tubes were kept
in ice for 24 hours. After centrifugation the super-
natant was saved and ethanol precipitated.

— Casse et al. (9) — Sodium chloride (IN) was
incorporated to overnight cultures and agitated for
30 min at 28°C. Then the cells were harvested by

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(3), 1990

centrifugation, washed twice with TE buffer (50
mM Tris-HCl pH 8.0 and 10 mM EDTA) and
ressuspended in lysing buffer (1% SDS in TE buf-
fer, pH 12.4) for 30 min at room temperature.
Then 2 M Tris-HCl pH 7.0 was added to the mix-
ture followed by NaCl, adjusted to 3%, and a
phenol-chorophorm (1:1) treatment. After centrifu-
gation the supernatant was saved and ethanol pre-
cipitated.

Agarose gel electrophoresis of plasmid
DNA

DNA samples were diluted in sample buffer
(0.25% xylenecyanol, 0.25% bromophenol blue,
25% Ficoll) and electrophoresed in horizontal aga-
rose submarine gels (12 cm x 6 cm x 0.5 cm)
with phosphate running buffer (80 mM Tris-
phosphate, 8 mM EDTA, pH 8.0) at 100V for ap-
proximately 5 hours. Ethidium bromide (0.5 ug/
ml) was added to gels and running buffer. DNA
bands were visualized under UV illumination and
photographed with Kodac Panatomic-X film with
ared filter.

RESULTS

Table 2 lists the efficacies of different plasmid
DNA isolation methods in relation to the Y pestis
EV76 strain. No plasmid DNA could be detected
with seven plasmid isolation techniques used in
mini preparation scale. The procedure described by
Birnboim & Doly (7) and Casse et al. (9) were the
only techniques which allowed the visualization of
distinct plasmid DNA bands in agarose gels. Four
distinct plasmids with molecular weight of 60, 44,
14.9 and 6.4 MDal were detected when the
Y.pestis EV 76 strain was subjected to both plas-
mid DNA extraction methods. However, the me-
thod described by Birnboim & Doly (7) resulted in
intense degradation, smears running along with the

. DNA bands. Frequently, the 60 MDal and the 14.9

MDal could not be observed in plasmid prepara-
tions of the EV76 strain when this method was
used. On the other hand, the procedure described by
Casse et al. (9) resulted in faint but clear DNA
bands corresponding to 4 plasmid species. To in-
crease the plasmid DNA yield with this method,
increased medium scale extractions (50 ml
overnight cultures) were carried out. Excellent
results were obtained with clear and concentrated
DNA bands. All four plasmids of the EV76 strains
were reproducible and efficiently isolated in several
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Table 2 - Isolation of plasmid DNA of the Y pestis

EV76 strains by nine different techniques.

Symbols: a- Plasmid content of Y pestis

EV76: 60, 44, 14, 9 and 6.4

MbDal

.= no visible plasmidial band

+= four plasmid isolated, frequent
lost of 60 MDal and 14,9 MDal
plasmids, contamination with de-
graded DNA (smear)

++ = four plasmids isolated, faint
bands in minipreps, higher yields
in medium scale preparation (50
ml), no contamination with de-

graded DNA.
Technique Recovery of Y pestis EV76
plasmid DNA 2
1 — Keiser (15) —
2 — Riggs and Mclacklan —
(27) —
3 — Kado and Liu (14) —
4 — Puhler and Timmis (26) —_
5 — Maniatis et al. (18) —
6 — Holmes and Quigley (12) —
7 — Tsukano et al. (31) —_—
8 — Bimboim and Doly (7) - +
9 — Casse et al. (9) +

independent experiments (data not shown).

Four wild Y.pestis strains isolated from
infected persons in Northeast Brazil were subjected
to the plasmid isolation procedure described by
Casse et al. (9). A set of four plasmids with the
same molecular weights of the EV76 strain plas-
mids was found in all four isolates analysed
(Figure 1).

DISCUSSION

Plasmid analysis is a useful method for epide-
miologic typing of a varicty of microorganisms. In
outbreaks, plasmid profiling is a rapid, convenient
way to follow the spread of epidemic strain and
may be more specific than other typing methods
29).

Initially, the isolation of plasmid DNA re-
quired liters of bacterial broth culture and relied on
sophisticated ultracentrifugation techniques. In the
1970s, more rapid methods of partially purified
plasmid DNA required 60-100 ml of bacterial cul-
ture and several days of work (21). Today, plasmid
DNA can be isolated from 0.5 ml of an overnight
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60»
44 »

Chrm

14.9 »

6.4 »

Figure 1 — Agarose gel electrophoresis of plasmid
DNA isclated from Yersinia pestis strains by the method
of Casse et al. (9). 1 - P.PB 862, 2 - P.EXU 196, 3 -
P.EXU 795, 4 - P.Ba 03. Molecular weights are indicated
on the left side of the figure.

bacterial growth culture in 4 hours (7, 12, 14, 15,
18). The bacterial envelope is removed by treat-
ment with EDTA and lysosyme, inner membrane
is disrupted with detergent and the chromosome is
denaturated at alkaline pH, associated or not with
cellular debris removal by centrifugation and phe-
nol treatment followed by plasmid DNA recovery
and ethanol precipitation. Such basic protocol has
been successfully used for the isolation of plasmid
DNA from most genera and species of Enterobacte-
riaceae (19, 32).

Unfortunately, some bacterial species, as
Y.pestis, proved to be quite resistent to plasmid
DNA isolation by standard procedures. Initially,
Y pestis was reported to lack any detectable plas-
mid (17). Later, three groups manage to isolate
plasmids from Y.pestis (6, 11, 22). Ferber and
Brubaker (11) were able to visualize three different
plasmids with Mr of 65 MDal, 45 MDal, and 6
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MDal associated with the production of pesticin
(Pst+) and VW antigens (Vwa+) using the tech-
nique described by Casse et al. (9). Ben-Gurion and
Schafferman (6) found also three distinct plasmid
species (12.5, 44.4 and 61 MDal) using a cleared
lysate derived plasmid isolation method, whereas
Portnoy and Falkow (22) could identify only the
VW antigen coding plasmid using also a cleared
lysate plasmid isolation method.

Our results corroborate the data of Ferber and
Brubaker (22) regarding the excelent results ob-
tained with the technique of Casse et al. (9) for the
isolation of plasmid DNA from Y. pestis Unfortu-
nately, our attemps to apply simplified versions of
the cleared lysate techniques, as the procedures de-
scribed by Puhler and Timmis (26) and Tsukano
etal. (31), were disapointing. Probably, such tec-
niques could offer better results when larger vo-
lumes are used followed by additional ultracentrifu-
gation steps in cesium chloride gradients. Since
such alternatives would invalidate any epidemio-
logical analysis, where many samples must be
processed in a short period, we did not investigated
such possibilities.

Curiously, the technique described by Tsuka-
no et al. (31) gave excelent results with a different
laboratory strain and five distintic plasmids were
found, including the 13-15 MDal plasinid associa-
ted with the production of F1 antigen. In our
hands, this technique could not se reproduced in
large, medium on small scales and no reason could
be found to explain such results.

Based on the present results, we recommen-
ded the technique described by Casse et al. (9) as
the best alternative for the efficient and reproducible
plasmid DNA isolation of Y. pestis This protocol
proved to be rather simple and fast, allowing many
samples to be processed at the same time. Howev-
er, the best results were always obtained with medi-

um scale preparations (50 mi). The reason for such

difference is not clear but seems to be a general
characteristic of this technique irrespective of the
bacterial strain used (unpuplished observation).

Y. pestis is a remarkable conserved and stable
bacterial group in relation o biotyping, phagetyp-
ing, antibiotic resistance and outer membrane pro-
tein patterns (4, 5). Preliminary obscrvations in a
plague outbreak in Northeast Brazil indicated the
uniform plasmid content of the strains isolated
(16). However, a better evaluation of the potential
use of molecular plasmial analysis in e-
pidemiological studies of Y.pestis is still un-
known. Additional studies should be carricd out
with higher numbers of Y. pestis wild isolates to
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correctly evaluate the usefulness of plasmid finger-
printing in the characterization of this organism.
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RESUMO

Avaliacio de diferentes métodos para
extracio de DNA plasmidial para
caracterizacio de cepas de Yersinia pestis

Nove técnicas amplamente empregadas no
isolamento de DNA plasmidiano de bactérias
gram-negativas foram aplicadas na linhagem de
laboratério EV76 e quatro isolamentos clinicos de
Yersinia pestis. O procedimento descrito por Casse
et al. (1979) foi o tnico método capaz de isolar os
plasmidios de Y. pestis de forma eficiente e
reprodutivel. Todas as linhagens analisadas
apresentaram quatro plasmideos com Mr de 60, 44,
14,9 ¢ 6,4 MDal. O uso em potencial da
determinacfio do padrfio plasmidiano em estudos
epidemioldgicos de Y. pestis € discutido.
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RESUMO

No perfodo de dezembro de 1986 a abril de 1987, a ocorréncia de aflatoxicose
causou a morte de 560 coelhos na regido de Londrina - Parand. Para a diagnose do
problema foram analisadas 6 amostras de rac¢fo coletadas em diferentes propriedades. A
presenca de aflatoxina B, foi detectada em uma amostra de triguilho na concentrago de
33 ngskg, duas amostras de ragfio granulada na concentragfio de 110 ¢ 44 ng/kg, e a

contagem total

de bolores foi de 8,2 x 106; 2,8 x 105 ¢ 8,0 x 103 UFC/G,

respectivamente. Na amostra de triguilho predominou Aspergillus flavus com 6,7 x
108 UFC/g, enquanto que nas amostras de ragio granulada predominou A. flaviceps. A
presenca de aflatoxina B, e auséncia de A. flavus na ragdo granulada, indica que o
tratamento térmico pode ter eliminado o fungo, mas nfio inativou a toxina.

INTRODUCAO

- Aflatoxinas sfo metabdlicos téxicos produzi-
dos por certas linhagens de Aspergillus flavus Link
e Aspergillus parasiticus Speare, ambos-do grupo
A. flavus (11), ubiquitdrios na natureza ¢ isolados
de diversos alimentos e ragdo (1,3,7,16). Estas
micotoxinas ocupam posicfio de destaque em ragfio
animal, dada a sua capacidade em acumular em tcci-
dos, assim como serem excretadas em seus produ-
tos, leite e ovo (1,12,15).

Apesar da sua importéincia, s§0 poucos os levan-
tamentos rcalizados no Brasil (9). A maior parte dos

trabalhos nacionais foram desenvolvidos no Estado
de Sdo Paulo (4,10,12,13), nfio havendo a possibili-
dade de uma avaliagio adequada da contaminacfio dos
alimentos consumidos a nivel nacional (9). No que
se concerce 2 intoxicagfo, a escassez quase que total
dos dados, faz ignorar o problema real existente,
principalmente em animais, onde é comum a utili-
zacAo de griios de qualidade inferior, inclusive de refu-
gos. Apesar da ocorréncia provével de muitas intoxi-
cagdes, cstas tendem a nfdo serem notadas, ou
relatadas como doengas de etiologia desconhecida.

O presente trabatho relata um surto de intoxi-
cacdo numa Cooperativa de Cunicultura na Regido

1-  Depto. de Tecnologia de Alimentos e Medicamentos - CCA. Universidade Estadual de Londrina.

Caixa Postal 6001 86051 - Londrina, PR. - Brasil.
2- Secretaria de Indistria ¢ Comércio.
86100 - Londrina, PR. - Brasil.
3-  Depto. de Agronomia - CCA - FUEL.
86051 \- Londrina, PR. - Brasil.
4 - Depto. de Ciéncia de Alimentos - FEA - UNICAMP.
13081 - Campinas, SP. - Brasil.
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Norte do Parand, tendo como objetivo alertar sobre
as conseqiiéncias advindas da negligéncia e falta de
controle na distribui¢do de alimentos animais. Com
esta finalidade, os 7 estabelecimentos envolvidos no
surto foram estudados e ra¢Ges suspeitas analisadas
quanto a micologia e presenca de micotoxinas.

MATERIAIS E METODOS

Amostras — O estudo microbioldgico ¢ a
anilise de micotoxinas foram realizadas em 6
amostras constituidas de ragfio granulada, milho e
triguilho coletados ao acaso nos estabelecimentos
envolvidos em surto, no periodo de dezembro de
1986 a abril de 1987.

Micologia — As suspensdes das amostras de
racfio foram plaqueadas em meio 4gar coco (CAM)
segundo LIN & DIANESE (5) adicionado de 0,5%
de Triton X-100 (6) e tetraciclina ou estreptomici-
na. As placas foram incubadas a 25°C, analisando-
se o desenvolvimento da cultura ¢ da fluorescéncia
no decorrer de uma semana. A identificagfio rdpida
do grupo flavus foi realizada em "Aspergillus dife-
rential medium" segundo BOTHAST & FEN-
NELL (2), analisando-se a seguir, producfo de afla-
toxinas em dgar coco. A identificagfo até a espécie
do Aspergillus baseou-se em aspecto macroscopico
das colonias e da morfologia microscépica das cul-
turas isoladas segundo RAPER & FENNELL (11),
em 4gar batata dextrose.

Micotoxinas — A presenca e quantificagiio de
aflatoxinas, ocratoxina A, esterigmatocistina ¢ zea-
ralenona na ragfo foi realizada utilizando-se padrdes
de micotoxinas de Makor Chemical Ltda, Israel. A
extragfio e quantificacfio foram realizadas segundo
método de SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA
(14). Para extragfio, 50,0 g de amostra foi homoge-
neizada com 30,0 ml de KCl a 4,0% ¢ 270 ml de
metanol, clarificada com sulfato de amonio e trata-
da com N-hexano. A amostra foi extraida com duas
parti¢des para 10,0 ml de cloroférmio e o residuo
obtido de 5,0 ml de cada fragio, redissolvido em
metanol. A cromatografia em camada delgada foi
realizada com tolueno-acetato de etila-dcido formico
5:4:1 e 6:4:0,05. A zearalenona ¢ esterigmatocisti-
na foram visualizadas pulverizando-se a placa com
solugdio alcodlica de AlClL, a 20%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta o quadro geral dos surtos
ocorridos na cunicultura da Regido de Londrina en-

220

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(3), 1990

volvendo 955 animais adultos, resultando na perda
de 560 (58,6%) coethos. Com excecio do surto de
intoxicagfio ocorrido no estabelecimento 1, todas
foram causadas pela racfio pertencendo ao mesmo
lote de uma empresa fornecedora de alimentagfo
animal. Assim sendo, o surto ocorrido no estabe-
lecimento 1 e estabelecimentos 2 a 7 foram anali-
sados separadamente.

No estabelecimento 1, os 150 animais afeta-
dos, sendo 25 matrizes, foram alimentados durante
20 dias com milho e triguilho em dias alternados.
Os coelhos mais afetados apresentavam sialorréia,
deficiéncia respiratéria e paralisia dos membros,
observando-se & necrdpsia, pulmio hemorrégico,
rim congesto ¢ figado cirrtico com areas de ne-
crose. Bacilo Gram negativo com coloragdo bipo-
lar, suspeito de Pasteurella sp foi isolado em cultu-
ra de material pulmonar. Uma contagem de 10° a
106 UFC/g de bolores, a maioria pertencentes a A.
flavus, foi obtida nas amostras de triguilho (Tabela
2). Aflatoxina B, num nivel de 33 png/Kg foi detec-
tada em uma das amostras de triguitho (Tabela 3).
Sugere-se uma interagfo entre aflatoxicose ¢ in-
fecgdio nos animais afetados, oriunda da perda de re-
sisténcia, resultante do efeito imunodepressivo de
aflatoxinas (7, 8, 16).

Nos estabelecimentos 2 a 7, andlise de mico-
toxinas ¢ a contagem de bolores foram realizados
nos estabelecimentos 2, 3 ¢ 4. Todavia, uma vez
que todos os animais receberam ragfo granulada de
mesma origem, a intoxicacgfo foi interpretada em
conjunto. Os animais envolvidos no surto apresen-

Tabela 1 — Estudos Epizootiolégicos do Surto de Into-
xicagdo em Cunicultura, Londrina - PR.

Niimero de Animais
Estabele- Adulios2

cimento Data

Tipo de
Alimentagio
Afetados Mortos

1 Dez/86 1A - milho 25(150)0 4
1B - Triguilho nio :
lavado
1C - Triguitho
lavado
2 Fev/87 Racdo granulada 200 6
3 Abr/87 Ragio granulada 400 380
4 Abr/87 Ragiio granulada 150 83(321)
S Abr/87 Ragdo granulada 100 50(173)
6 Abr/87 Ragio granulada 60 30
7  Abr/87 Ragio granulada 20 7(22)
Total — — 955 560

a — Coelhos matrizes
b — () - Total de animais, incluindo coelhos adultos e
respectivas crias
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tavam anorexia e paralisia dos membros, seguida
de morte. No estabelecimento 3, notou-se a perda
de animais um dia apés a ingestfio da ragfo. O for-
necimento do alimento prorrogou-se por mais trés
dias. No estabelecimento 4, os animais foram ali-
mentados com a mesma ragdo no decorrer de 10
dias. A perda de animais teve inicio a partir do ter-
ceiro dia ap6s fornecimento da alimentagfo. A
necrépsia de coelhos do estabelecimento 3 ndo
apresentou alteragdo macroscépica dos Orgios
freqiientemente acometidos em micotoxicose. 0]
exame histopatolégico demonstrou degeneragio

Tabela 2 — Qualidade microbiolégica da ragdo consumi-
da pelos coelhos afetados.

Contagem
Estabele- de Bolores Fungos Isolados
cimento Amostra (UFC?/g)
1 1A - mitho 3,2x10% A, flavus,
A. terreus, Asper-
gillus sp.
1B - Triguilho 8,2x105  A. flavus,
ndo lavado (6,7)(106)b A. terreus.
1C - Triguitho  2,3x10°  A. flavus, Fusari-
lavado (1,0x10%  wm moniliforme,

Penicillium sp.

2 Ragfio granulada 2,8x10%  A. flaviceps,

A. clavatus
3 Ragfo granulada 1,0x10*  A. flaviceps,
Penicillium sp.
F.moniliforme

4 Ragio granulada 8,0x10°  F. moniliforme

a — UFC unidades formadoras de colnias.
b — Fungos com aspecto de Aspergillus flavus.
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hepatica. Em um dos coelhos intoxicados, ndo foi
detectada nenhuma alteragfio histolégica, sugerindo
que em intoxicagdo aguda de morte réapida, alte-
ragdes histopatolgicas podem ainda ser imper-
ceptiveis (16).

Nenhum A. flavus foi isolado nas amostras de
intoxicagdo envolvendo ragfio granulada (Tabela 2).
Na amostra 2 foi detectada alta contagem de bo-
lores, os quais foram identificados como A. flavi-
ceps. Estes produziram componente fluorescente
em 4gar coco, entretanto este ndo deve ser 0 me-
tab6lito envolvido na intoxicag#o, ja que A. flavi-
ceps nio foi detectado em ragfo granulada do esta-
belecimento 4 e ndo existe relato sobre sua
toxicidez (3). As contagens relativamente baixas
em amostras obtidas no estabelecimento 3 € 4 in-
dicam que as ragdes receberam tratamento térmico
capaz de eliminar os fungos, porém insuficiente
para inativar as toxinas. Conseqiientemente, 110 ¢
44 ng/kg de aflatoxina B, foram detectadas nas
amostras coletadas no estabelecimento 2 ¢ 4,
respectivamente. Por outro lado, componentes
fluorescentes, provavelmente oriundos do metabo-
lismo de outros fungos, assim como de comple-
mentagio vegetal utilizada na ragdo, dificultaram a
interpretagfio dos resultados (Tabela 3).

Uma correlagfio com lotes de milho importa-
dos em fevereiro de 1986 parece emergir. Embora
aflatoxina ndo tenha sido detectada neste milho im-
portado, a contaminagfio dos grdos, determinada
pelo Blotter test atingiu 68% de Aspergillus sp. A
amostra continha 1,2 x 105 UFC/g de bolores, sen-
do que 3,0 x 10* UFC/g pertenciam a A. flavus,
segundo BOTHAST & FENNELL (2), potencial-
mente toxigénica.

Ainda com referéncia a este surto, 0 caso 0cor-
rido no estabelecimento 2 foi comunicado, porém a
néo suspensio da distribui¢do de lote, conduziu a
intoxica¢®es em outras propriedades nos meses

Tabela 3 — Detecgio e quantificagio das micotoxinas nas ragSes consumidas pelos coelhos afetados.

Micotoxinas (MUg/kg)

Amostra Aflatoxinas Esterigmatocistina Ocratoxina Zearalenona
By By G Gy
1A N2 ND N ND NA ND NA
iB 33 ND N ND ND ND ND
1C ND N N ND ND ND ND
2 110 ND N> NAP NA D NA
3 ND N N N NA ND NA
4 44 NA N ND NA ND ND

a — ND - Nio detectado pelo método utilizado.

b — NA - Nada a afirmar - leitura impossibilitada devida a interferéncia de componentes presenies na ragio.

221



Hirooka, E. Y. et al

subseqiientes, acarretando prejuizo e perigo de co-
mercializagfio de animais contaminados para o con-
sumo humano.
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SUMMARY

Aflatoxicosis in rabbit farm in Londrina,
Parana, Brazil.

Aflatoxicosis in seven rabbit farms involving
a loss of 560 (58,6%) matrix animals was reported
in Londrina, North of Parand, Brazil in the period
of December 1986 to April 1987. With the excep-
tion of one establishment, all of them received pel-
let feed furnished by one feed producer. Mycologi-
cal study and mycotoxin determination was
undertaken in six suspected samples (1 corn, 2
wheat feeds and 3 granulated feeds) collected in the
farms where the affected animals were located. The
counting, isolation and identification of the fungal
strains was determined using coconut agar, potato
dextrose agar and "Aspergillus differential medium"
from BOTHAST & FENNELL. Aspergillus sp
was identified according to RAPER & FEN-
NELL. The presence of aflatoxins, ochratoxin A,
sterigmatocystin and zearalenone in the feed sam-
ples was determined using the method of SOARES
& RODRIGUEZ-AMAYA. Aflatoxin B, was de-
tected in three feed samples analysed, in a level of
33 pg/kg in wheat feed obtained from the estab-
lishment that was not using pellet feed; 110 and
44 pg/kg from pellet feed. Total mould count in
these samples were 8,2 x 106, 2,8 x 106 and 8,0 x
103 CFU/g respectively. The predominant fungt in
the sample was A. flavus, with a count of 6,7 x
106, In this establishment, the animals received
corn and wheat in an alternate feeding program for
20 days; Pasteurella sp was detected in the pulmo-
nar material from animals presenting respiratory
abnormality, suggesting infection in consequence
of immunodcpressive effect of aflatoxicosis. In the
pellet fecd samples, A. flaviceps was the most
abundant. The dcath of the animals began one to
three days after ingestion of the contaminated
feeds. A. flavus was not detected in the granulated
feeds, suggesting that heat treatment during pro-
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cessing eliminated them, but not their toxin.
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RESUMO

Leucoencefalomalicia eqilina foi relatada em 14 estabelecimentos na regifio Norte
do Parand, no perfiodo de julho de 1985 a setembro de 1989. Todas as amostras de
alimentos envolvidas continham milho em sua composi¢do, sendo que a contagem
total de bolores variou de 102 a 108 UFC/g de produto. As amostras ndo submetidas ao
processamento térmico apresentaram elevada contaminagdo com Fusarium
moniliforme, atingindo 10° a 108 UFC/g. Das toxinas pesquisadas, somente a
zearalenona foi detectada em amostras de alimentos obtidas de 5 estabelecimentos. A
interferéncia de componentes da ragiio impediu a andlise de zearalenona em outras 5
amostras. A auséncia de F. moniliforme em uma amostra ¢ baixa contagem de bolores
em ragdes granuladas envolvidas em intoxicagfo, indicam a eliminagfio dos fungos pelo
tratamento térmico aplicado no seu preparo. Porém, sugere que a toxina de
leucoencefalomalacia apresenta termo-resisténcia, o suficiente para suportar temperatura

de processamento das ragdes.

INTRODUCAO

Leucoencefalomaldcia, doenga neurotdxica
mais grave dos eqiiideos causada por Fusarium sp,
¢ adquirida pela ingestdo de milho (Zea mays L..)
contaminado por toxinas produzidas por F. monili-
forme (2,9,16,22). A intoxicagfo é caracterizada
por lestes cercbrais, observando-se drcas de malécia
na regido subcortical do cérebro, em conseqiiéncia
a0 estagio avangado da necrose liquefativa multifo-
cal (2,15).

A doencga ocorre esporadicamente em vAarios
paises de clima subtropical e temperado
{9,11,14,20). Na América do Sul, os primeiros re-
latos t&ém sido descritos na Argentina por Rodri-
guez (17), sendo que no Brasil, maior freqiiéncia de
surto ocorre na Regifio Sul (1,7,16).

A fumonisina, toxina recentemente isolada de
F.moniliforme, parece estar envolvida com a leu-
coenceflalomaldcia, j4 que Marasas & cols. (9) re-
produziram a doenga injetando diretamente a fu-
monisina B1 em eqiiinos. Entretanto, isto nfo
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elimina definitivamente a participagfio de outros
metabélitos produzidos por F. moniliforme, tais
como moniliformina, 4cido fusérico e 2-metoxi-4-
etil-fenol, também isolados de milhos envolvidos
em leucoencefalomaldcia (9,21).

F. moniliforme € um patégeno primdrio de
milho (4); por outro lado, este é o componente
fundamental no preparo de ragio animal, dado ao
seu custo e produgdo nacional. Entretanto, a conta-
minagfo por F. moniliforme em milho, inclusive
selecionado para o plantio, atinge em torno de 70%
em determinadas regides do Parand (comunicaciio
pessoal, Instituto Agrondmico do Parand). Este
fato torna crucial o papel desempenhado pelos me-
tabélitos fiingicos em animais que o ingerirem,
considerando que no Brasil é uma pritica comum a
utilizacfio de grios de baixa qualidade para o consu-
mo animal.

Este trabalho relata surtos de leucoencefaloma-
14cia ocorridos em eqiiinos na regifio Norte do Para-
nd, no periodo de julho de 1985 a setembro de 1989,
devido ao consumo de milho e seus subprodutos.

MATERIAIS E METODOS

Amosiras — O estudo microbiolégico ¢ a
andlise de micotoxinas foram realizadas em 16
amostras de milho e racfio coletadas ao acaso nos
estabelecimentos envolvidos com os surtos, no
periodo de julho de 1985 a setembro de 1989. Os
dados epidemiolégicos foram observados em 14 ¢s-
tabclecimentos da regifo Norte do Parana.

Micologia — As amostras de ragio foram
diluidas ¢ plaqueadas em meio 4dgar coco (CAM)
segundo Lin & Dianese (8) adicionado de 0,5% de
Triton X-100 (12) e tetraciclina, cloranfenicol ou
estreptomicina. As placas foram incubadas a 25°
C, analisando-se periodicamente o desenvolvimen-
to das colbnias e da fluorescéncia no decorrer de
uma semana, A identifica¢fio dos fungos bascou-se
na morfologia das culturas isoladas em dgar batata
dextrose, segundo técnicas micolégicas usuais ja
descritas (13). A clonagem da linhagem foi realiza-
da pela técnica de "single spore isolation" (13), se-
meando-se as colbnias identificadas em dgar a
1,5%. Os esporos germinados foram retirados do
dgar com o auxilio de uma agulha e estereoscopio
da Nikon, SMZ - 18. A seguir, foram semeados
em &gar batata dextrose para a estocagem a 4° C,

Micotoxinas — A presenga e quantificagfio de
aflatoxinas, ocratoxina A, esterigmatocistina e zea-
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ralenona na racgfio foi realizada utilizando-se os
padrdes de micotoxinas da Makor Chemical, Israel.
A extragfo e quantificagfio foram realizadas segundo
método de Soares & Rodriguez-Amaya (19). Para
extragio foram utilizadas 50,0 g de amostra homo-
geneizada com 30,0 ml de KCl a 4,0% ¢ 270,0 ml
de metanol, clarificada com sulfato de amonio e
tratada com N-hexano. A amostra foi extraida duas
vezes com 10,0 ml de cloroférmio e o residuo ob-
tido de 5,0 ml de cada fracfo, redissolvido em me-
tanol. A cromatografia em camada delgada foi reali-
zada com tolueno-acetato de etila-dcido férmico nas
propor¢Ges de 5:4:1 e 6:4:0,05. A zearalenona ¢ es-
terigmatocistina foram visualizadas pulvenizando-
se a placa com solugfo alcodlica de AlCl; a 20%.

Estudo toxicolégico das linhagens — As li-
nhagens de F. moniliforme clonadas pela técnica de
"single spore isolation" foram inoculadas num Er-
lenmeyer contendo 50,0 g de arroz esterilizada a
121° C/20 min e adicionada de 15,0 ml de 4gua esté-
ril. A seguir, incubou-se a 25° C durante 7 dias e por
igual perfodo a 8£1° C. A cultura em arroz foi desi-
dratada a 60° C "overnight” e procedeun-se a exiragfo,
seguindo-se metodologia de Gelderblom & cols. (5)
modificada, como segue. Uma quantidade de 20,0 g
de material scco foi extraido com 100,0 ml de meta-
nol-dgua 4:1 e [filtrado em papel Whatman n® 1. O
filtrado foi concentrado a 55° C num rotavapor (Li-
kakikai Co.), complctando-se a secagem em vécuo.
O extrato foi ressuspendido em 4,0 ml de dgua. A
suspensdo foi injetada intraperitonialmente em ca-
mundongo linhagem DDYS de 9 semanas, macho.
A primeira aplicagfio correspondeu a 1 g equivalente
da cultura para 10 g de peso corpéreo (1 geq/10 g
PC), seguindo-se segunda aplica¢do apds 6 horas,
com 2 g ¢q/10g PC. O animal foi sacrificado e os
Grgdios analisados macroscopicamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os casos de leucoencefalomaldcia eqiiina
descritos neste trabalho ocorreram no Norte do Pa-
rand, que apresenta clima subtropical dimido (3),
com a produgfio de milho desempenhando im-
portincia cfetiva na economia regional (4). As con-
digdes climéticas locais sfio favordveis ao desenvol-
vimento dc Fusarium sp, secndo comum a fusariose
em plantagdes dc intcresse econdmico (4).

A Tabela 1 apresenta os dados epizoo-
tioldgicos estudados nos 14 estabelecimentos en-
volvidos em leucoencefalomaldcia. Os sinais
clinicos predominantes em eqiiinos afetados tem
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sido os descritos na literatura (2). Observou-se ano-
rexia, distiirbios nervosos com incoordenagfio mo-
tora, hiperexicitaco, cegueira em alguns animais,
culminando com a morte dentro de algumas horas a
vérios dias (2). Estes sinais clinicos tfpicos foram
observados em nossos casos, exceto no estabeleci-
mento 6, dada a rapidez da evolugio da doenga. Se-
gundo Bridge (2) existem casos de intoxicagfio que,
devido a fugacidade, inclusive nfio se observa alte-
ra¢Oes anatomopatolégicas. Todavia, em animais
necropsiados, observou-se a regido de encéfalo,
abrangendo substincia branca e cinzenta com ne-
crose liquefativa de consisténcia gelatinosa, co-
loragfio amarelada com pontos hemorragicos de ta-
manhos varidveis.

Tabela 1 — Estudos epizootiolégicos de eqtiinos
acometidos por leucoencefalomaldcia.

Estabele-
cimento Data  Tipo de alimentagdo Animais mortos
1 jul/85 ra¢io mista 7 (15)
2 set/85 residuo de milho 2
3 set/85 residuo de milho 1
4 mar/86 ragio mista 1
5 jun/86 ragio mista 1
6 jul/86 ragio mista 1
7 mar/87 milho 6 (70)
8 set/87 8A-ragiio 1
8B-milho
9 out/87 9A-milho 1
9B-feno
10 dez/87 racdo granulada 5
11 jul/88 milho 1
12 agof/89 milho 1
13 set/89 milho 1
14 set/89 ragdo granulada 1

() total de equinos envolvidos.

Os resultados apresentados na Tabela 2 indi-
cam que as amostras envolvidas em leucoencefalo-
maldcia apresentavam elevada contaminagio
fingica, com predominfincia de F. moniliforme,
exceto no 10, que consista de ragfio granulada a
qual apresentava baixa contagem de bolores ¢ au-
séncia de I. moniliforme. Entretanto, os 5 eqitinos
mortos apresentaram sintomatologia caracteristica
¢ em um dos animais necropsiados, observou-se
lesdo cercbral com maldcia. A auséncia de F. mo-
niliforme na amostra 10 demonstra que a ra¢do so-
freu processamento térmico, eliminando os fungos.
Por outro lado, este fato refor¢a a termo-resisténcia
destas toxinas, o suficicnte para suportar tempera-

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(3), 1990

Tabela 2 — Contagem de fungos ¢ bolores isolados de
amostras de ragéio consumidas pelos eqiiinos intoxicados.

Estabele- Contagem de Bolores
cimento UFC%g

1 1,6x107(1,0x10") *  F. moniliforme, Penicillium sp,
A. grupo flavus, Rhizopus sp
F.moniliforme, Penicillium sp,

A. grupo flavus, Phoma sp,
Aspergillus sp, Mucoraceae

Fungos isolados

2 3,2x10%(8,0x10%)

3 2,8x10%(1,8x10% F.moniliforme, Penicillium sp,

A. grupo flavus, Mucoraceae
4 6,5x10%(1,0x10°)  F.moniliforme, Penicillium sp,
A. grupo flavus
5 6,7x106(6,0x10%)  F.moniliforme, A. grapo flavus,
A. niger, Penicillium sp
6 9,0x105(3,0x10%)  F.moniliforme, A. grupo flavus,
Penicillium sp
F.moniliforme, Penicillium sp,

A. grupo flavus, A. terreus

7 4,9x106(5,0x10%

8 A-1,0x102 Mucoraceae, Penicillium sp,
B-2,3x10%1,4x10%) Aspergilius sp F. moniliforme,
Penicillium sp
9 A-1,0x10? F.moniliforme, Penicillium sp,
B-1,6x10%(2,0x10%) Fusariumsp, Penicillium sp
10 1,5x10?
11 3,4x10%(5,0x10°%)

Aspergillus sp, Neurospora sp
F.moniliforme, Penicillium sp,
A. grupo flavus

12 1,8x10%(7,0x10% F.moniliforme, A. grupo flavus
13 1,0x10%(1,0x10%)
14 9,0x10°

F.moniliforme
F.moniliforme, Penicillium sp,
A. grupo flavus, Rhizopus sp

a - Unidade formadora de coldnia.
b - Contagem de colSnias com aspecto de Fusarium sp.

" tura utilizada no preparo das ragGes. No estabeleci-

mento 8, os animais receberam, simultaneamente,
racdo e milho, sendo que apenas o segundo apre-
sentou elevada contaminagfo com Fusarium sp.
Entretanto, isto nfo descarta o envolvimento da
racfo na intoxicagfo.

Elevada contagem de F. moniliforme ocorreu
na maioria dos alimentos envolvidos, ja que esta é
a tnica espécie deste género capaz de multiplicar
em condigfo de estocagem (1,23). Outros Fusari-
um sp fitopatogénicos tendem a desaparecer durante
a estocagem, permanecendo apenas as respectivas
toxinas, produzidas no periodo de pré-colheita (23).
Entretanto, até o presente momento, desconhece-se
a capacidade de F. moniliforme em produzir me-
tabdlitos responsédveis pela leucoencefalomalscia,
em condi¢do de estocagem, presumindo-se que a
mesma seja relativamente estdvel, levando em con-
sideracdo o tempo de estocagem dos griios envolvi-
dos em intoxicagdes, assim como o processamento
térmico das racGes.

Os fungos do género Fusarium sp tcm sua
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temperatura 6tima de crescimento entre 20-25° C,
necessita de atividade de dgua (aw) em torno de 0,9,
entretanto, a produgfo de toxina ocorre em tempe-
ratura baixa (10,14,15,20). .

A zearalenona foi detectada em 5 amostras de
alimentos envolvidos (milho, residuo dé milho,
ragfio mista e ragfio granulada) como se observa na
Tabela 3. Estes resultados estio de acordo com os
achados de Sabino & cols. (18), que relataram a
ocorréncia natural de zearalenona em 4,8% dos mi-
1hos analisados no Brasil.

Embora zearalenona nfio seja responsivel pela
leucoencefalomaldcia, ndo é rara a ocorréncia si-
multinea de vérias fusariotoxinas (6,11,22). Con-
seqlientemente, pode-se inferir que houve condi¢des
para produgio de outros metabdlitos, que poderiam,
eventualmente, ter causado a morte dos animais.

Em vérias amostras observou-se contaminagfo
simultinea de Aspergillus do grupo flavus (tabela
2), porém aflatoxinas nfio foram detectadas em
nenhuma amostra pelo método utilizado. Entretan-
to, em 4 amostras, a interpretacdo foi impossibili-
tada devido a presenca de componentes interferentes
daragfio.

A presenca de tricotecenos (toxina T-2, diace-

Tabela 3 — Anilise de micotoxinas em amostras de
ragio consumidas pelos eqiiinos intoxicados.

Estabele- Nicotoxinas (mg/kg)

cimento I I I ’ v
1 (-)q )y = (-) 19,0
2 (-) (- (- 0,7
3 ) ) - NA®
4 (=) (- ) )
5 NA N NA NA
6 () -) (-) (-)
7 NA NA NA NA
8A NA NA NA NA
83 (-) (-) - ()
9A - - - -
TR S S T & R &
10 (-) ) () (-
11 (-) NA (-) NA
12 NA (-) -) >3,2
13 ) (-) (-) )
14 (-) NA (=) (+)

I - Aflatoxinas B, B2, Gl e G2

II - Esterigmatocistina

I - Ocratoxina

IV - Zearalenona

a- ndo detectada pela metodologia utilizada
b- nada a afirmar, leitura impossibilitada
¢- positiva, sem quantificagdo
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toxiscirpenol, roridina A e e verrucarina) foram pes-
quisadas nas amostras 8A, 8B, 9A, 9B ¢ 10, porém,
ndo foram detectados (dados ndo apresentados).

Na andlise toxicolégica das linhagens de F.
moniliforme, procedeu-se a extragio com 4gua e
metanol, visto que a fumonisina apresenta na sua
estrutura varios radicais polares (5), tornando-a hi-
drossolivel. Nenhum camundongo inoculado apre-
sentou quadro de intoxicacfio aguda, nem lesdes
macroscopicamente significativas nos 6rgaos
vitais. A negatividade dos resultados talvez possa
ser atribuida a diferenga no animal "alvo". Porém,
deve-se considerar que a experiéncia teve como fi-
nalidade detectar apenas aspectos agudos da intoxi-
caco. Gelderblom & cols. (5) observaram ativi-
dade promotora de céncer pela fumonisina,
introduzindo esta toxina em ragfo.

Apesar de nfo causar intoxicagio aguda, como
ocorre em eqiiideos, nfio se pode descartar efeito
cancerigeno da fumonisina em alimentos, dada a
freqiiéncia de contaminagfio do milho por F. moni-
liforme e utilizagfo deste produto na alimentacfo
humana. :
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SUMMARY

Leukoencephalomalacia in equines in the
North of Parana, Brazil.

A total of 14 episodes of leukoencephalomala-
cia was related in North of Parana, during the peri-
od of July 1985 to September 1989. All of the
feeds, obtained from the farms involved in the in-
toxication cases, had corn as main ingredient. My-
cological study and mycotoxin determination were
undertaken in 16 samples of 5 mixed feeds, 8 ma-
izes, 2 granulated feeds and 1 hay. The counting,
isolation and identification of the fungal strains
were determined using coconut agar added with
0,5% triton X-100 plus antibiotics and potato dex-
trose agar. The 13 Fusarium moniliforme strains
isolated from the feeds involved in the intoxication
cases were submited to single spore isolation and
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analysed for acute toxicity, injecting the concen-
trate obtained from rice culture extract, intraperito-
nially in the mouse. The presence of aflatoxins,
ochratoxin A, sterigmatocystin and zearalenone in
the feed samples was determined by the method of
Soares & Rodrigues-Amaya. The total mould
count ranged from 102 to 108 CFU/g of product. Tt
consisted mainly of F. moniliforme, Penicillium
sp and Aspergillus flavus group, isolating also
Mucoraceae, Aspergillus terreus and Neurospora
sp. The feed samples without thermal processing
had high F. moniliforme contamination, with Fu-
sarium like colony count, varying from 10° to 108
CFU/g in 11 samples. Zearalenone was detected in
samples taken from 5 establishments. Feed com-
ponents impeded the zearalenone analysis in other
5 samples. Tests for the presence of T-2 toxin, dia-
cetoxyscirpenol, roridin A and verrucarin in 5 feed
samples gave negative results. None of the mouse
inoculated with F, moniliforme culture extract pre-
sented neither acute intoxication syntoms, nor ma-
croscopically significant lesions. In the pellet feeds
involved in the intoxication, the absence of F. mo-
niliforme in a sample and low fungal contamina-
tion in another, suggested their elimination during
feed production. On the other hand, it showed that
leukoencephalomalacia's toxin is resistant enough
to support heat treatment used for feed processing.
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DETERMINACAO DA DOSE LETAL 50% PARA STAPHYLOCOCCUS AUREUS
(NCTC 8530) EM CAMUNDONGOS PORTADORES DE TUMOR DE EHRLICH.

Antonio Olavo Cardoso Jorgel
Sonia Vieira2

José Francisco Hofling3

Oslei Paes de Almeida3

RESUMO

Camundongos normais e portadores de tumor de Ehrlich foram infectados com
Staphylococcus aureus (NCTC 8530), ¢ a Dose Letal 50 (DL50) determinada usando-se
a an4lise de probitos. Os resultados demonstraram que para os tempos de 24 a 48 horas,
a DL50 foi maior para camundongos portadores do tumor, embora sem significancia

estatistica.

Palavras chaves: Staphylococcus aureus, DL50, tamor de Ehrlich

INTRODUCAO

As neoplasias malignas estiio associadas,
primdria e secundariamente, a alteragdes do sistema
de defesa do organismo (3, 5, 10, 11, 17). Pa-
cientes com cancer podem apresentar deficiéncias de
imunidade celular, como diminui¢fio na prolife-
rac¢do de linfécitos "in vitro” ¢ menor resposta a
testes cutineos de hipersensibilidade retardada (14).
Em neoplasias transplantdveis, como o tumor de
Ehrlich, a interagfio das células tumorais com os
mecanismos de defesa do hospedeiro sfo controver-
tidos. Segundo SPITALNY (1980), SPITALNY E
NORTH (1977) e SNYDERMAN e cols. (1976),
ha diminuicfo da atividade dos macréfagos, enquan-
to GUERRA (1983) observou que os macréfagos
estdo com seu potencial fagocitdrio aumentado.
Por outro lado, BAIOCHI e cols. (1986), nio
observaram alteragtes na atividade imunoldgica de
animais portadores de tumor de Ehrlich.

Estimulando ou deprimindo a resposta de defe-
sa, as neoplasias podem modificar a suscetibilidade
do hospedeiro as infecgdes. Em vista destes fatos,
somados a importincia de que se reveste o género
Staphylococcus, tanto para a patologia humana
como animal, o objetivo do presente trabalho foi
verificar, através da determinagfio da DL50, o com-
portamento de camundongos portadores de tumor
de Ehrlich 2 infecgfio produzida por S.aureus.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 160 camundongos Swiss, fé-
meas, pesando de 20 a 25 g. Inicialmente os ani-
mais foram separados em 10 grupos, cada um com
16 camundongos. Os animais de cada grupo foram
numerados, pesados e sorteados, formando dois
subgrupos de 8 animais; controle e portadores de
tumor de Ehrlich. Para obtengfio de camundongos
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portadores de tumor de Ehrlich, foram injetados 0,1
ml de liquido peritoneal, coletado de um animal
portador do tumor na forma ascitica, no coxim
plantar da pata posterior direita do animal. Apés 7
dias, quando havia acentuado crescimento do tumor
de Ehrlich na pata, os camundongos foram usados
para determinagdo da DL50.

A amostra padriio de S.aureus (NCTC 8530)
foi inoculada em frasco de Erlenmeyer, contendo
100 ml de meio Brain Heart Infusion Broth (Dif-
co0), e incubados a 37°C durante 18 horas.
Aliquotas de 20 ml da cultura obtida, foram centri-
fugadas a 5000 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C.,
sendo o sobrenadante desprezado e o sedimento res-
suspenso em 20 ml de solugfo esterilizada de NaCl
a 0,9%. O mesmo procedimento foi repetido por
mais duas vezes, para obten¢fio da suspensdo final.
Para o cdlculo da quantidade de microrganismos na
suspensdo final, foi feito um grafico de padroni-
zag#o, correlacionando densidade dptica (D.O.) de
suspensdes de S.aureus, medidas em espectro-
fotdmetro a 490 nm, com unidades formadoras de
coldnias por ml (u.f.c./ml). A reta de regressdo
obtida (Y = 0,005 + 0,10473 X), esté representada
na figura 1. ,

Para a obtengfio da DLS50, os animais foram
injetados endovenosamente através da veia lateral
da cauda, com 0,5 ml de concentragdes crescentes
de S.aureus. Os camundongos foram observados
durante 7 dias, e anotados os que morreram neste
periodo. A anilisc estatistica foi feita através de
probitos, usando o método de estimadores de
méxima verossimilhanga (9).

D.O.

104

0,9 —
0,8 ~
0,7 -
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1 -

»
>

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
X 10® u.f.c./ml

Figura 1 - Gréfico de padronizagio do nimero de mi-
crorganismos, representando a reta de regressdo obtida
através de contagens de unidades formadoras de coldnias
por mililitro (u.f.c./ml) nas diversas densidades Opticas
(D.O.) semeadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de patogenicidade "in vivo" em camun-
dongos para S.aureus, foi feito de acordo com as
descrigoes de DAMETTO e ZELANTE (1983), que
demonstraram a eficiéncia do método, empregando
a via endovenosa e contagem do niimero de bacté-
rias inoculadas através de leitura em espectro-
fotdmetro e padronizagio em u.f.c./ml. Realmente,
os valores das DL50 obtidas neste trabalho (Tabela
1), estdio de acordo com os estudos de GORRIL E
Mc NEIL (1963) ¢ FURUSAWA E MIYOSHI
(1975), que relataram letalidade para camundongos
com doses de 108 u.f.c./ml por via endovenosa. O
ajuste de probitos permitiu que fossem tragadas as
curvas de proporgio estimada de mortalidade dos
animais com tumor de Ehrlich ¢ normais, em
fungdo do logaritmo da dose inoculada (Figura 2).
A evolugiio do tumor de Ehrlich na pata dos camun-
dongos também correspondeu aos resultados descri-
tos por GUERRA (1983), que estudou extensiva-
mente o desenvolvimento deste tumor. Utilizando-
se destes parAmetros bem determinados, os resulta-
dos deste trabalho indicaram, que camundongos
portadores do tumor de Ehrlich nfo apresentaram al-
teragfio na susceptibilidade & infecgdo por S.aureus,
pois embora a DL50 tenha sido maior para os ca-
mundongos portadores de tumor de Ehrlich nos
periodos de 24 e 48 horas, os resultados ndo foram
estatisticamente significativos ao nivel de 5%.

Aparentemente os resultados deste trabalho,
ndo estio de acordo com dados da literatura, mos-
trando que a presenga de células neopldsicas podem
alterar os mecanismos de defesa do hospedeiro (7,
12, 16). Entretanto, alguns fatores devem ser leva-
dos em consideragio. A maioria dos estudos,
descrevem a atividade de fatores noeplésicos nas cé-
lulas inflamatérias, no local de desenvolvimento de

Tabela 1 — DL50 obtidas apds 1,2 ¢ 7 dias da inocu-
la¢fio de S. aureus em camundongos portadores de tumor de
Ehrlich e em camundongos normais. Os valores estdo apre-
sentados em densidade 6ptica (D.O.) e unidades formadoras
de coldnias por mililitro (u.f.c./ml).

Dias ap6s Tumor de Ehdich Normais
Inoculagdo
D.0. uf.c/ml D.O. uf.c./ml
1 1,1180 11,7 x 108 0,6319 6,2 x 108
2 0,5643 5,9 x 108 0,4069 42 x 108
7 0,2414 2,5 x 10% 0,2667 2,7 x 108
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Figura 2 — Curvas ajustadas das propor¢8es estimadas de

camundongos mortos em fungfo do logaritimo da dose in-
oculada (anilise de probitos).

doenga (7, 16), ou em nédulos linfiticos regionais
(12), enquanto que no modelo usado neste trabalho
procurou-se determinar um possivel efeito sistémi-
" ¢0. As bactérias injetadas endovenosamente sio des-

truidas principalmente pelos macréfagos do sistema
mononuclear fagocitdrio, ¢ portanto, a neoplasia
teria que atuar em orgfos como figado, bago e lin-
fonodos. O tumor de Ehrlich nfio provoca metds-
tases, embora localmente seja bastante invasivo
(18), crescendo em camundongos como um parasi-
ta ndo rejeitado pelo hospedeiro (7), néo alterando a
resposta inflamat6ria ou imunolégica. BAIOCHI e
cols. (1986) verificaram que animais com tumor de
Ehrich nfig apresentaram diferengas na atividade
imunoldgica em relaciio ao grupo de camundongos
normais. BERZYNGIER e cols. (1985), observa-
ram que animais portadores de tumor de Ehrlich na
forma s6lida, nfo apresentaram altera¢tes he-
mostasicas em rela¢io a camundongos normais.

O modelo usado permitiu analisar os resulta-
dos em relaco & infecgfo sistémica aguda, e é
possivel que animais com tumor por periodo mais
longo, ao invés de uma semana, apresentem modi-
ficag®es da resisténcia, que podem ser devidas a um
processo andlogo de desnutri¢do, sem haver neces-
sariamente, interagdo especifica entre a neoplasia e
os mecanismos de defesa.

Para melhor entendimento da influéncia das
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neoplasias na resisténcia do hospedeiro as infecgdes
e dos mecanismos envolvidos, outros estudos simi-
lares sfio necessérios usando-se outras neoplasias
transplantiveis, como o carcinoma de Walker que
provoca metdstase (13), e neoplasias provocadas por

substincias quimicas como o dimetilbenzantreno.
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SUMMARY

Lethal dose 50% (L.D50) TO
Staphylococcus aureus (NCTC 8530) in
mice bearing Ehrlich's tumor.

Some forms of cancer are associated with al-
terations of the immune system, as decreased pro-
liferation of lymphocytes and smaller responses to
skin hypersensitivity tests. These alterations can
modify the susceptibility of the host to infections.
The aim of this work was to determine the lethal
dose 50% (LD 50) to Staphylococcus aureus
(NCTC 8530) for normal and mice bearing Ehr-
lich's tumor. 0,1 ml of Ehrlich's tumor cells from
the peritonial cavity of mice bearing the tumor in
the ascitic form was injected subcutancously into
the right posterior foot pad of Swiss mice. After 7
days there was an evident growth of the tumor and
the animals were used with matched controls to de-
termine the LD50, according to Dametio and Ze-
lante (1983). The animals were injected into the
lateral vein of the tail with different concentrations
of S. aureus, determined spectrophotometrically
and the number of death recorded during 7 days.
The statistical analyses was made by the method of
probits. The results showed that for the periods of
24 and 48 hours the LD50 was higher for mice
bearing tumor, nevertheless the difference was not
statistically significant.

The LLDS0 obtained in this work was similar
to the studies of Gorril and McNeil (1963) and Fu-
rusawa and Miyoshi (1975) who described intrave-
nous doses of 108 UFC/ml of S. aureus for mice.
The development of the tumor also was according
with the results of Guerra (1983). Although some
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works show that tumor cells can modify the de-
fense mechanisms, some points must be consi-
dered. These studies describe the modifications of
the inflammatory cells when in direct contact the
tumor, or in regional limphonodes. In this work
the bacteria were injected intravenously and there-
fore the alterations had to be systemic, affecting
macrophages of the liver and spleen. Ehrlich's tu-
mor do not provoke metastasis, and although lo-
cally invasive, seems to grow in mice as a parasite
without altering the general inflammatory respons-
es. This observation is in agreement with Baiochi
et al. (1986) and Berzyngier et al. (1985) who ob-
served no hemostatic or immunological alteration
in mice bearing Ehrlich's tumor. It is possible
however, that in advanced stages of the tumor the
resistence of the animals is decreased, but this
probably would be associated with desnutrition
rather than an interaction between the neoplastic
cells and the defense mechanisms.
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CYTOLOGICAL OBSERVATIONS IN CONIDIAL AND MYCELIAL CELLS OF
HUMICOLA SP

E.C. Rodrigues!
Y. Tanaka?
A.A. Pizzirani-Kleiner?2

SUMMARY

The object of the present study was to describe aspects of nuclear behavior during
mitotic division in conidial and mycelial cells of the cellulolytic fungus Humicola sp.
The sequence of mitotic events was similar to that observed in other filamentous
fungi. The number of chromosomes observed at the end of metaphase could not be
determined with certainty but appeared to be between 6 and 8. Humicola sp cultures
frequently showed hyphal anastomosis and the presence of nuclei in the hyphal bridge,
this would permit the occurrence of heterokaryosis, and it indicates that the parasexual

cycle may occur in this species.

INTRODUCTION

The genus Humicola is characterized by the
production of simple or not extensively branched
conidiophores with globose or subglobose, unicel-
lular apical conidia, denoted aleuriospores. Some
species also produce simple phialids and chain phi-
alospores (5).

Few studies have been published on the cytol-
ogy and genetics of this genus, although there are
taxonomic studies (8, 10, 12, 15). In an investiga-
tion of the causes of variability in this genus De
Bertoldi (7) studied the distribution of nuclei in
several strains of the genus. He observed that the
aleuriospores of all, except one of the strains stud-
ied, were always polynucleate, with a strict rela-
tionship between number of nuclei and aleurios-
pore size. He noted also that the mycelial cells of
these strains are mainly polynucleate, with anas-
tomosis between hyphae being common. It was

then suggested that heterokaryosis might be re-
sponsible for the observed variability, in that a
mutation in one nucleus could be sufficient to give
rise 1o a heterokaryon. De Bertoldi & Caten (9) de-
scribed the occurrence of the parasexual cycle in a
Humicola species, and showed that the 6 markers
studied were located on at least 4 different linkage
groups.

In view of the lack of detailed reports on nu-
clear behavior during mitosis, and because of the
importance of chromosome variation in Humicola,
the present study was designed to clarify these is-
sues by cytogical observation.

MATERIAL AND METHODS

Conidia and mycelial cells of the wild strain
of Humicola sp, a cellulolytic fungus isolated by
Chaves (6), were cultured in complete medium

1. Departamento de Bioquimica e Microbiologia - Instituto de Biocéncias - Campus de Rio Claro -UNESP Caixa Postal,

178 - 13500 Rio Claro, SP , Brasil

2 Departamento de Genética - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” -Universidade de Sio Paulo - Caixa
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(14) at 40-42°C for 3, 4 or 7 days. Nuclei were
stained by the technique of Tanaka et at. (17).

Mycelial spores and hyphae were allowed to
adhere to coverslips coated with 50% (v/v) albu-
min in glycerine, and fixed by immersion in 3:1
ethyl alcohol: acetic acid for 30 minutes at room
temperature. Hydration was by successively treat-
ments with 95% and 70% alcohol, and hydrolysis
was performed using 1 N hydrochloric acid for 10
to 12 minates at 60°C. Specimens were stained by
immersion in Giemsa solution diluted 5 times
with 0.07 M sodium phosphate buffer, pH 7.0, for
20 to 30 minutes. Excess stain was removed by
washing with the same buffer. Obervations were
made with and Olympus microscope, Model BHS,
coupled to an Olympus photomicrographic sys-
tem, Model PM-10 AD when necessary.

RESULTS

The strain showed multinucleate conidial and
mycelial cells. The nuclei varied in size and shape
both in conidia and in somatic mycelial cells, de-
pending on the stage of cell division. In both cas-
es, division was classified into five stages, accord-
ing to nuclear size and shape, using the criterion
proposed by Tanaka (16) for the filamentous fun-
gus Pyricularia oryzae.

Division was similar in mycelia and conidia,
except that in young conidia the process usually
occurred synchronously.

Interphase — Interphase nuclei were spherical
to subspherical and compacted both in mature co-
nidia (cultures incubated for 7 days) and in myce-
lial cells (Figures 1.a and 2.¢). Spherical and con-
centrated nucleoli were frequently encountered in
association with the nuclei.

Prophase — The nuclei of young conidia (cul-
tures incubated for 3 to 4 days) were irregular and
oval or elongated (Figure 1.a). At advanced pro-
phase stages, the nucleolus disappeared. At pro-
metaphase, chromatin bodies in the form of a
thread, line or ring were observed (Figures 1.b and
1.c). In somatic cells, spherical prophase nuclei
measured 2 to 3 um in diameter, and elongated nu-
clei were more than Sum in diameter (Figures 2.e
and 2.1).

Metaphase — Nuclei showing chromosomes,
irregular chromatin bodies not differentiated into
chromosomes or shaped as rosary beads were in-
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cluded in the metaphase of the fungus (Figures 1.c
and 1.d, 2.f and 2.g). Though the very small nuclei
did not permit chromosome identification 7 to 8
particles were occasionally observed in conidial
cells at metaphase (Figure 1.e). Chromosome-like
bodies were very seldom observed in mycelial
cells; on the rare occasions on which they were de-
tected, 5 to 6 particles could be counted.

Anaphase-Telophase — Two very close nuclei
connected by chromatin threads were classified as
anaphase (Figures 1.f and 2.g). In mycelial cells,
the nuclei usually move in the direction opposite
to the elongation of the hypha. Two daughter nu-
clei, more separated but still joined by chromatin
threads or groups, were often observed and were as-
sumed to correspond to the telophase stage (Fig-
ures 1.g, 1.h and 2.h). Separated daughter nuclei,
rarely distinguishable from interphase nuclei were
observed during more advanced tclophase stages.

Hyphal anastomosis — The ramifications of
Humicola sp hyphae were usually at right angles,
with the main axis. Hyphal anastomosis was ob-
served frequently. Figures 2.b and 2.c show differ-
ent stages of the process of hyphal anastomosis.
Fusion can occur in any part of the colony both
between parallel hyphal with an H-type connection
(Figure 2.d) and between a hyphal end and the lat-
eral wall of another hypha. The presence of nuclei
in the hyphal bridge was also often observed.

DISCUSSION

The present observations of nuclear division
in conidial and mycelial cells of Humicola sp
showed mitosis to be similar to that other filamen-
tous fungi such as Endogone sphagnophila Atk
(4), Fusarium oxysporum (2), Ceratocystis
Sfagacearum (1,3) Macrophomina phaseoli (11) and
Pyricularia oryzae (16).

Nuclear division started in Humicola sp conid-
ia when spherical or slightly ovoidal nuclei, which
supposedly are interphase nuclei, underwent elon-
gation, representing the initial stage of prophase.
No nucleolus was observed during more advanced
prophase stages, as is the the case for other organ-
isms. At prometaphase, the nucleus had the ap-
pearance of a group of chromatin bodies due to
chromosome condensation, with chromosomes lat-
er expanding. Separate chromosomal bodies were
sometimes observed at the end of metaphase. The
chromosome number of Humicola sp scems to be
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Figure 1 — Observations on nuclear division in Humicola sp conidia (1000X). l.a. - Interfase and prophase nuclei; 1.b.
- The arrow indicates a nucleus in an intermediate stage between prophase and metaphase; 1.c. - Prometaphase and meta-
phase nuclei; 1.d. - Metaphase and anaphase nuclei. The arrow indicates rosary bead-shaped metaphase chromosomes; 1.e.
- The arrow indicates 6 to 7 metaphase chromosomes; 1.f. - The arrow indicates an anaphase nucleus; l.g. - and 1.h. - The
arrow indicates a telophase nucleus.
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Figure 2 — Different stages of the hyphal anastomosis and nuclear division processes in mycelial cells of Humicola sp.
2.a. - The arrow indicates regions of hyphal anastomosis (400X); 2.b. - The amrow indicates lateral hyphal germination
(1000X); 2.c. - Lateral hyphal prolongation (1000X); 2.d. - H-type bridge anastomosis with nuclear migration (1000X);
2.e. - Multinucleate mycelial cells (1000X); 2.f., 2.g and 2.h. - Nuclei of mycelial cells at different stages of division.
The arrow in 2.g. - indicates hyphal anastomosis (1000X).
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6 1o 8. The small chromosome size (approximate-
Iy 0.5 to 0.8 p), the manner in which the nucleus
divides and the speed of division made it difficult
to observe the chromosomes and prevented also the
detection of any mitotic irregularity. The meta-
phase figures shows in Figures 1.d and 1.e present
appreciable differences. The first shows a chain
with 5 to 6 chromosomes, while the second clearly
shows 6 to 7. This suggests that the first corre-
sponds to a lateral view of chromosome distribu-
tion during the initial metaphase stage, while the
second is a frontal view. Figure 1.f shows a frontal
view of a typical anaphase, in which 2 divided
chromosomal bodies are separating in opposite di-
rections, and Figures 1.g and 1.h show more dis-
tant nuclei in the telophase stage.

In mycelial cells, the sequence of events and
the type of nuclear division were similar to those
of conidia. The process of somatic cell division oc-
curred perpendiculary in relation to the hyphal axis
when the number of nuclei per cell was 1 to 2,
whereas in multinucleate celis the process occurred
in any direction and appeared to be preferentially
synchronized (Figures 2.f to 2.h). Interphasc nuclei
of mycelial cells were morphologically similar to
those of conidia, and nucleoli were visible at this
stage. When division started, the chromatin mass
underwent a characteristic expansion and the nucle-
us became oval or irregular during prophase. Five
to six chromosomes were occasionally observed
during metaphase, but their number could not be
determined with certainty. These observations did
not indicate the presence of chromosome rearrange-
ments or of diploid nuclei formed during possible
nuclear fusions, which would have originated hete-
rokaryotic states. More detailed cytological obser-
vations are needed to clarify these aspects in Humi-
cola sp. More refined fixation and staining
techniques, phase-contrast or electron microscopy
could supply more detailed information on the di-
vision process and chromosome behavior of this
{ungus.

Hyphal anastomosis was frequently obscrved
in Humicola sp cultures (Figures 2.a through 2.d),
a process that permits the interaction of nuclei and
cytoplasm of different cells. The fact that this mi-
croorganism exhibits multinucleate vegetative
structures and that anastomosis was observed be-
tween these cells suggests that this may be one of
the mechanisms accounting for variation. Accord-
ing to Parmeter Jr, et al. (13), anastomosis is of
fundamental importance in the initiation of hetero-
karyosis, involving hyphal fusion and movement
of one or more nuclei between fused cells and
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creating compatible heterokaryotic states. Hetero-
plasmosis can also be postulated as one of the
causes of variation in this fungus.

Finally, the occurrence of anastomosis be-
tween hyphae in Humicola sp indicates that the
parasexual cycle may occur in this species, possi-
bly originationg other heterokaryotic states and
consequent variability.
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RESUMO

Observacbes citolégicas em conidios e
células miceliais de Humicola sp.

O objetivo desse estudo foi descrever aspectos
do comportamento nuclear durante a divisdo
mitética em conidios ¢ células miceliais do fungo
celulolitico Humicola sp. A sequéncia dos eventos
mitéticos foi similar aquela observada em outros
fungos filamentosos. O nimero de cromossomos
observados no final da metéfase ndo pode ser deter-
minado com seguranga, mas pareceu estar entre 6 e
8. As culturas de Humicola sp frequentemente
mostraram anastomose de hifas e a presenca de
niicleos na ponte hifal, 0 que permitiria a ocorrén-
cia de heterocariose, e indica que o ciclo parasexual
pode ocorrer nessa espéeie.
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AVALIAGCAO DE VEGETAIS COMO FONTE DE INFECCAO POR
PSEUDOMONAS AERUGINOSA PARA PACIENTES HOSPITALIZADOS.
1. NIVEL DE CONTAMINACAO DOS ALIMENTOS SERVIDOS AOS PACIENTES.

Cristina M. Calderan Correal
Anita Tibana! &
Paulo Pinto Gontijo Filho!

RESUMO

Amostras de verduras e legumes crus (200) servidos a pacientes de um hospital
universitdrio ¢ um hospital .de oncologia foram analisadas qualitativa e
quantitativamente quanto ao nivel de contaminagfo por Pseudomonas aeruginosa. As
cepas isoladas dos vegetais, bem como 98 isoladas de espécimes clinicos durante o
periodo da coleta dos vegetais, foram submetidas ao teste de sensibilidade aos
antimicrobianos. P. aeruginosa foi isolada em 19,0% das amostras de vegetais
analisadas e a metade destas apresentou contagens superiores a 100 unidades formadoras
de coldnia/g, apesar de terem sido submetidas a prética de sanificagio com hipoclorito
de s6dio a 1%. As taxas de isolamentos mais elevadas foram obtidas em alface, chicéria
e agrido. A andlise do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos demonstrou que,
embora as cepas isoladas de vegetais fossem em geral mais sensiveis, a resisténcia A
carbenicilina e 2 amicacina foi semelhante aquela apresentada pelas cepas isoladas de
pacientes. O alto nivel de contaminag#io dos vegetais analisados apontam no sentido de
uma revisdo nas rotinas de manipulagfio destes alimentos nos hospitais.

Palavras chaves: Pseudomonas aeruginosa, alimentos, infec¢fio hospitalar,

colonizagfo.

INTRODUCAO

A transmiss@o de Pseudomanas aeruginosa no
ambiente hospitaliar pode ocorrer por trés vias:
contato direto entre pacientes; reservatério ambien-
tal pa-ra pacientes; colonizagfio do pacicnte e sub-
seqiiente infecgdo, sendo a dltima via a mais fre-
quente (13).

H4 evidéncias de que certos alimentos, espe-
cialmente saladas e vegetais crus, possam servir
como fonte de infecgdio por P. aeruginosa (9). Os
microrganismos ingeridos juntamente com os ali-
mentos poderiam colonizar o trato gastro-intestinal

do paciente e posteriormente causar infec¢io (5). O
editorial publicado no "New England Journal of
Medicine" (15) recomendando a suspensio de ver-
duras e vegetais crus da dieta de pacientes imunos-
suprimidos, demonstra a preocupagfio com os ali-
mentos na epidemiologia das infecgBes por P.
aeruginosa.

No Brasil, apesar da inexisténcia de literatura a
respeito do problema, os vegetais devem assumir
papel importante na transmissio de microrganis-
mo, pois os frequentes indicios de contaminagfo
fecal de nossas hortalicas (4, 19) levam determina-
dos hospitais a adotarem praticas rotineiras de sani-

1 Departamento de Microbiologia Médica, Instituto de Microbiologia da UFRJ, Rio de Janeiro-RY CEP: 21941
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ficagfio com derivados de cloro no preparo desses
alimentos.

Na tentativa de contribuir na avalia¢o do pa-
pel de vegetais crus como fonte de infecgéio por P.
aeruginosa para pacientes hospitalizados, o pre-
sente estudo se propde a analisar qualitativa e quan-
titativamente o nivel de contaminagfo por P. aeru-
ginosa das verduras e legumes servidos a pacientes
de um hospital geral e de um hospital de oncologia
e determinar o perfil de sensibilidade das cepas iso-
ladas de vegetais e pacientes frente a alguns agentes
antimicrobianos com atividade pseudomonicida.

MATERIAL E METODOS
Origem das Amostras

Alimentos — Os vegetais foram obtidas nas
cozinhas do Hospital Universitdrio Clementino
Fraga Filho (HU), UFRJ e do Hospital de Oncolo-
gia (HO), INAMPS, ambos localizados na cidade
do Rio de Janeiro. Foram estudadas 100 amostras
de vegetais de cada hospital. Os vegetais foram co-
letadas apés terem sido lavados, sanificados com
solugfio de Milton e cortados. Apds pesagem e ho-
mogeneizago, aliquotas de 0,2 ml foram semeadas
em triplicata em meio de dgar cetrimide e outras de
0,5 ml em dois tubos com 5 ml de caldo acetami-
da. As culturas foram incubadas a 42°C e examina-
das sob luz ultra-violeta apds 48 h. As culturas em
caldo foram semeadas em 4gar cetrimide somente
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quando nfio havia crescimento em placa. A andlise
quantitativa foi feita a partir da semeadura em 4gar
observando-se a fluorescéncia das colOnias.

Pacientes — Cepas de P. aeruginosa foram
obtidas dos laboratérios de andlises clinicas do HU-
UFRJ e HO-INAMPS e corresponderam aquelas
isoladas dos pacientes no periodo da coleta dos ve-
getais. Foram estudadas 54 cepas provenientes do
HU-UFR]J ¢ outras 44 do HO-INAMPS.

Caracterizagdo Fisiolégica — As cepas fluo-
rescentes que cresceram no meio de 4gar cetrimide a
42° foram identificadas através do esquema de Kant-
oretal. (7)

Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos —
A determinagfio da sensibilidade das cepas de P. ae-
ruginosa aos agentes antimicrobianos foi realizada
pela téenica de difusdo em 4gar, segundo o método
descrito por Bauer et al. (1). Foram testados os se-
guintes antimicrobianos: amicacina (30 ng), carbe-
nicilina (100 ng), ceftazidima (30 pg), ci-
profloxacina (5 pg), gentamicina (30 pg),
imipencm (10 pg), polimixina B (300 U) e to-
bramicina (10 pg).

Avaliagdo Estatistica — Os resultados foram
analisados através do teste do qui-quadrado (3).

RESULTADOS

A freqiiéncia de isolamento de P. aeruginosa e
a andlise quantitativa da contaminagfio dos vegetais

" provenientes do HU-UFRH sfio mostrados na Ta-

Tabela 1 — Isolamento de P. aeruginosa de vegetais do Hospital Universitdrio - UFRIJ.

N¢ de amostras com contagem de coldnias indicada

Amostras por-grama (%)
Vegetais
N¢ cultivado N2 positivo
%) 1002 10} 10! a 102 10%2a 103 10%a 104
Tomate 34 6 3 -2 2 1
Agrifio 16 5 - 2 3 -
Cebola 14 4 - 2 1 1
Alface 13 7 1 2 3 1
Pepino 9 0 - - - -
Chicéria 8 3 1 - 2 -
Pimentdo 2 1° - - - -
Cenoura 2 0 - - - -
Acelga 1 1 - 1 - -
Repolho 1 0 - - - -
Total 100 27 (27,0) 5 (18,5) 7 (25,9) 11 (40,7) 3(1L1)
a, Nenhuma.

b, Amostra positiva somente a partir do cultivo em caldo acetamida ndo est4 rcferida na andlise quantitativa.
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Tabela 2 — Isolamento de P. aeruginosa de vegetais do Hospital de Oncologia - INAMPS.

N® de amostras com contagem de coldnias indicada

Amostras por grama (%)
Vegetais
N¢ cultivado N¢ positivo
(%) 10%a 10! 10! a 10% 102 a 10% 10% a 104
Tomate 48 5 -4 2 1
Cebola 16 1 - - - 1
Alface 13 1P - - - -
Agrifo 9 2k - 1 - -
Chicéria 9 0 - - - -
Pimentao 3 2 - 1 1 -
Pepino 2 0 - - - -
Total 100 11 (11,0) 0 (0,0) 4 (36,4) 3 (27,3) 2 (18,2)
a, Nenhuma.

b, Amostra positiva somente a partir do cultivo em caldo acetamida nio estd referida na analise quantitativa.

Tabela 3 — Resisténcia das cepas de P. aeruginosa
isoladas de pacientes e vegetais em dois hospitais do Rio
de Janeiro.

Nimero de cepas resistentes (%)

Antimicro-
bianos HU - UFRJ HO - INAMPS
Pacientes Vegetais Pacientes Vegetais
*n=54 n=27 n=44 n=11
Gentamicina 20 (37,0) 1 (3,7) 17 (38,6) 0 (0)
Tobramicina 21 (38,9) 2 (7,4) 17 (38,6) 0 (0)
Amicacina 13 (24,1) 4 (14,8) 11 (25,00 2 (18,2)
Carbenicilina 15 (27,8) 8 (29,6) 11 (25,0) 2 (18,2)
Ceftazidima 0 (0) 0(0) 4 (91) 0(0)
Imipenem 0(C0) 0(0) 0(0) 0(0)
Polimixina B 0 (0 ) 0 (0) 0(C0) 0(0)
Ciprofloxacina®d (0 ) 0 ( 0) 0(C0) 0(C0)
*n = Nidmero de cepas analisadas.

bela 1 e as do HO-INAMPS na Tabela 2. No HU-
UFRIJ, P. aeruginosa foi isolada de 27% dos vege-
tais analisados; 52% apresentaram contagens supe-
riores a 100 UFC/g, com uma amostra de cebola
contendo 6000 UFC/g e outra, de alface, 5600
UFC/g. No HO-INAMPS 11% dos vegetais apre-
sentaram o microrganismo; 45% com contagens
superiores a 100 UFC/g e duas amostras, uma de
tomate e outra de cebola, com 1200 UFC/g. Todos
os tipos de vegetais, excetuando pepino, cenoura e
repolho, forneceram P. aeruginosa; no entanto, as
maiores taxas de isolamento foram a partir de ver-
duras, destacando-se a contaminagfio das amostras
de alface, chicoria e agriao no HU-UFRJ (p< 0.05).

O comportamento das cepas de P. aeruginosa
isoladas dos vegetais e dos pacientes frente aos an-
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timicrobianos é mostrado na Tabela 3. A resistén-
cia das cepas isoladas dos vegetais ¢ pacientes
restringiu-se, basicamente, aos antimicrobianos
utilizados em nosso meio para o tratamento das in-
fecgBes causadas por P. aeruginosa. A ceftazidima e
0 imipenem, recentemente introduzidos no pais,
porém nfo utilizados até o periodo deste estudo,
juntamente com a ciprofloxacina, ainda nio dis-
ponivel no mercado, mostraram-se ativos contra
praticamente todas as cepas analisadas. A polimixi-
na B apresentou a mesma atividade constatada para
esses antimicrobianos. :

As cepas isoladas dos vegetais apresentaram
menores taxas de resisténcia aos aminoglicosideos
quando comparada aquelas dos pacientes, sobretudo
por parte daquelas provenientes do HO-INAMPS (p
< 0.05). No entanto, as taxas de resisténcia & ami-
cacina foram elevadas (p < 0.001) e, no caso parti-
cular do HU-UFRJ, semelhantes 2s obtidas para as
cepas dos pacientes.

DISCUSSAQ

A importincia dos alimentos como fonte de
patdgenos hospitalares vem sendo valorizada a par-
tir da década passada. Em 1971, Shooter et al. (17)
mostraram que E. coli, Klebsiella sp e P. aerugi-
nosa podiam ser cultivadas em 30-50% das amos-
tras de alimentos servidos em hospitais. Kominos
et al. (9) encontraram P. aeruginosa em 35% dos
vegetais analisados, 46% com contagens superiores
a 100 UFC/g e uma amostra com 2.200 UFC/g.
Observagoes semelhantes foram realizadas por
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Wright et al. (20) e Kominos et al.(8) nas quais foi
verificada a presenga do microrganismo em 46% ¢
30-45% dos vegetais estudados, respectivamente.
Os nossos resultados mostraram taxas de isolamen-
to menores que as descritas nesses trabalhos - 27%
no HU-UFRJ ¢ 11% no HO-INAMPS; todavia o
nivel de contaminagfo das amostras do HU-UFRJ,
onde 52% apresentaram contagem maiores que 100
UFC/g e duas atingindo 6000 UFC/g e 5600
UFC/g, foi superior ao verificado na primeira pu-
blicagdo de Kominos et al. (9). As diferencas nas
taxas de isolamento podem ser atribuidas ao fato de
que as amostras mais contaminadas encontradas por
aqueles autores - aipo, rabanete e tomate inteiros -
nfio foram incluidos em nossa andlise porque nio
constavam na dieta dos pacientes. De fato, quando
se exclui esses trés vegetais da andlise realizada por
Kominos et al. (9), a taxa de isolamento diminuiu
de 35% para 26%. Entretanto, o fato mais
importante a ser considerado ¢ a sanificagfio ante-
rior & coleta a que foram submetidos os vegetais
neste estudo, ao contririo daqueles estudados por
todos os outros autores. Shooter (16) verificou que
o0 uso de hipoclorito de sédio a 1% (solugdo de
Milton) reduz mas nio elimina a contaminagfo na
cozinha.

A contaminagfo dos vegetais ¢ usualmente ex-
tra-hospitalar (9) e representa a prépria flora ou
pode resultar do solo onde s&o cultivados. Todavia,
nfo estd afastada a possibilidade de aquisi¢io dos
microrganismos no ambiente intra-hospitalar atra-
vés de sua manipulagiio, como sugerem as taxas
relativamente altas de resisténcia das cepas isoladas
de vegetais 2 carbenicilina e & amicacina.

Os resultados da andlise do perfil de sensibili-
dade das cepas de P. aeruginosa mostraram que
aquelas provenientes de vegetais foram menos re-
sistentes & maioria dos antimicrobianos quando
comparadas aquelas de pacientes. Esses dados con-
firmam as evidéncias de que os microrganismos re-
sistentes sfo mais comuns nos hospitais do que na
comunidade (11, 14).

Taxas relativamente elevadas de resisténcia a
carbenicilina e & amicacina - os dois antimicrobia-
nos mais utilizados no tratamento de infecgdes por
P. aeruginosa - foram verificadas entre as cepas
isoladas de vegetais. Green et al. (6) analisando
amostras provenientes de solo encontraram cepas
desse microorganismo resistentes a carbenicilina.
Resisténcia a este antimicrobiano também foi ob-
servada em cepas isoladas de vegetais servidos a pa-
cientes (S.D. Kominos, apud 6). Estes resultados,
a semclhanga do que se constatou nesta investi-
gacdo, sugerem a ocorréncia de estabilizagiio e per-
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sisténcia das resisténcias na auséncia de pressio se-
letiva dos antimicrobianos (12).

O nimero de microrganismos que deve ser in-
gerido pelo paciente para que se estabelega a colo-
nizag#o intestinal varia de acordo com o regime te-
rapéutico, a doenga de base e o comprometimento
do intestino (15). Buck & Cooke (2) relataram que
aingestfio de até 10° microrganismos nfo esti asso-
ciada com a colonizagfio em adultos sadios. Contu-
do, quando a resisténcia dos pacientes estd reduzida,
seja pelo uso terap@utico ou profildtico de agentes
antimicrobianos, o inéculo necessério para induzir
colonizagfo reduz-se a faixa de 10 a 100 microrga-
nismos (18). Segundo Levison (10) o uso prolon-
gado de antimicrobianos suprime a flora do intesti-
no grosso ¢ consequentemente reduz a produgo de
4cidos graxos de cadeia curta, elementos inibidores
naturais da colonizagfo por P. aeruginosa.

O alto nivel de contaminagfio dos vegetais
analisados, com cerca da metade (48,5%) das amos-
tras positivas para P. aeruginosa apresentando mais
de 100 unidades formadoras de colbnia/g, sugere
que estes alimentos possam oferecer risco de colo-
nizagfo ¢ posterior infec¢io para os pacientes inter-
nados nesses hospitais, particularmente para
aqueles em uso de antimicrobianos.

SUMMARY

Vegetables as source of Pseudomonas

aeruginosa infections for hospitalized

patients. 1. Contamination level of
vegetables served in hospitals.

Samples of fresh vegetables used to feed pa-
tients of an Oncologic and an Universitary Hospi-
tal were examined for frequency of recovery and
counts of Pseudomonas aeruginosa. Thirty eight
strains isolated from vegctables as well as 98 clini-
cal isolates recovered during the same period of
vegetable collection were also submitted to antimi-
crobial susceptibility testing.

P. aeruginosa was recovered from 19.0% of
the vegetable samples. In spite of using 1% hi-
pochlorite solution as sanitizer, 50% of the posi-
tive samples were found to harbour more than 100
colony forming units/g. Lettuce, endive and water
cress yiclded higher frequencies of isolation,

Higher susceptibility to antimicrobial agents
was found among the strains recovered from vegeta-
bles although resistance to carbenicillin and amika-
cin was similar in both groups of strains studied.

The high contamination of the vegetable ex-
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amined suggest revision in the practice of manipu-
lation of these foods in hospitals.
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AVALIACAO DE VEGETAIS COMO FONTE DE INFECCAO
POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA PARA PACIENTES
HOSPITALIZADOS. 2. DETECCAO DE MARCADORES
. EPIDEMIOLOGICOS EM CEPAS PROVENIENTES DE ALIMENTOS E
DE PACIENTES.

Cristina M. Calderan Correal
Anita Tibanal! &
Paulo Pinto Gontijo Filho!

RESUMO

Cepas de Pseudomonas aeruginosa isoladas de verduras e legumes crus servidos a
pacientes de um hospital universitdrio e um hospital do oncologia, bem como as
isoladas de espécimes clinicos durante o periodo da coleta dos vegetais foram
identificadas fenotipicamente através da produgfio de piocinas e do antigeno soméiico,
com o objetivo de avaliar o potencial desses alimentos como fonte de infecgo pelo
microrganismo. Os resultados da tipagem sorolégica ¢ da piocinotipagem evidenciaram
a presenca de cepas de P. aeruginosa com caracteristicas fenotipicas idénticas tanto entre
as amostras de vegetais como entre as de pacientes. Enquanto no hospital universitario
cepas de sorotipo 04 e piocinotipo PT10/b foram detectadas tanto nos espécimes
clinicos como nos vegetais, no hospital de oncologia constatamos cepas de fen6tipos
01-PT 22/e, 02a-PT 10/a, 02a-PT10/b, 04-PT10/a 011-PT10/a e 011-PT10/b nos dois
grupos de amostras. Os dados registrados permitem sugerir que 0s vegetais representam
uma fonte de infecgfio endémica por P. aeruginosa para pacientes hospitalizados.

Palavras Chave: Pseudomonas aeruginosa, infecgio hospitalar, marcador

epidemioldgico.

INTRODUCAO

O controle das infecgdes hospitalares causadas
por Pseudomonas aeruginosa depende, em grande
parte, do reconhecimento das fontes ¢ dos mecanismos
de transmissfo desse microrganismo, através da tipa-
gem das cepas obtidas de diferentes procedéncias (4).

Os seguintes sistemas de determinagfio de mar-
cadores epidemioldgicos de P. aeruginosa podem ser
utilizados com esse prop6sito: biotipagem, espectro
de sensibilidade aos antimicrobianos, bacteriofago-
tipagem, perfil de plasmideos, sorotipagem e pio-
cinotipagem (1). A piocinotipagem usada junta-

mente com a sorotipagem permitem uma maior dis-
criminagfio ¢ proporgdo de cepas tipdveis (10).

Neste estudo cepas de P. aeruginosa isoladas de
vegelais servidos a pacientes hospitalizados e outras
isoladas dos pacicntes foram classificadas através de
sorotipagem ¢ piocinotipagem com objetivo de es-
tabelecer possivel correlagiio entre os tipos prove-
nientes de vegetais ¢ aqueles de espécimes clinicos.

MATERIAL E METODOS

Origem das amostras — As cepas provenien-

1. Departamento de Microbiologia Médica — Instituto de Microbiologia da UFRJ — Rio de Janeiro — RJ — CEP: 21941
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tes de 38 amostras de vegetais e de 96 pacientes cor-
responderam aquelas isoladas por Correa et al. (2).

Sorotipagem — As cepas de P. aeruginosa
foram sorotipadas através do sistema utilizado no
"Central Public Health Laboratory" (CPHL), Co-
lindale, Londres (11) que define 21 sorotipos. A
producio dos anti-soros foi realizada conforme o
"Manual for Epidemiological Typing of Pseudo-
monas aeruginosa of the Gram-Negative Sepsis
Unit" (CPHL).

Piocinotipagem — A classificagfio das cepas
de P. aeruginosa de acordo com a produgiio de pio-
cinas foi feita pelo método de Fyfe et al. (4), utili-
zando-se oito cepas indicadoras de tipo (1-8) e cin-
co indicadoras de subtipo (A-E).

RESULTADOS

As Tabelas 1 e 2 mostram, respectivamente,
as freqiiéncias dos sorotipos e piocinotipos das ce-
pas de P. aeruginosa., isoladas do Hospital Univer-
sitdrio Clementino Fraga Filho (HU), UFRI ¢ do
Hospital de Oncologia (HO), INAMPS.

Tabela I — Distribui¢io dos sorotipos O das cepas de
P. aeruginosa isoladas de dois hospitais do Rio de Janeiro
Brasil.

13

Niimero de cepas (%)

Serotipo HU-UFRJ HO-INAMPS
Pacientes Vegetais Pacientes Vegetats
*n=52 n=27 n=44 n=11

i 3 (58 1(37 3(69 3 (273)
2a 2 (3.8 2 (74 4(90 2 (182)
2b Sk - 2(45) -
2a, 2b 1 (1,9) - 1(23) -
2a, 16 2 (3,8 - - -
3 4 (7,7 1 (3,7 - -
4 . 6 (11,5) 6 (22,2) 13 (29,6) 2 (18,2)
3,4 - - 1(23) -
5d - 1(3,7) 1(23) -
6 1 (1,9) 11 (40,8) 1(2,3) -
6¢ - - 1(2,3) -
6d 1 (19 - - -
9 1 (1,9 1037 - -
10 3 (58 1(37 - -
11 14 (26,9) - 11 (25,0) 1(9,0)
16 7135 1(37D 4 (9,0 -
PAHk* 5(9 2(74 2(4,5) 3(273)
A Ak 2 (3,8 - - -

*n = Ndmero de cepas analisadas.

*% , nenhuma.

* ok ok
ok koo

, PA, poli-aglutindvel.
, AA, auto-aglutindvel.
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Tabela 2 — Distribuigdo dos piocinotipos das cepas de
P. aeruginosa isoladas de dois hospitais do Rio de Janeiro,
Brasil.

Niimero de cepas(%)

Flocinotipo HU-UFRJ HOANAMPS
Pacientes Vegetais Pacientes Vegetais
*n=64 n=40 n=54 n=18

1 21 (32,8) 15 375) 13 (24,0) 1 (5,6)
3 6 (94) 6 (150) 3 (5,6) Aok
5 3.(4,7) - - 1 (5.6)
6 - 2 (5,00 - -
9 3 (4,7) - - -
10 17-(26,6) 3 (7,5 30 (55,6) 8 (44,9
16 - 1 (2,5) - -
17 - 1 (2,5 - 1 (5,6)
22 1 (1,6) 1 (25) 3 (5,6) 22 (33,3)
27 - 1 (2,5 - -
28 - - 1 (1,8) -
31 - 1 (25) 1 (18 -
34 1 (1,6) - - -
35 1 (L6) - - -
37 - 1 (2.5 - -
48 1 (1,6) - - -
49 1 (1,6) - - -
50 2 (3,1 - - -
64 1 (1,6) - - -
NC** 3 (7.8) 5(125) 2 (3,7 1 (5.6)
NTH#* 10 (1,6) 3 (7,5 1 (1,8) -

*n = Nimero de cepas analisadas.

**NC , Cepas ndo calssificadas, que mostraram reagiio

duvidosa frente a algumas cepas indicadoras.
***NT, Cepas ndo tipadas que apresentaram padrdes
diferentes daqueles descritos em Fyfe ef al.(4)

*%%%  Nenhuma.

A relagdo dos marcadores epidemiolégicos
mais freqiientes entre as cepas de cada grupo de
amostras e aqueles comuns tanto nas cepas dos pa-
cientes como nas dos vegetais estd descrita na Ta-
bela 3, na qual, em relago aos piocinotipos, tam-
bém foram considerados os respectivos subtipos.

DISCUSSAO

Em estudos epidemioldgicos nos quais se
avaliam rescrvatdrios potenciais de infecgdes é es-
sencial a tipagem do microrganismo, de forma que
SC possa associar os isolamentos realizados a partir
de pacientes e das fontes investigadas (15).

Nesta investigagfo, constatamos que o soroti-
po 011 presente em 22,6% dos espécimes clinicos
€ o sorotipo 04 (19,8%) foram os mais freqiientes.
Este resultado assemelha-se aos obtidos por Poh et
al. (12) que encontraram 0S mMesmMos SOTOLipos
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Tabela 3 — Marcadores epidemiolégicos das cepas de P. aeruginosa isoladas de dois hospitais do Rio de janeiro, Brasil.

HU - UFRJ HO - INAMPS
Pacientes Vegetais Pacientes Vegetais
Modelos Nede Modelos Nede Modelos Nede Modelos N2 de
cepas cepas cepas cepas

03 - PT9/v* 2 02a - PT1/b 2 01 - PT22/e 3 01 - PT22/e, 22/m 2
04 - PT10/b 2 04 - PT10/ 2 02a - PT10/a 1 01 - PT22/q 1
011 - PT1/h 3 06 - PTl/e 3 02a - PT10/b 1 02a - PT10/a 1
011 - PT10/b 5 06 - PT3/e 4 04 -PT1/b 2 02a - PT10/a, 10/b 1
011 - PT10/h 2 04 - PT1/h 3 04 - PT10/a 2
016 - PTl/c 2 04 - PT10/b 3 011 - PT10/a, 10/ 1
016 - PT10/a 2 04 - PT10/h 3

04 - PT10/h, 10/a 2

011 - PT10/a 3

011 - PT10/b 8

016 - PT10/a 2
* = Sorotipo O - piocinotipo/subtipo.

como prevalentes, mas as freqiiéncias sfo superio-
res as encontradas no CPHL (14), onde o sorotipo
011 correspondeu a 13,2% e o sorotipo 04 a ape-
nas 3,2% das cepas testadas.

Em relagdo as cepas isoladas dos vegetais ve-
rificamos que os sorotipos 06 (29,0%) e 04
(21,0%) foram os mais freqiientemente encontra-
dos. Nio dispomos de dados referentes a cepas iso-
ladas de vegetais tipadas pelo sistema do CPHL,
mas estudos com cepas provenientes de dgua
potdvel, dgua de piscina e dejetos revelaram o soro-
tipo 06 como prevalente (9).

A maioria das cepas estudadas (91,0%) foi tipa-
da através da produgiio de piocinas. Outros autores
(4, 8, 12) empregando a mesma técnica, consegui-
ram taxas que variaram de 83,9% a 99,0%. Vale res-
saltar que essas andlises citadas foram realizadas uni-
camente com cepas isoladas de espécimes clinicos.
Considerando as nossas cepas separadamente de
acordo com a origem, verificamos elevagiio no
nimero de cepas tipadas oriundas dos pacientes
(94,1%) e redugdo no grupo dos vegetais (84,5%).
No tocante as cepas de vegetais, os resultados obti-
dos confirmam aqueles de Kiss ef al. (5) mostrando
que aquelas provenientes de fontes inanimadas sdo
menos tipdveis do que as isoladas dos pacientes.

Analisando os resultados obtidos no soro e
piocinotipagem documentamos a presenga de cepas
de P. aeruginosa com os mesmos caracteres fe-
notipicos em amostras de vegetais e de pacientes.
Enquanto no HU-UFRJ cepas de sorotipo 04 ¢ pio-
cinotipo PT10/b foram detectados tanto nos espé-
cimes clinicos como nos vegetais, no HO-

INAMPS constatamos cepas de fenétipos 02a-
PT10/a, 02a-PT10/b, 04-PT10/a, 011-PT10/a,
011-PT10/b e 01-PT22/e nos dois grupos de amos-
tras. Vale salientar a ocorréncia do piocinotipo
PT22 por nfo estar incluido entre os tipos mais
comuns descritos na literatura.

Kominos et al. (7) foram os primeiros inves-
tigadores a proporem as verduras como fonte de in-
fecglio de P. aeruginosa para pacientes hospitaliza-
dos, mostrando que alguns piocinotipos dos
espécimes clinicos eram idénticos aqueles recupera-
dos dos vegetais.

As evidéncias de que os alimentos podem ser a
fonte de infeccio de patdgenos oportunistas como a
P. aeruginosa levou pesquisadores como Remingh-
ton & Schimpff (13) e Donowitz (3) a recomenda-
rem para pacientes de alto risco o uso de alimentos
cozidos ou processados, com baixo niimero de mi-
crorganismos, ¢ especialmente a exclusio dos ve-
getais crus das suas dietas. Endossando tais indi-
cacbes Kominos et al. (6) jai registravam a
diminuigfio na taxa de "sepsis" causada por P. aeru-
ginosa, de 32,0% para 6,25%, em pacientes quei-
mados submetidos a controle de dicta.

Nesta investigagfo verificamos que os vegetais
continham algumas cepas com marcadores fe-
notipicos idénticos aquelas provenientes de pa-
cientes infectados, o que sugere gue esses alimentos
podem representar uma fonte de infeccfio pelo mi-
crorganismo. O processo de infecc¢fio poderia ser,
entdio, facilitado pelo uso freqiiente de antimicrobia-
no que favoreceria a colonizagio dos microrganis-
mos ingeridos na mucosa intestinal do paciente.
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SUMMARY

Vegetables as source of Pseudomonas

aeruginosa infections for hospitalized

patients. 2. Epidemiological markers of
vegetables and patients strains.

Strains of P. aeruginosa isolated from fresh
vegetables used to feed patients of an Universitary
and Oncologic Hospital as well the clinical iso-
lates during the same period of vegetable collection
were serotyped and assayed for pyocin production
in order to evaluate the role of vegetables as source
of this microorganisms.

The pyocin typing and serotyping of clinical
strains revealed some types identical to those re-
covered from vegetables. Among those found in
the University Hospital serotype 04 and pyocin
type PT10/b were detected in vegetables and in
clinical specimens while types 01-PT22/e, 02a-
PT10/a, 02a-PT10/b, 04-PT10/a, 011PT10/a and
011-PT10/b, were common in both groups of
strains isolated in the Oncologic Hospital.

Our results suggest that vegetables represent a
source of endemic infection with P. aeruginosa for
hospitalized paticents.
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ASPECTOS MORFO-FISIOLOGICOS, FATORES DE VIRULENCIA E
SENSIBILIDADE A ANTIFUNGICOS DE AMOSTRAS DE CANDIDA
ALBICANS, SOROTIPOS A E B, ISOLADAS EM SAO PAULO, BRASIL.

Edson Marden Bonificio e Souzal
Claudete Rodrigues Paulal
Adhemar Purchiol

Walderez Gambalel

Benedito Corréal

& Arlete Emily Cury?

RESUMO

Trinta amostras de C.albicans, 15 sorotipos A e 15 B, isoladas de diferentes
materiais clinicos (Sdo Paulo, Brasil), foram estudadas quanto aos aspectos
morfoldgicos, fisiolégicos, fatores de viruléncia "in vitro" (produgdo de proteinases e
fosfolipases) e "in vitro” (inoculagio experimental em coelhos) e sensibilidade a drogas
antifingicas(Anfoterinal, Miconazol e Cetoconazol). A produgfio de proteinases em
relagfio a0 tempo de isolamento das amostras, a correlagio entre produgfio de proteinases,
e fosfolipases e a sensibilidade aos antifiingicos foram os resultados significantes.

INTRODUCAO

Até a década de 30, doengas hurmanas associa-
das s espécies de Candida eram bem mais raras € a
candidose sistémica era praticamente desconhecida.
Na atualidade, as candidoses superficial e sistémica,
constituem problema de sadde piblica (16). Esta
levedura é encontrada como um comensal ou
patdgeno, que vive nos homens ¢ animais, bem
como no solo e na 4gua, sendo raramente encontra-
da na atmosfera (17,23).

No homem, em condi¢gdes normais,
C.albicans faz parte de sua microbiota e a candi-
dose emerge quando alguns fatores predisponentes,
patoldgicos, fisioldgicos, mecanicos ¢ iatrogéni-
cos, modificam o relacionamento que ocorre entre
o hospedeiro ¢ a microbiota antéctone (9,21).

A patogenicidade de C.albicans depende, se-
gundo a literatura, mais do hospedeiro do que do
fungo. Os fatores que tornam esta levedura capaz de
penetrar ¢ se multiplicar dentro do tecido do hospe-
deiro tém sido muito discutidos. Entretanto, o
significado patogénico em fungdo de fatores de
viruléncia, tais como sorotipos, toxinas, enzimas e
aspectos morfolégicos, estio ainda sendo avaliados
(3,16).
~ Naawalidade, apesar da candidose ser conside-
rada um problema de sadde piblica, ser a micose
mais fregitente cm todo o mundo, ¢ se apresentar
como um "sinaleiro biolégico" para o hospedeiro,
vérios aspectos com relagdo a biologia das dife-
rentes espécies Candida, ¢ de C.albicans, devem ser
melhor estudados, assim como a atividade an-
tiféingica de vérios farmacos contra essas leveduras.

1 Universidade de Sdo Paulo, Dept® de Microbiologia, Av. Prof. Lincu Prestes, 1374, 05508 Sdo Paulo SP, Brasil
2 Faculdade de Ciéncias Farmacguticas, Dept® de Andlises Clinicas Toxicoldgicas, Av. Prof. Lineu Prestes, 580,

05508 Sdo Paulo SP, Brasil
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Considerando os aspectos assinalados, tem-se
por objetivos neste trabatho o estudo das caracte-
risticas morfoldgicas, fisiol6gicas, da viruléncia
"in vitro" e "in vivo" e da sensibilidade a drogas
antifingicas, de amostras regionais, sorotipos A e
B.

MATERIAL E METODOS

Amostras de C. albicans — Neste trabalho
foram utilizadas trinta amostras de C.albicans
isoladas de vérios materiais clinicos, 17 de cole-
¢8o de calturas e 13 recém-isoladas, e que haviam
sido identificadas e sorotipadas em pesquisa ante-
rior (3).

Caracteristicas morfolégicas — Macro e
micromorfologia em meio s6lido e liquido: forma,
tamanho e tipo de reprodugfo vegetativa; microcul-
tivo em lAmina (pesquisa de micélio verdadeiro,
pseudomicélio, clamidoconidio, blastoconidio e
arranjo dos blastoconidios e pseudomicélio); pes-
quisa do efeito Reynolds-Braude (tubo germinati-
vo); (11).

Caracteristicas fisiolégicas — Reagfo do azul do
diazonio B (DBB); fermentac#o de agiicares: dex-
trose, maltose e sacarose; assimilagio de fontes de
carbono: amido solivel, celobiose dextrose, eri-
tritol, galactose, inositol, lactose, maltose, rafi-
nose e sacarose; assimilagfio de fontes de nitrogé-
nio: peptona ¢ nitrato de potdssio; reagfio de cloreto
de 2-3-5 trifeniltetrazélio; (7,11).

Pesquisa de proteinase (22). Foi preparado meio
bésico, enriquecido com vitaminas, e como fonte
de protefna, albumina bovina-fragio V (Difco).
Ap6s o tempo de incubagfio (37°C - 48 horas), adi-
ciona-se solucfo corante (negro amido e 4cido acé-
tico) sobre as amostras e, logo em seguida, apés o
esgotamento de soluc¢fo corante, adicionou-se a
solugdio reveladora, contendo 4cido acético, com o
objetivo de revelar a presenga de proteinases ¢ di-
mensionar os halos formados.

Pesquisa de fosfolipases (19). Foi preparado meio
bésico contendo dgar Sabouraud dextrose, enrique-
cido com gema estéril de ovo. As amostras foram
incubadas a 37°C, por 48 horas. As leituras foram
feitas diariamente, com objetivo de se evidenciar a
formagio ¢ o tamanho dos halos.

Inoculagdo experimental em coelhos (15). Trinta

248

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,21(3), 1990

coelhos, machos, adultos, da raca Nova Zelandia,
foram inoculados com 30 amostras de C. albicans
(5.106 cels/kg), por via endovenosa. Os animais for-
am mantidos em observagfio por 60 dias.

Estudo da viabilidade das células fingicas — Foi
realizado segundo Corréa et alii (1986), para cada
amostra a ser inoculada.

Estudo da sensibilidade a drogas antifiingicas —
As amostras foram cultivadas em 4gar Sabouraud
dextrose (ASD; Difco), a 30°C durante 24 horas. A
partir destas culturas foram preparadas suspensdes
em tamp@o de fosfato 0,01 M contendo 108 célu-
las/ml (12).

Para estudo da concentragiio inibitéria minima
(CIM), cada droga foi inicialmente solubilizada cm
volume conhecido de dimetil sulf6xido a 10%. Em
seguida, procedeu-se & dilui¢io seriada ao dobro em
"yeast nitrogen base" (YNB; Difco), suplementado e
tamponado (12), a fim de se obter concentragtes
finais varidveis de 32 ug a 0.006 ug da droga por ml
de dgar (1%) YNB, suplementado ¢ tamponado.
Cada meio foi adequadamente semeado ¢ incubado,
conforme trabalho anterior (5). As drogas utilizadas
foram: anfotericina B (Squibb), nitrato de miconazol
e cetoconazol (Johnson & Johnson).

Métodos estatisticos empregados na andlise dos
principais resultados — Testes de "Mann-Whitney"
e de "Kendall.Rank Correlation”.

RESULTADOS

Macromorfologia

Em meio sélido — As colbnias apresentaram cres-
cimento em média de 4,0 cm de difimetro e cor
branco-amarelada; 19 amostras (63,3%) com su-
perficie lisa e 11 (36,7%) com superficic rugosa;
27 amostras (90%) eram opacas e 3 (10%) bri-
lhantes; 17 (56,6%) com bordos regulares, 3 (10%)
franjadas e 1 com bordo irregular,

Em meio liquido — Todas as amostras formaram
sedimento, 22 (73,3%) formaram residuo e 13
(43,3%) pelicula. Nenhuma formou anel ou ithota.

Micromorfologia
Em meio sélido (microcultivo) — Todas as amos-

tras apresentaram blastoconidios e pseudomi-célio;
7 destas (23,3%) formaram micélio verdadeiro; 25
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(83,3%) clamidoconidios; 16 (53,3%) arranjo tipo
micotorula, 3 (10%) tipo candida e 11(36,6%)
apresentaram blastoconidios dispostos de forma
irregular,

Com relagdo ao tempo de formacio de clami-
doconidios observou-se que: 16 amostras (53,3%)
os apresentaram em 24 horas; 22 (73,3%) em 48
horas e em 1 amostra, estes eram raros; 24 (80%)
em 72 horas, e em 2 destas, estes eram raros; 25
(83,3%) em 96 horas, ¢ em 3 destas amostras,
estes eram €scassos.

Em meio liguido — com relag@io ao estudo da for-
ma, tamanho e tipo de reprodugiio vegetativa, de
modo geral, observaram-se células redondas, ovais-
alongadas, medindo em média 3 um-5 pm por 4
um - 7 um de didmetro, com brotamento unipolar
¢ multipolar, em base estreita.

Pesquisa do efeito Reynolds-Braude (tubo germina-
tivo) — com relagio ao tempo de formagio de tu-
bos germinativos, verificou-se que apds 1 hora de
incubagdo, 26 amostras (86,6%) apresentavam cs-
tas estruturas; 29 (96,6%) em 2 horas e apds 3 ho-
ras de incubagfo todas as amostras apresentaram tu-
bos germinativos.

Estudos das caracteristicas fisioldgicas

Reagdo ao azul de diazénio (D.B.B) — Nenhuma
amostra revelou cor vermelha, caracteristica da
reacio D.B.B. positiva.

Fermentagdo de agiicares (zimograma) — Todas as
amostras fermentaram a dextrose e maltose com
produciio de gés, e 3 amostras (10%) fermentaram a
sacarose.

Assimilagdo das fontes de carbono e nitrogénio —
Todas amostras de C. albicans assimilaram amido
soliivel, dextrose, galactose, maltose, € sacarose.
Nenhuma amostra assimiloun celobiose, eritritol,
inositol, lactose e rafinose, ¢ também néo assimil-
aram o nitrato de potéssio.

Reagdo ao cloreto de 2,3,5, - trifeniltetrazélio
(T.T.C.) — Somente uma amostra (3,3%) nio
reduziu o T.T.C. As demais amostras (96,7%)
reduziram esta substancia, em grau varidvel,
desenvolvendo cores diferentes: rosa-claro (3,3%);
rosa-claro com os bordos rosa-escuro (76, 6%);
rosa (3,3%); rosa-escuro com bordos claros
(6,6%); rosa-escuro (3,3%) ¢ vermclho-claro
(3.,3%).
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Pesquisa de enzimas extracelulares (fa-
tores de viruléncia "in vitro").

Pesquisa de proteinases — Dezenove amostras
(63,3%) produziram proteinases, destas, 56,6%
formaram halos em 24 horas e 6,6% em 48
horas.

Pesquisa de fosfolipases — Vinte ¢ duas amostras
(73,3%) produziram fosfolipases, destas, 60%
formaram halos em 24 horas ¢ 13,2% em 48 ho-
ras.

Inoculacdo experimental, via venosa, em coelhos
(fator de viruléncia "in vivo") — Dezenove
animais (63,3%) foram ao 6bito, sendo que 14

(46,69%) morreram em até 6 dias, 5 (16,6%) en-
tre 8-20 dias, e 11 (36,6%) so-breviveram até 60
dias.

Estudo da sensibilidade & drogas antifingicas "in
vitro" — Considerando-se concentragdes varidveis
das drogas de 0,06 a 32 ug/ml, observou-se que:
frente A anfotericina B, no teste de CIM, todas as
amostras foram sensiveis a concentragio de 2,0
pg/ml. Em concentragdes inferiores, as amostras
do sorotipo B foram, com freqiiéncia, mais
sensiveis que as do A. Em termos de percentagem
acumulada, 26,6% das sorotipo B, ¢ nenhuma das
A, sofreram inibi¢do do crescimento frente a 0,1
ug/ml; 33,2% das B e 13,3% das A foram
sensiveis a 0,2 pg/ml; 46,5% das B e 13,3% das
A foram inibidas em 0,5 pig/ml, ¢ 80% das B e
53,3% das A o foram em 1 pg/ml. Tal diferenga
foi menos acentuada no teste de CFM, em con-
centragdes varidveis de 1 a 16 pg/ml. Esta tltima
foi letal para cerca de 80% das amostras do soroti-
po B e 73% das A.

Para 2 amostras do sorotipo B a CIM do ceto-
conazol foi de 16 pg/ml. Para as demais amosiras
esse agente nio demonstrou atividade inibitoria nas
concentragdes utilizadas. Nestas concentragdes, 0
cetoconazol ndo foi fungicida para qualquer das
amostras cstudadas.

O miconazol apresentou CIMs na faixa de 16
a >32ug/ml. Para 20% das amostras do sorotipo B
e 6,6% das A, a CIM foi de 16pg/ml. Na concen-
tracfio de 32 pg/ml, essa droga foi fungisttica para
cerca de 46% das sorotipo B ¢ 40% das A. Entre-
tanto, nfio demonstrou atividade fungicida nas con-
centragdes empregadas.

Relagdo dos principais resultados com os
testes estatisticos (Tabela 1)
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Tabela 1 — Aspectos morfo-fisioldgicos, fatores de viruléncia e sensibilidade a antifingicos de amostras de
Candida albicans, sorotipos A e B, isoladas em Sdo Paulo, Brasil.

2 2]
8 . 2 Z £ =

© , 8 & X 2 2 =2 253 5
< O LLt Q e} < g Qo Q=
e & 0F Q o z 5 0= o
o = I = w L O =~
S 9 &9 b 3 0 % 5 2
8 28 3 3 3 e = =
lc A lisa + + - 10 2.0 16.0
2¢ A rugosa + + 50x 5.0 - * 2.0 16.0
3¢ B lisa + + 6.0x 6.0 - 02 0.1 1.0
4c A lisa + 8.0x 8.0 3.0x 3.0 * 0.2 4.0
5S¢ B rugosa + + 7.0x 7.0 20x 2.0 08 0.2 16.0
6¢ A lisa + + 1.0x 1.0 3.0 x 3.0 01 1.0 16.0
Tc B lisa + + 10.0 x 10.0 4.0 x 4.0 06 0.1 4.0
8c B lisa + + - - 06 2.0 2.0
9¢ A lisa + + 10.0 x 10.0 20x 2.0 * 2.0 2.0
10c B rugosa + + 7.0x 7.0 1.0x 1.0 * 0.1 16.0
lic B rugosa - + 6.0x 6.0 3.0x 3.0 08 0.1 32.0
12¢ A rugosa + + - 1.0 x 1.0 * 0.2 4.0
13¢ A rugosa - + 3.0x 3.0 2.0x 2.0 20 1.0 8.0
15¢ B rugosa + + 10.0 x 10.0 3.0x 3.0 05 2.0 16.0
16¢ B lisa - + 50x 5.0 20x 2.0 05 2.0 16.0
17¢ B rugosa + + 1.0x 1.0 2.0x 2.0 * 1.0 32.0
18¢ B rugosa - + - 20x 2.0 * 1.0 32.0
19r A lisa + + 20x 2.0 - 03 2.0 32.0
20r A lisa + + 40x 4.0 2.0x 2.0 02 1.0 32.0
22r A lisa + + - 05x05 02 1.0 16.0
23r A rugosa + + - 1.0 x 1.0 02 2.0 16.0
24r A lisa + + 9.0x 9.0 2.0 x 2.0 14 2.0 32.0
25r A lisa + + - - * 1.0 32.0
28r B lisa + + 50x 5.0 - 04 1.0 8.0
29r B lisa + + - - 05 0.5 8.0
30r B lisa + + - 3.0 x 3.0 05 0.5 4.0
31r A lisa + + - 3.0 x 3.0 04 1.0 4.0
32r B lisa + + 3.0x 3.0 3.0x 3.0 * 1.0 8.0
37r B lisa + + - 1.0 x 1.0 * 1.0 16.0
39r A rugosa + + 20x 2.0 2.0x 2.0 * 2.0 16.0

Padrdo

Mundial A lisa + + 10.0 x 10.0 4.0 x 4.0 * 1.0 4.0

(CBS 562)

¢ = colegfio de cultura r = recém-isolada + = presenca - = auséncia

* = animais que nfio morreram em até 60 dias

X = halo em mm

CIM = concentragio inibitéria minima CFM = concentragdo fungicida minima
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Varidveis estudadas através do teste
Mann-Whitney — efeito do sorotipo (A e B)
sobre:

- Tempo de isolamento 2=0 P=1
- Superficie da colonia 2=0,73 P=0,69
- Formaggo de clamidoconidios 2 = 0,39 P = 0,69
- Produgfio de proteinases 2=049 P=0,62
- Produgdo de fosfolipases 2=0,31 P=0,74
- Sensibilidade a anfotericina B. 2 = 0,33 P = 0,02
- Mortalidade dos animais 2=0,12 P=0,89

Varidveis estudadas através do teste de
"Kendall Rank Correlation” — correlagdo entre
mortalidades dos animais e produgiio de exoenzi-
mas:

- Mortalidade x Proteinases T =0,11 P = 0,23
- Mortalidade x Fosfolipases T =0,06 P = 0,61

Correlagfio entre a producfo de exoenzimas:

- Proteinases e Fosfolipases T =0,34 P =0,02

De todos os testes realizados (sorotipos, tem-
po de isolamento das amostras, superficie da
coldnia, clamidoconidios, fatores de viruléncia "in
vivo" e "in vitro" e sensibilidade a antiflingicos os
dados que apresentaram resultados estatisticamente
significantes, ao nivel de 5%, foram: produgdo de
proteinases em relagfio ao tempo de isolamento
(amostras mantidas em cole¢tes de culturas produ-
ziram halos maiores que amostras recém-isoladas);
correlagfio positiva entre produgfio de proteinases €
de fosfolipases (medida do halo em mm) e sensibi-
fidade a anfortericina B. Com relagfo aos sorotipos
e as caracteristicas estudadas, nio houve resultados
estatisticamente significantes.

DISCUSSAO

Caracteristicas morfolégicas — As caracteristicas
mencionadas por Lodder (1970) e Kreger-van Rij
(1984), com relagio aos aspectos macroscopicos
das amostras, quando cultivadas em meios sélidos
¢ liquidos, foram similares as destes estudo,
exceg¢do feita a presenca de pelicula.

Esteves et alii (1977), consideraram que as
variagbes morfolégicas estfio rclacionadas a
mutagfio ¢/ou dimorlismo, scm que sua base gené-
tica esteja elucidada. Nao existe fato concreto que
explique cstas ¢ outras variagdes. Quanto as carac-
teristicas relacionadas ao crescimento de C. albi-
cans, cm meios liquidos, estas tém sido associadas
ao seu metabolismo facultativo (fermentativo e
oxidativo). Quando cultivadas nestes meios passam
a formar desde sedimento, residuo e, em alguns
casos, pelicula.
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No que diz respeito a forma, tamanho e tipo de
reprodugio, todas as amostras apresentaram padrdo
uniforme, concordando com os achados de Lodder
(1970) e Kreger-van Rij (1984).

As amostras estudadas, quando cultivadas em
meio de cultura pobre em nutrientes e tendo o ami-
do como fonte de carbono, apresentaram alguma di-
versidade em sua morfologia, no que concerne a
presenca de micélio verdadeiro, de clamidoconidios-
pseudomicélio. Com relagdo aos agrupamentos dos
blastoconidios nas pseudohifas, estes podem ter
forma regular ou irregular. Neste estudo, 53,3%
das amostras, apresentaram arranjo tipo micotoru-
1a, concordando também com a literatura, que cita
este agrupamento como o mais freqliente. Em pes-
quisa de tubo germinativo, os resultados também
foram concordantes, (8, 9, 14, 16).

Caracteristicas fisiolégicas — Todas as amostras
apresentaram padrdo uniforme de fermentagfo, assi-
milagfio de fontes de carbono e nitrogénio. Através
deste perfil bioquimico, assimilativo e fermentati-
vo, pode-se classificar as mesmas como sendo
C.albicans, dentro do grupo VII deste género. Pois,

-estes mesmo autor na descri¢io especifica considera

a fermentagfio da sacarose varidvel Kreger-van Rij,
(1984).

Nas provas complementares, a maioria dos re-
sultados obtidos foram uniformes, com exce¢fio da
prova de redugfio do 2-3-3-trifeniltetrazélio (T.T.C).

O meio bdsico de Pagano-Levine contém clo-
reto de 2-3-5-trifeniltetrazélio e antibidticos, quan-
do é feito o isolamento primdrio. Este teste é utili-
zado para diferenciar géneros de leveduras ¢
algumas espécies do género Candida, através da to-
nalidade que as colOnias adquirem a medida que re-
duzem o T.T.C. A literatura cita que C.albicans
quando cultivada 4 25°C, por 24-48 horas, adquire
tonalidade creme e/ou rosa-claro (7). Foi verificado,
entretanto, que esta prova nfio forneceu resultados
homogéncos com todas as amostras estudadas. A
maior dificuldade encontrada nas leituras didrias, foi
a instabilidadc das cores formadas: com 24 horas as
amostras ja formavam coldnias que haviam desen-
volvido tonalidade rosa-claro, passavam a ter nos
bordos uma outra tonalidade, rosa-escuro, ou entdo
ocorria 0 contririo, passavam a tcr no centro da
coldnia um tom rosa-escuro ¢ nos bordos rosa-
claro. Na Gltima monografia de "The Yeasts. A to-
xonomia study”, Kreger-van Rij (1984), pode-se
verificar que a redugio do T.T.C. estd citada como
uma prova fisioldgica, porém, sendo mais um
teste para caracterizar C.tropicalis. Chama-se a
aten¢do para o fato de que, nesta pesquisa, uma
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amostra de C.albicans reduziu fortemente esta
substincia.

Produgdo de Proteinases e Fosfolipases — Pesqui-
sas mais recentes tém relacionado o grau de viru-
Iéncia de C.albicans, com a produgido de
exoenzimas, como proteinases e fosfolipases. A
freqiiéncia destas enzimas em amostras de leveduras
isoladas de material clinico, varia de 100% a
62,5% para proteinases, e ao redor de 50% para
fosfolipases. Ao que tudo indica, estas leveduras,
quando aderidas as células do hospedeiro, excretam
estas enzimas, facilitando assim o poder invasor e
interferindo no metabolismo celular do hospedeiro.
Esta interferéncia se deve 2 alteragdes no transporte
de ions pela célula ¢/ou na permeabilidade seletiva
da mesma, levando ou ndo a célula do hospedeiro a
morte (9,16,18,22).

Com relagdo as proteinases verificou-se que a
maioria das amostras estudadas foi produtora
(63,3%) e 92% das reag¢des foram evidenciadas em
24 horas. Estes achados sio similares aos encontra-
dos por outros autores (19,22). Salienta-se ainda,
que ndo houve relagdo significante enue estas
exoenzimas € os sorotipos A e B, porém a corre-
lagdo foi positiva entre a produg#io de proteinases e
fosfolipases nas amostras estudadas.

Inoculagbes experimentais em coelhos — Varios
autores t&m assinalado que variages morfolégicas,
produgdio de enzimas e toxinas sfio fatores relacio-
nados a viruléncia de C.albicans (9,10,16).

No presente estudo trabalhou-se verificando a
viabilidade das suspenstes de células a serem ino-
culadas, a constatou-se que de 30 coelhos inocula-
dos, 19 (63,3%) chegaram ao 6bito, num periodo
de até 20 dias. Desses, 73,3% morreram em até 7
dias. Estes dados discordam, em parte, do trabatho
de MacDonald & Odds (1988) que demonstrou a
morie da totalidade dos animais inoculados em até
7 dias. Outros autores citam que C.albicans, quan-
do inoculada, por via endovenosa, produz a morte
dos animais em tempo varidvel, dependendo da
concentragdo do indeulo, sensibilidade de raga e do
grau de viraléncia da amostra de levedura (8,23).

Relagdo entre sorotipos, producdo de e-xoenzimas e
morte de animais inoculados — Dos animais ino-
culados, (36,6%) niio chegaram ao &bito em até 60
dias. Com relagdo as 5 amostras inoculadas ¢ que
levaram os animais ao 6bito (63,4%), em até 20
dias, 47,3% eram sorolipo A e 52,6% eram soroti-
po B.

"~ Os resultados demonstraram que niio houve
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uma relagfo direta entre a produgfo de exoenzimas,
sorotipos e a morte dos animais inoculados, nas
condicGes estudadas.

Sensibilidade a drogas antifiingicas — Existem
poucos relatos acerca da sensibilidade dos sorotipos
A e B de C.albicans a agentes antifiingicos. Entre
estes agentes, o cetoconazol tem sido o mais estu-
dado, notadamente quanto a acfo inibitdria.

No presente trabalho, foram incluidos a Anfo-
tericina B, o cetoconazol e 0 miconazol, estudando-
se tanto a atividade fungistatica quanto a fungicida
dos mesmos. Os trEs agentes sdo de interesse para
tratamento de micoses sistémicas ¢ o conhecimen-
to prévio de sua concentragfio antifingica é reco-
menddvel, uma vez que varia amplamente com a
amostra isolada (1).

Considerando-se os diferentes sorotipos estuda-
dos, verificou-se que todas as amostras foram inibi-
das pela anfotericina B na concentragfio de 2 pug/ml,
passivel de ser obtida em niveis séricos (12), En-
tretanto, as amostras do sorotipo B foram mais
sensiveis que as do A frente a menores concen-
tragdes desse antibidtico. Esta maior sensibilidade
das amostras do sorotipo B também foi observada
em relagfio a atividade fungicida da droga, embora
cada sorotipo tenha apresentado maior niimero de
amostras resistentes a concentragdes >2 pg/ml A
obervagfio dessa resisténcia nos diferentes sorotipos
¢ concordante com achados obtidos em estudo ante-
rior, onde, ao contrdrio do presente trabalho, as
amostras do sorotipo B foram menos sensiveis 2
aglio letal da droga em concentragdes <2 1g/ml (6).

Frente ao cetoconazol € a0 miconazol, as leve-
duras de ambos o0s sorotipos foram resistentes a con-
centragOes equivalentes as obtidas no soro (12). Em
concentragdes superiores, uma pequena percentagem
de amostras do sorotipo B mostrou-se mais sensivel
que as do A a agfio inibitéria desses imidazdélicos.
Tais obscrvagtes sdo concordantes com as de outros
autores que cstudaram o comportamento dos dife-
rentes sorotipos {rente ao cetoconazol (2,20).

SUMMARY
Morphology, physiology, virulence
factors and susceptibility to antifungal
drugs of Candida albicans isolated in Sao
Paulo, Brazil.

Thirty samples of C.albicans, 15 serotype A
and 15 scrotype B, isolated from clinical materials,
(Sao Paulo, Brazil), were studied for macroscopic
and microscopic morphology, physiology, "in vi-
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tro" virulence factors (proteinases and phospholi-
pases production), "in vivo" virulence (experimen-
tal venous innoculation in rabbits) and susceptibil-
ity to the antifungal drugs (Amphotericin B,
Miconazole and Ketoconazole). The production of
proteinases showed statiscally significant difference
in relation to time from collection: samples from
collection cultures have produced bigger halo than
the recent isolated samples. There was a correlation
between the production of proteinases and the pro-
duction of phospholipases, and susceptibility to
the antifugal drug.
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LEVEDURAS ASSOCIADAS A PORCAO TERMINAL DO INTESTINO GROSSO
DE RANA CATESBEIANA, SHAW (1802), EM DIFERENTES FASES DE
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RESUMO

Foram estudadas as porgdes terminais do intestino grosso de 64 ris da espécie Rana
catesbeiana criadas em confinamento. Esses animais foram separados em quatro fases
distintas de crescimento, tendo sido alimentados com trés tipos de ragdo. Foram
isoladas 129, estirpes de leveduras identificadas através de métodos baseados em
caracteristicas macroscépicas, microscépicas e fisiolégicas, totalizando 35 estirpes
identificadas em 24 espécies. Dentre as leveduras encontradas destacam-se as do género
Candida pela freqiiéncia de isolamento sendo a espécie Candida rugosa a mais
freqlientemente isolada nas quatro fases de crescimento, sugerindo tratar-se de levedura
autéctone do trato alimentar destes animais. Ressalta-se a ocorréncia de leveduras
potencialmente patogénicas para o homem, bem como a importincia da transicfio do
ambiente estritamente aquitico para o terrestre, como provével fator de significado
ecoldgico, responsdvel pela composigio da qualidade da microbiota leveduriforme do

trato alimentar destes animais.

Palavras chaves: Rana catesbeiana, 13, leveduras do intestino Zrosso.

INTRODUCAO

A Rana catesbeiana, conhecida comumente
como Ri-Touro (Bull-frog), é origindria da Améri-
ca do Norte e scu nome se deve ao fato de o coaxar
dos machos ser semelhante ao mugido do touro.
Segundo Vizotto (41,42), a rd-touro foi introduzida
no Brasil em 1935 e a partir de 1969 foi iniciada
sua criagfo intensiva. O autor considera que a ra-

* Ecologia e Técnicas de Biotério/PUC/MG.
*k Departamento de Microbiologia/ICB/UFMG.
*#%  Departamento de Anslises Clinicas./EFUFOP

touro oferece algumas vantagens sobre as ris bra-
sileiras, dada a precocidade reprodutiva, maior
quantidade de 6vulos e ganho de peso em pouco
tempo.

Para Azevedo (4), atualmente uma das grandes
limitag@es da ranicultura brasileira é inerente 2 ali-
mentagfio idcal destes animais, apesar da realizagfio
de inlimeras pesquisas voltadas para este fim.

No momento, existe outro tipo de preocu-

***%  Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva/EVUEMG.
Correspondéncia para: Laboratério de Microbiologia — ICB/UFMG

Caixa Postal, 2486
30 161 - Belo Horizonte - MG.
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pagdo por parte dos ranicultores, relacionada com a
sanidade das riis e com as condig¢des higi€nico-
sanitdrias dos abatedouros. Por ocasido do VI En-
contro Nacional de Ranicultura, realizado no Rio
de Janciro (12), dois fator foram destacados: a ne-
cessidade de pesquisas sobre a ocorréncia de doengas
e estudo de rigido controle de limpeza dos locais de
criagio e abatedouros, para obtengdo de produtos
dentro das normas e padrdes internacionais de quali-
dade (40).

T evidente o interesse de véarios auiores em
conhecer a importincia da microbiota bacteriana
nestes animais. Trabalhos relacionados com o
assunto t&m mostrado alguns estudos em s ¢ ou-
tros anfibios, com sinais clinicos de doenga, a par-
tir dos quais foram isoladas algumas bactérias (15,
22,44, 20). Outros autores tém realizado pesquisas
no sentido de conhecer a flora bacteriana normal de
diferentes tipos de ris, (3, 14, 17, 18 e 39).

No entanto, com referdncia aos fungos, a lite-
ratura nacional e estrangeira é escassa. Algumas
pesquisas ja foram realizadas em rés e outros
anfibios, tendo sido isolados e identificados alguns
fungos potencialmente patogénicos para o animal
em estudo e o homem (6, 19, 28, 30 e 31). Por
outro lado, alguns estudos tém revelado a im-
portancia da alimentagfo na determinagfo do tipo
da flora microbiana do trato alimentar de
R.catesbeiana (39), assim como o papel da levedu-
ra patogéncia Candida humicola na determinagio do
melhor crescimento de girinos de R.catesbeiana
(37, 38).

O conhecimento da microbiota fiingica intesti-
nal da R. catesbeiana é rclevante, devido no mo-
mento, existir grande interesse como espécie de ex-
ploragio econdmica. Este aspecto ressalta a
necessidade de vérios estudos relacionados a biolo-
gia e manejo destes anfibios, e, em especial, ao
papel que os microrganismos, mormente as levedu-
ras desempenham na exploragao racional da ranicul-
tura.

O presente trabalho teve como objetivos,
conhecer as leveduras associadas ao trato intestinal
de R. catesbeiana em diferentes fases de crescimen-
to ¢ verificar se algumas delas sdo potencialmente
patogtnicas para o homem.

MATERIAL E METODOS

O trabalho constou do estudo de fragmentos da
porgdo terminal do intestino grosso de 64 ris da cs-
pécic R. catesbeiana. Os animais foram criados no
Laboratério Experimental de Ranicultura da Pon-
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tificia Universidade Cat6lica de Minas Gerais € sa-
crificados no laboratério de Microbiologia da referi-
da Universidade. A fase de isolamento ¢
identificacfio das leveduras foi executada no labo-
ratério de Micologia do Departamento de Micro-
biologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG.

Area de girinos

Foi utilizado um tanque em alvenaria com
fundo de terra batida, de 7 m de comprimento, 1 m
de largura-e 40 ¢cm de profundidade. Este tanque,
com paredes laterais inclinadas, permitia a saida
dos animais metamorfoseados para outro tipo de
tanque que apresentava 3 m de comprimento, 1 m
de largura e 5 cm de profundidade facilitando a cole-
ta dos animais (transigio-4gua-terra).

Area de engorda

Foi utilizada uma 4rea de 2 m de comprimen-
to, 1 m de largura e 80 cm de altura, que apresenta-
va 30% de 4rea aquética e 70% de 4rea terrestre,
toda ela construida em alvenaria.

Amostras

Foram utilizados como amostras:

- 16 girinos no estégio de desenvolvimento n°
41, Gosner (16), escolhidos alcatoriamente; apre-
sentavam peso vivo entre 20,6 € 24,6 g, e idade de
sete meses (12 fase de crescimento);

- 16 ris pés-metamorfoseadas (imagos) no
estigio de desenvolvimento n? 46, segundo Gosner
(16), também escolhidos alcatoriamente. Estes
animais apresentavam peso vivo entre 17,4 ¢ 19,3
g e oito dias de vida pés-metamorfose (2* fase de
crescimento);

- 16 s jovens, com peso vivo entre 70 e
94,0 g, com 60 dias de engorda (3* fase de cresci-
mento);

- 16 riis jovens com peso vivo entre 137 € 169
g, com 120 dias de engorda (4* fase de crescimen-
t0), escolhidas aleatoriamente.

Analise estatistica

A detcrminagiio da amostra experimental foi
calculada de acordo com Cochram (7) € o tratamen-
to analilico dos resultados constou da determinagio
da freqiiéncia rclativa, em termos de percentagem
das leveduras identificadas, sobre o total de rds es-
tudadas.

255



Reis, J. H. et al.

Manejo animal e alimentar

Para estudo, foram recolhidos 16 girinos jun-
tamente com 100 imagos. Destes iltimos, separa-
ram-s¢ aleatoriamente, 16 animais, que foram utili-
zados como amostras, ¢ os restantes levados ao
setor de engorda. Decorridos dois e quatro meses de
engorda, recolheram-se de modo aleatério, 16 in-
dividuos na terceira e quarta fases de crescimento,
respectivamente, para posterior estudo.

Foram fornecidos nas quatro fases de cresci-
mento dos animais trés tipos de ra¢des: A ragio
tipo I era constituida de 50% de farelo de soja, 30%
de farinha de carne e 0sso, 10% de ragfio de suinos
para crescimento, 5% de farelo de trigo e 5% de fa-
relo de mitho. A ragfio tipo II era constituida de
35% de farinha de carne e 0sso, 50% de ragfo para
engorda de frangos e 15% de farelo de trigo. Os
constituintes eram misturados na proporgio de 1
kg de mistura para 1/2 kg de baco de boi moido.

Os animais pés-metamorfoseados que foram
levados a engorda receberam esta ragfio acrescida
ainda de 25% de larvas de mosca (Musca domésti-
ca) e minhocas (Eisenia foetida). Diariamente a
ragfio era fornecida aos anfibios na proporgio de 5%
do peso vivo dos animais. Aqui deve-se ressaltar
que 16 animais pés metamorfoseados (22 fase) ndo
chegaram a receber qualquer tipo de alimento. A
ragdo tipo III era constituida dos mesmos ingre-
dientes da rag#o tipo II, porém destituida de minho-
cas ¢ reduzida em 50% de larvas de moscas.

Abate do animal e acondicionamento do
gragmento do intestino

Os animais utilizados foram sacrificados em
camara com éter. Em seguida, recolheu-se aproxi-
madamente 1 ¢cm da porg#o final do intestino gros-
so que foi acondicionado em solugiio fisiolégica es-
terilizada. A utilizagfo da porgdo final se justifica
por conter microrganismos de todos os segmentos
do tubo digestivo.

Técnica de isolamento de leveduras

Os tubos com fragmentos do intestino dos ani-
mais foram processados como se segue: apos agi-
tagdo em Vortex, 1,0 ml das suspensoes foi semeado
em placas com Agar Sabouraud - dextrose e Agar
Malte, ambos contendo cloranfenicol. O isolamento
das leveduras foi feito, inicialmente, em tubos com
Agar-Malte, 2 temperatura ambiente. ApGs 48 horas,
foi feita uma suspensdo da cultura em 10 ml de agua
destilada estéril e semeada por esgotamento em pla-
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cas com Agar-Sabouraud dextrose acrescido de peni-
cilina e estreptomicina, de modo a obter col6nias
isoladas. Estas foram mantidas em tubos de Agar-
Sabouraud-dextrose, para posterior identificacfio.

Identificacio das leveduras

O estudo taxondmico das leveduras foi realiza-
do utilizando-se métodos recomendados por Kreger
Van Rij (26).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados contidos na Tabela 1 e 2 relacionam
as quatro fases de crescimento, com a freqiiéncia de
isolamentos de leveduras em cada uma. Foram iso-
ladas 129 estirpes de leveduras, identificadas em 24
espécies; 11 estirpes foram classificadas como spp.
Estas estirpes foram classificadas neste género, de-
vido a formagdo de pseudomicelio com assimi-
liagdo ou ndo de inositol. Todas elas fermentaram
agticares, sendo a glicose usada por todas. Quanto 2
prova de D.B.B., foram negativas, sugerindo ndo
apresentarem caracterfsticas de leveduras com ten-
déncia basidiomicetica (21).

Tabela 1 — Frequéncia relativa de leveduras isoladas da
porgdo final do intestino grosso de Rana catesbeiana, de
acordo com as quatro fases de crescimento.

Fases Niimero de Nimero de Percentual
animais isolamentos

12 16 26 20,2

22 16 23 17,8

32 16 30 29.4

4 16 42 32,6

Total 64 129 100

Procurando observar as caracteristicas mor-
foldgicas e fisioldgicas, onze estirpes ndo corres-
ponderam as apontadas, razfo esta de terem sido
agrupadas como spp. Estas caracteristicas podem
estar associadas & condi¢fio de laboratério, onde o
uso de determinados meios, a exemplo do Agar
Malte, pode ter levado a instabilidade fisiolégica
(26).

Estiio relacionadas abaixo as caracterfsticas di-
ferenciais das onze estirpes de Candida estudadas,
mostrando a impossibilidade de enquadri-las nas
respectivas espécies. A identificagfio de espécies,
bem como o esclarecimento de tais caracteristicas,
implica na realizagio de testes mais precisos, como
0 estudo de genoma.
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Candida sp1l — Esta estirpe, quanto a carac-
teristicas fisiolGgicas, estd mais relacionada com a
Candida terebra, diferindo contudo por nfio fermen-
tar galactose. Quanto 2 assimilacfio difere por as-
similar melibiose, e ndo assimilar L-arabinose,
melizitose ¢ sacarose. A morfologia do pseudomi-
célio & diferente da que ¢ descrita para C. terebra.

Candida sp2 — Esta levedura, quanto a carac-
terfsticas fisiol6gicas esta relacionada com a Candi-
da azyma, diferindo no entanto por ndo assimilar
L-sorbose, sacarose, trealose, melizitose. Quanto a
morfologia difere por nfio apresentar anel em caldo
extrato de malte.

Candida sp3 — Estirpe relacionada com a
Candida kefyr, difere no entanto por ndo assimilar
sacarose e rafinose. A morfologia do pseudomicé-
lio apresenta diferengas.

Candida sp4 — Esta levedura, quanto a carac-
teristicas fisiolégicas estd relacionada com a Candi-
da naeodendra, diferindo no entanto por assimilar
lactose, Melibiose e nfio assimilar maltose, melizi-
tose, ¢ acido citrico.

Candida sp5 — Esta estirpe estd relacionada
com a Candida vanderwaltii diferindo no entanto
por nfio assimilar trealose, L. arabinose, D-ribose e
assimilar L-Rhamnose, celobiose ¢ maltose. Quan-
to a morfologia ndo foi observada a presenga de
ilhotas em caldo extrato de Malte, constituindo
mais uma diferenga.

Candida sp6 — Levedura, que, quanto, a carac-
terfsticas fisiolGgicas, esté relacionada com a Can-
dida entomaea diferindo no entanto por néo assimi-
lar sacarose, calobiose, trealose, xilose, D-ribose,
ribitol e crescer no meio livre de vitaminas.

Candida sp7 — Esta estirpe de levedura, quan-
to A caracteristicas fisiologicas, estd relacionada
com a Candida xestobii, diferindo no entanto por
nfio assimilar L-sorbose, sacarose, melibiose e
crescer em meio livre de vitaminas.

Candida sp8 — Levedura relacionada com a
Candida nitratophila, diferindo no entanto por ndo
assimilar galactose, xilose, arabinose, ribitol ¢ as-
similar L-sorbose e 4cido citrico. Esta estirpe
cresce bem em meio livre de vitaminas, constituin-
do mais uma diferenca.

Candida sp9 — Estirpe relacionada com a
Candida berthetii diferc no entanto por assimilar:
sacarose, L-rhamnose, ribitol, sorbitol, manitol,
xilose ¢ melibiose. Ainda & incapaz de crescer a
37°C e ndo crescer em meio livre de vitaminas.

Candida sp10 — Esta levedura, quanto a carac-
teristica fisioldgicas, est relacionada com a Candi-
da lusitaniae (clavispora lusitanae), diferindo no en-
tanto por nfo assimilar ribitol, maltose, sacarose ¢
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assimilar rafinose. N7o foi observada a presenga de
ascosporos, constituindo mais uma diferenca.

Candida spl1 — Estirpe relacionada com a
Candida boidinii, diferindo no entanto por ndo as-
similar galactose ¢ D-ribose e assimilar melizitose,
L-rhamnose ¢ 4cido succinico.

Na revisio da literatura sobre este assunto ndo
se encontrou registros deste tipo de estudo. Tal fato
sugere que a presente pesquisa seja a primeira sobre
o tema cujo resultado estd de acordo com o de Mo-
reira et alii (29), onde os autores estudaram a res-
pectiva microbiota em animais com peso para
abate.

Sugita et alii (39), estudaram a microbiota in-
testinal de R. catesbeiana em diferentes estigios de
crescimento, monstrando ser muito semelhantes 2
microbiota de peixes. Estes autores relatam ainda a
presenca de leveduras em larvas de Tenébrio sp.,
utilizadas na alimentac#o destas ras.

Smith (39) faz algumas observagdes sobre a
microbiota do trato alimentar de diferentes espécies
animais e fatores que afetam sua composi¢ao.
Estes fatores incluem dieta, estrutura e fungfo
gdsirica, hébito alimentar, coprofagia e espécie ani-
mal. Neste relato foram utilizados varios animais
de laborat6rio entre eles a Rana tempordria, sendo
isoladas leveduras do estdmago ¢ de fragmento do
intestino, apesar de nfo t&-las identificado.

Barros Neto (5), utilizando 354 ras de ambos
o0s sexos da espécie R. catesbeiana, em diferentes
estagios de crescimento e criadas de maneira idénti-
ca a do presente trabatho, verificou que a secregfio
de H+, induzida com histamina, é maior em ani-
mais com até 40 g de pcso que em animais adultos
(80 a 150g). Esta informag#io, comparada com a de
Smith (36) que relata a importancia da funcfo
géstrica na composi¢io da microbiota intestinal,
indica a possibilidade deste fator também estar con-
tribuindo para a composi¢io da microbiota em es-
tudo.

Na Tabela 2 encontram-se relacionadas as es-
tirpes de leveduras de acordo com as fases de cresci-
mento. Na primeira fase de crescimento dos ani-
mais (girinos), observa-sc uma alta {reqiiéncia de
leveduras do género Candida ocorrendo no intestino
dos 16 animais, parecendo constituir um habitat
ideal & sobrevivéncia de leveduras deste género.
Destaca-sc a espécie C. rugosa pela alla frequéncia
de isolamentos nesta fase.

C. rugosa ja foi isolada do trato intestinal de
humanos (1), ¢ de sucos de frutas (9), sendo
atualmente usada em biotecnologia para hidrolisar
Sleos e gorduras (24, 43). Estes resultados obtidos
indicam uma possivel contaminagfo fecal da dgua
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Tabela 2 — Distribui¢io de espécies de leveduras isoladas da porgdo final do intestino grosso de 64 animais (Rana

catesbeiana), nas quatro fases de crescimento dos animais.

N2 de isolamentos

o Espécies de . Frequéncia Ne animais

N leveduras IIT:ses dezgcresmmcnt:(;g " absoluta % positivo %
01 Candida bombicola 1 1 0,8 1 1,6
02 Candida catenulata 5 7 12 9.4 12 18,0
03 Candida citrea 1 1 0,8 1 1,6
04 Candida holmii 2 2 1,6 2 3,2
05 Candida insectalens 1 1 0,8 1 1,6
06 Candida insectamans 1 1 0,8 1 1,6
07 Candida ingens 1 1 0,8 1 1,6
08 Candida kruissi 1 1 0,8 1 1,6
09 Candida krusei 7 7 5,6 5 8,0
10 Candida muscilagina - 1 1 0,8 1 1,6
11 Candida nemodendra 1 1- 0,8 1 1,6
12 Candida pararugosa 1 1 0,8 1 1,6
13 Candida rugosa 16 6 5 8 35 27,1 28 44,8
14 Candida tropicalis 2 1 3 2.4 3 4,8
15 Candida venderwaltii 1 1 0,8 1 1,6
16 Candida sp. 1 1 1 0,8 1 1,6
17 Candida sp. 2 1 1 0,8 1 1,6
18 Candida sp. 3 1 1 0,8 1 1,6
19 Candida sp.4 1 1 0,8 1 1,6
20 Candida sp. 5 1 1 0,8 1 1,6
21 Candida sp. 6 1 2 3 2,4 3 4,8
22 Ca/ndida sp. 7 2 2 1,6 2 3,2
23 Candida sp. 8 1 1 0,8 1 1,6
24 Candida sp. 9 1 1 0,8 1 1,6
25 Candida sp. 10 3 3 2,4 2 3,2
26 Candida sp. 11 1 1 0,8 1 1,6
27 Cryptococcus luteolus 1 1 0,8 1 1,6
28 Geotrichum capitatum 12 1 13 10,2 9 14,4
29 Rhodotorula graminis 1 1 0,8 1 1,6
30 Rhodotorula minuta 1 1 2 1,6 2 3,2
31 Saccharomyces cerevisiae 2 5 1 8 6,4 8 12,8
32 Trichosporon aquatile 1 1 0,8 1 1,6
33 Trichosporon cutaneum 1 7 3 11 8,5 10 16,0
34 Trichosporon figueirae 1 i 0,8 1 1,6
35 Trichosporon pullulans 1 1 3 1 6 4,8 5 8,0
Total 26 23 38 42 129 100,0

ou do alimento consumido, além de sugerir um
papel desempenhado por esta levedura no intestino
desses animais.

Estudos posteriores, baseados em dietas qui-
micamente definidas e em animais livres de
-germes, poderiam vir a esclarecer o papel destas
leveduras, bem como a natureza das interagdes en-
tre estes fungos no trato alimentar de ris.

Destaca-se a importancia de leveduras do géne-
ro Candida pela presenga de virias espécies impor-
tantes screm responsiveis por patologias no ho-
mem e animais (25, 27).

Ainda na primeira fase de crescimento dos ani-
mais, verifica-se a presenca de outras leveduras
como: Rhodotorula graminis, R. minuta, ¢ Sacha-
romyces cerevisae. Estes achados sugerem a pre-
senga destas leveduras no alimento e/ou dgua usada
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no abastecimento dos tanques. Destaca-se a im-
porténcia do §. cerevisae por se tratar de levedura
que ja foi encontrada em lesdes ulcerativas na coxa
de humanos (26).

O género Trichosporon esta representando pe-
las espécies T. cutaneum e T. pullulans. Estes
achados estiio de acordo com os de Mok & Morato
(28), onde os autores isolaram T. cutaneum em
6rgdos internos de anfibios clinicamente sadios, na

. Amazdnia. Outros autores isolaram o T. cutaneum

de fazes de ratos, ceco de porco, rumem de vaca,
ceco de perus, cultura de tecido de anfibios, solo,
agua doce, esgoto ¢ polpa de madeira (26). T.
cutaneum também é uma levedura de interesse
médico por se tratar de microrganismo oportunista
e responsivel por enfermidades no homem e ani-
mais (8, 27, 2). T. pullulans ja foi isolado de seiva
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de plantas, polpa de madeira, solo, manteiga, ¢
came congelada, além de hidrolizar 6leos e gorduras
(26). Estes achados parecem indicar a presenga
destas leveduras no alimento ¢/ou na 4gua.

Entre as 23 estirpes de leveduras isoladas na
segunda fase de crescimento (imagos) verifica-se o
aparecimento de leveduras pertencentes a espécie
Geotrichum capitatum em substitui¢io & espécie
§. cerevisae. Estes achados poderiam estar relacio-
nados com a auséncia de alimento. O G. capitatum
foi isolado de 50% dos animais nesta fase, ndo ten-
do sido isolado na primeira. Os animais da primei-
ra fase de crescimento tem dependéncia exclusiva da
dgua, estando sua microbiota intestinal mais rela-
cionada a este ambiente somada aquela provavel-
mente presente no alimento consumido pelos ani-
mais.

Na segunda fase os animais ndo se encontram
mais estritamente ligados a este “habitat”, entrando
em contato com microrganismos de outro am-
biente. Aqui 0s animais que safram da dgua foram
coletados em tanques intermedidrios mais rasos,
usados para facilitar sua captura antes de serem
utilizados (transi¢io Agua-Terra). Atengfo deve ser
dada ao fato destes animais estarem expostos a mi-
crorganismos de outro ambiente, podendo ser co-
lonizados por outros microrganismos. Este fato
poderd vir a contribuir, inclusive com o apareci-
mento de doengas.

A literatura relata caso de epidemia em ris
criadas em confinamento causado pelo fungo Cla-
dosporium sp. (30). Estas informagdes sugercm
necessidade de métodos criteriosos no sentido de se
adequarem melhor as instalagdes, 0 manejo ¢ as
condigdes higiénico - sanitdrias para criacdo dos
animais.

Ainda na segunda fase de crescimento dos ani-
mais verifica-se que o género Candida esté repre-
sentado por duas espécies e duas estirpes nio iden-
tificadas em que a C. rugosa persiste.

Com relagdo a presenga das outras espécies de
leveduras, observa-se o isolamento de algumas es-
pécies diferentes a cada fase de crescimento, bem
como o desaparccimento de outras, Este fato sugere
tratar-se de leveduras transitérias no trato alimentar
desses animais. Segundo Savage (34), na flora do
tubo digestivo de todo animal vivo é possivel en-
contrar numerosos microrganismos provenientes
do ambiente, em particular através da alimentagéo e
que transitam passivamente sem encontrar nicho
ecol6gico conveniente para seu desenvolvimento,
Estes sdio microrganismos aléctones.

Na terceira fase de crescimento, verifica-se que
as levedudas do género Candida scguidas das dos
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géneros Trichosporon e Saccharomyces mostraram
ser as mais freqiientemente isoladas. A diversidade
de espécies de leveduras encontradas na referida fase
parece confirmar a provéavel presenga das mesmas
no alimento fornecido. A C. rugosa continua
presente nesta fase.

O T. cutaneume S. cerevistae foram nova-
mente isolados nesta fase de crescimento; portanto
estes isolamentos parecem confirmar a provivel
relagdio com a presenga do alimento.

Na quarta e tltima fase de crescimento dos ani-
mais, observa-se a presenga de leveduras do género
Candida representado por 10 espécies, em que a C.
rugosa e C. catenulata foram as mais isoladas além
das 4 estirpes de Candida ndo identificadas. Compa-
rando estes resultados com os das fases anteriores,
observa-se que a C. catenulata juntamente com a
C. tropicalis, foram isoladas na terceira fase de
crescimento dos animais e persistiram. Segundo
Savage (34), um microrganismo pode colonizar o
tubo digestivo de um animal vivo apds a idade
adulta ¢ persistir. Acredita-se que o alimento tam-
bém possa estar contribuindo para a manutengdo
desta microbiota.

A C. catenulata é uma levedura que ja foi iso-
lada de fezes humanas, ceco de galinhas e dgua
(26). Estes resultados parecem confirmar a
provivel contaminagdo fecal do alimento, ¢/ou
agua.

O isolamento da C. tropicalis estd de acordo
com Mok& Morato (28), onde os autores isolaram
esta levedura do intestino de anuros da AmazOnia,
mostrando tratar-s¢ de mais uma levedura de inte-
resse médico também encontrada no intestino de
anfibios.

Entre as outras espécies de leveduras isoladas
na quarta fase de crescimento destaca-se a presenga
das espécies C. krusei, C. tropicalis, S. cerevisiae,
T. cutaneum, por serem consideradas leveduras de
interesse médico (23, 33, 27, 13, 25).

Na Tabela 2 encontram-se distribuidas 120
leveduras pertencentes a 24 espécies. Os resultados
mostram que as espécies C. rugosa e 1. pullulans
foram isoladas durante as quatro fases de crescimen-
to dos animais.

O T. pullulans ja foi isolado de polpa de ma-
deira, carne congelada e manteiga (26). Esta espécie
juntamente com a C. rugosa pode ser capaz de sin-
tetizar lipascs, participando da hidrélise de 6leos e
gorduras. Estes dados sugerem uma relag¢fo compe-
titiva interespecifica por este nutriente que parece
favorecer a manutengfio de C. rugosa.

Consultando a bibliografia referente & ecologia
microbiana do tubo digestivo de outros animais
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(Ducluezeau & Raibaud) (11), verifica-se que Du-
bos et alii (10), preferem considerar microbiota
autéctone ou indigena aquela capaz de se associar
ao animal permanentemente apds seu nascimento.
De acordo com esses autores, as espécies C. rugosa
¢ T. pullulans poderiam ser assim classificadas. No
entanto Savage (34) enumera uma série de con-
digBes que devem ser cumpridas para se considerar
um microorganismo autéctone e que nio foram
aqui totalmente observadas. Estas condi¢des in-
cluem: crescer em anacrobiose, estar sempre
presente no tubo digestivo de animais adultos con-
siderados normais, colonizar determinados niveis
do tubo digestivo, isto &, multiplicar-se e persistir,
estabelecer-se no seu nicho ecolégico ao longo das
etapas habituais de colonizagio do tubo digestivo
no individuo jovem, manter-se a um nivel estdvel
entre as populagdes em equilibrio e poder se
associar intimamente 2 mucosa epitelial ao nivel
do tubo digestivo colonizado. Além destas, perma-
nece ainda uma certa imprecisdo na definigio de
flora autéctone porque nas condigtes de laboratério
nem sempre as condigdes “in vivo” sdo reproduzi-
das.

De acordo com Savage (34), a espécie C. ru-
gosa € a tnica levedura provavelmente considerada
autoctone, dentro das condigdes metodoldgicas do
presente trabatho.

Os dados de presente trabalho suscitam a ne-
cessidade de uma avaliagfio microbiol6gica da dgua,
do alimento, além de uma avaliagio ecolégica com
metodologia quantitativa que permita maiores espe-
culagBes sobre o possivel papel que estas leveduras
teriam, em termos normais € patolégicos, para
esses animais e para o homem.

SUMMARY

Yeast associated with the terminal
portion or large intestine of Rana
catesbiana, Shaw (1802), at different
growth stage.

Yeasts associated with the terminal portion of
large intestine of 64 frogs (Rana catesbeiana) raised
confined were studied. The animals were divided in
four groups at different growth stage and received
different diet. 129 yeasts strains were isolated and
identified by macroscopic, microscopic and phisio-
logical featurcs in 24 species; 11 strains could be
identified at the species level. The genus Candida
was prevalent in all stages, being Candida rugosa
the most frequently isolated species, suggesting
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this to be en autocthonons yeast from the alimenta-
ry tract of these animals, yeasts species potencially
pathogenic for man was also found. The transition
from aquatic to ground environment can have an ec-
ological meaning influencing the yeast flora com-
position in the alimentary tract of these animals.
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RESUMO

Rhodotorula rubra & levedura oportunista, estando associada a uma variedade de
processos patoldgicos no homem, é freqiientemente encontrada como contaminante da
pele, pulmdo, urina, fezes e sistema nervoso central ¢ com grande significado quando
presente no sangue. As dermatites humanas causadas por Rhodotorula tém sido
relatadas mas ndo documentadas. O presente trabalho relata pela primeira vez em nosso
meio, o isolamento desse microrganismo, como agente etiolégico de infecgiio de
cabelos humanos que ao exame clinico, simula "piedra branca”. Cabelos apresentando
nédulos claros foram colhidos de paciente com 18 anos de idade. Em seguida
clarificados com KOH a 20% entre 1amina e laminula e observados no microscOpio
6ptico comum e na microscopia eletrdnica de varredura. Os cabelos foram semeados em
agar Sabouraud-glicose contendo 200 mg/l de cloranfenicol, incubados & 25°C por 5
dias. Ap6s o isolamento da levedura, a mesma foi identificada utilizando-se técnicas
micolégicas usuais. O exame microscépico dos pélos infectados revelou em algumas
regides o aumento do volume do cabelo, caracteristico da tricorrexe nodosa. Em outras
regides os pélos ja se apresentavam fragmentados e, com relativa facilidade podia-se
observar leveduras arredondadas com brotamento em base estreita, A microscopia
eletrbnica de varredura pode-se observar mais detalhadamente a descrigio acima. A
levedura isolada foi identificada como Rhodotorula rubra, sem atividade lipolitica, E
importante ressaltar que a referida levedura foi isolada repetidas vezes em cultura pura
dos cabelos infectados. Este achado clinico e laboratorial deve ser considerado, assim
como deve merecer a devida atengio dos pesquisadores os isolamentos de R. rubra os
quais permitirio um correto diagndstico micolégico e terapCutico adequada.

Palavras chaves: Rhodotorula rubra, R. rubra em cabelos
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INTRODUCAO

Leveduras comumente consideradas como con-
taminantes presentes no ar, dgua, solo, mucosas e
pele estdo sendo, cada vez com maior freqiiéncia,
encontradas em uma variedade de processos pato-
génicos (4,5, 8, 10, 13).

Muitos desses microrganismos que estio asso-
ciados a doengas humanas sdo incapazes de produzir
infec¢o no individuo normal e para tanto, algumas
alteracbes fisiol6gicas, de defesa celular do hospe-
deiro, bem como da microbiota normal, devem
ocorrer antes da colonizag#o, infecgdo ou produgdo
de doenca. ,

Rhodotorula é um dos géneros de fungo opor-
tunista freqitentemente encontrado como contami-
nante da pele (6, 7), pulmo, urina (1), fezes (11) e
sistema nervoso central (8), sendo de grande signi-
ficado quando presente no sangue (2, 10). As der-
matites humanas causadas por Rhodotorula t€m
sido relatadas mas ndo documentadas (9).

O presente trabalho relata pela primeira vez,
em nosso meio, a presenga de Rhodotorula rubra
em cabelos humanos produzindo infeccdo inicial-
mente semelhante 3 piedra branca e, posterior-
mente, diagnosticada como Tricorrexe nodosa.

MATERIAL E METODOS

Cabelos apresentando nédulos claros foram co-
lhidos de paciente de sexo masculino, com 18 anos
de idade, e colocados em placa de Petri estéril. Em
seguida, os cabelos foram clarificados com KOH a
20% entre 1amina ¢ laminula, para serem observados
a0 microscOpio Gptico comum. Também foi realiza-
da microscopia eletrdnica de varredura.

As amostras de cabelos foram semeadas em du-
plicata em 4gar Sabouraud-glicose, contendo 200 mg/
1de cloranfenicol e incubadas 4 25°C por cinco dias.

Apbs o isolamento da levedura, a mesma foi
identificada utilizando-se técnicas usuais. Também
foram realizadas provas complementares para veri-
ficar a atividade lipolitica da levedura (Kreger-van
Rij, 1984) (3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O paciente em estudo, apresentou ao exame
clinico, nédulos claros ao redor do cabelo, simu-
lando piedra branca, cujo agente etioldgico é Tri-
chosporon beigelli. A referida lesfio foi caracteriza-
da posteriormente como Tricorrexe nodosa, de
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Foto 1 — Cabelos com nddulos claros simulando piedra
branca.

Foto 2 — Coldnia de Rhodotorula rubra nos cabelos in-
fectados. (dgar Sabouraud glicose, 25°C, 5 dias).
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Foto 3A — Aumento de volume do

cabelo ao mi-
croscépio dptico comum - (aumento 40X).

Foto 4A — Presenga de leveduras na regido fragmentada

do cabelo visio a0 microscépio 6ptico comum - (aumento
de 40X).

: Foto 3B — Aumento do volume do pélo observado sob
: microscopia eletrénica de varredura (aumento 110X).

Foto 4B — Regides fragmentadas do cabelo visto na mi-
croscopia eletrénica de varredura - (aumento de 200X).
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. . Foto 6A -— Leveduras presentes no cabelo (aumento de
Foto SA — Presenga de leveduras com brotamento em 1000X).

base estreita vistas ao microscépio Optico comum - (au-
mento de 40X).

Foto 5B — Leveduras produzindo infecg¢io inicial no ca- Foto 6B — Leveduras presentes no cabelo. Microscopia
belo visto na microscopia eletrénica de varredura - (aumen- eletrnica de varredura - (aumento de 2000X).
to de 500X).
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Foto 7 — Leveduras no cabclo, observadas sob micro-
scopia eletr6nica de varredura - (aumento de 7000X).

causa desconhecida, acreditando-se que traumas
mecénicos ou quimicos possam ser os fatores de-
sencadeantes (12} (Foto 1).

O exame microscépico dos cabelos infectados
revelou, em algumas regides, 0 aumento do vo-
Iume do mesmo, caracteristica do Tricorrexe nodo-
sa (Fotos 3A e 3B). Em outras, regides os cabelos
ja se apresentavam fragmentados ¢, com relativa fa-
cilidade, podia-se observar leveduras arredondadas
com brotamento em base estreita (Fotos 3A, 4A,
5A, 6A). A microscopia eletrdnica de varredura
pode-se observar mais detalhadamente a descrigio
acima, bem como verificou-se também que o
maior nimero de leveduras encontrava-se nas
regides aonde a lesfio se apresentava em sua fase

inicial em relagfo as regides mais comprometidas

(Fotos 4B, 5B, 6B, 7).

Nos cabelos que foram semeados em Agar-
Sabouraud-glicose, observou-se apds 5 dias de in-
cubacdo, desenvolvimento de colonia de cor ver-
melho-alaranjada (Foto 2). A levedura foi identifi-
cada como Rhodotorula rubra, sem atividade
lipolitica. E importante ressaltar que a referida le-
vedura foi isolada repetidas vezes em cultura pura
dos cabelos infectados.

Este achado clinico ¢ laboratorial deve ser con-
siderado, assim como deve merecer a devida atengfio
dos pesquisadores os isolamentos de R. rubra os
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quais permitirio como correto diagndstico mi-
coldgico e terapéutica adequada.

SUMMARY

Similar white piedra by
Rodotorula rubra.

Rhodotorula rubra an opportunistic yeast asso-
ciated to a series of pathological processes in man.
It is frenquently found as a saprophytic of skin,
urine, faecces and central nervous system. It has a
great importance when it is present in blood. The
human dermatitis caused by Rhodotorula has been
reported but not sufficiently documented. The
present work relates for the first time in our coun-
try the isolation of this microorganism as an ethi-
ological agent of human hair infection, which to
clinical exam simulates "white piedra”. The hair
presenting white nodules were taken from a 18
year old patient. They were clarified with KOH at
20% between cover and glass cover and observed
under the common optical microscope and to scan-
ning eletronic microscope. The hair was placed on
sabouraud-glucose agar with 200 mg/I of chloran-
phenicol, incubated at 25°C for 5 days. After the
isolation of the yeast, the same microorganism
was identified using the usual micological tech-
niques. The microscopic examination of the infect-
ed hair revealed in some regions the increase of the
volume of the hair, a characteristic of tricorexe no-
dosa. In other regions, the hair was fragmented and
a round cheped yeast, could be observed with nar-
row base beed. The scanning electronic microscope
demonstrated the upper description with more de-
tail.

The isolated yeast was identified as Rhodoto-
rula rubra, without lipolitic activity. It is
important to point out that the referred yeast was-
isolated serveral times in pure cultures of the
infected hair.

This clinical and laboratorial founding must
be considercd, and it deserves the required attention
of researchers for R. rubra isolations, since they
permit a correct mycological diagnosis and adequa:
ted therapeutic.
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BACILLUS CEREUS EM MACARROES INDUSTRIALIZADOS. 1L
OCORRENCIA EM PRODUTOS COMERCIAIS E SUA MULTIPLICACAO NO
ALIMENTO PREPARADO PARA CONSUMO*

Ivana C. Spolidério Mc Knight!
Mauro Faber de Freitas Leitio? &
Renato Ferreira de Freitas Leitiao?

RESUMO

Foi avaliada a freqiiéncia de contaminagfio por Bacillus cereus em macarrdes
comerciais, com e sem ovos, constatando-se fndices médios de 70,9%, oscilando entre
58,3 ¢ 87,5% nas amostras com e sem ovos, respectivamente. O nivel de
contaminagio com B. cereus foi varidvel, com 52,1% das amostras revelando
populagdes na faixa 101/102 UFC/g e 20,1% no intervalo102/103 UFC/g. O
procedimento de cocgdo do macarriio (20 min em 4gua a ebulicdo) mostrou-se altamente
letal & bactéria, com sensivel reducio da microbiota de B. cereus. Por outro lado, o
macarrdo preparado demonstrou ser um 6timo substrato para a multiplicacio de B.
cereus que evidenciou um tempo de geragio (g) médio de 45,9 min a 30°C. Nestas
condigBes, populagdes potencialmente i6xicas (= 107 UFC/g) poderiam ser atingidas no
macarrdo preparado apés 12,8, 7,60 ¢ 2,55h de incubagfio a 30°C, considerando-se
contaminagdes iniciais de 102, 104 ¢ 106 UFC/g, respectivamente.

Palavras chaves: Bacillus cereus, alimentos, macarrio, toxinfec¢io alimentar.

INTRODUCAO

Bacillus cereus € uma das bactérias mais co-
mumente citadas como agente responsével por ca-
sos ou surtos de toxinfec¢bes de origem alimentar,
decorrentes principalmente do consumo de pratos
preparados ricos em carboidratos, entre cles deriva-
dos de cereais, massas alimenticias, produtos de
panificacdo, etc (1, 6, 8, 10, 20). '

O processo patol6gico ¢ caracterizado por duas
sindromes distintas, uma diarréica e outra emética,
sendo a sintomatologia provocada por toxinas di-
versas (10). No entanto, em ambos 0s casos é ne-
cessdria a multiplicagfio prévia da bactéria no ali-

mento, de forma a se alcangar populagdes finais su-
periores a 107 UFC/g (8, 10).

O “habitat” principal desta bactéria é o solo e
-a superficie de vegetais, estando amplamente dis-
seminada no ambiente natural, razio pela qual € fa-
cilmente isolada a partir de diferentes tipos de ali-
mentos, scjam eles matérias-primas ou produtos ja
industrializados. A este respeito, Furlanetto (5), re-
visando pesquisas desenvolvidas no Brasil,
menciona a presenga freqilente de B. cereus em ali-
mentos como produtos de merenda escolar,
alimentos desidratados, carnes moidas, queijo

_ frescal, etc.
Rabinovitch & col. (15), no Rio de Janeiro,

Parte de tese de mestrado da autora principal; drea de Concentragio em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Escola

Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, USP, Piracicaba, SP.
1 Eng® Agrénomo - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ-USP, Piracicaba, SP.
2 Instituto de Tecnologia de Alimentos-ITAL - Av. Brasil, 2880 - C.P. 139 - 13073 - Campinas, SP.
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detectaram B. cereus em frutas ¢ hortaligas, carnes
e produtos cdrneos, leite e derivados, cereais, condi-
mentos, molhos preparados, produtos de confeitaria
¢ de panificagao.

Delazari & col. (4), analisando produtos insti-
tucionais, constataram que B. cereus era a bactéria
potencialmente patogénica com maior incidéncia
nas amostras analisadas.

Os intimeros levantamentos efetuados tanto a
nivel nacional como internacional indicam que ce-
reais e produtos derivados, como farinhas e amidos,
estio entre os mais fregilentemente contaminados
por B. cereus. Assim, Rogers (16), nos Estados
Unidos da América, caracterizou como B. cereus
27,3% dos bacilos esporogénicos isolados a partir
de farinhas de trigo. J4 Kaur (11), na Inglaterra,
examinando amostras de farinhas coletadas nos
anos de 1978 a 1981, constatou indices de conta-
minagdo por B. cereus oscilando de 16 a 33%, com
valores médios de 23,5%. No Brasil, Uboldi Eiroa
& col. (21), pesquisando farinhas ¢ amidos, con-
stataram que B. cereus era o enteropatégeno poten-
cial isolado com maior freqii€ncia, sendo que em
alguns produtos a contagem média era superior a
10?2 UFC/g, com as percentagens de contaminagio
oscilando entre 6,6% (para a farinha de fubd) e 45%
(para a farinha de mandioca). Também Delazari &
col. (3), analisando 805 amostras de alimentos de-
sidratados, positivaram indices médximos de conta-
minagfo por B. cereus em farinhas de milho,
alcangando niveis de 90% de amostras positivas.

Estas considerag¢tes levam 2 suposicdo de que
o0 macarro seria um tipo de alimento industrializa-
do passivel de evidenciar contaminagio freqiiente
por B. cereus. Quando se considera que este ali-
mento é de amplo consumo pela populagiio e as
condicdes de seu preparo e manipulacdo nem sem-
pre sdo adequadas no aspecto higiénico-sanitdrio,
torna-se de interesse uma avaliagfio dos niveis de
contaminagfio do produto oferecido ao consumidor.

Além disso, para uma melhor compreensao
dos riscos eventuais deste tipo de alimento como
veiculo de toxinfecgdio alimentar seria fundamental
um conhecimento sobre a influéncia das condigtes
de preparo ¢ armazenamento dos macarrdes na so-
brevivéncia e/ou multiplicagfio da bactéria.

Assim sendo, a presente pesquisa foi conduzi-
da com os seguintes objetivos: a) Avaliagiio dos
niveis de contaminacio, por B. cereis, em massas
alimenticias de diferentes tipos ¢ produzidas comer-
cialmente; b) Estimativa do potencial de multipli-
cacdo de B. cereus, durante o preparo das massas
alimenticias para o consumo final.

Rev. Microbiol., Sdo. Paulo,21(3), 1990

MATERIAL E METODOS

A. Avaliacio da ocorréncia de Bacillus
cereus em macarrdes produzidos
comercialmente

Material

Foram analisadas amostras de macarrdes co-
merciais de quatro marcas diversas, sendo duas de-
las de massas com ovos e duas sem adigdo dos
mesmos. A partir da cada marca foi examinado um
total de doze amostras, coletadas quinzenalmente e
sempre em niimero de duas amostras por marca.
Nestas condig¢es, a cada quinze dias eram coletadas
oito amostras diversas ¢, apés trés meses de estudo
(6 épocas de amostragem), um total de quarenta e
oito amostras foi efetivamente examinado.

« Isolamento e identificacio de Bacillus
cereus

Os exames dos macarrdes foram efetuados com
a separagio de porcdes de 25 g das amostras, que
foram imediatamente homogeneizadas em liquidi-
ficador, com adi¢io de 225 ml de solugfo salina
peptonada (8).

A partir da diluigo inicial (10'!) foram prepa-
radas dilui¢des decimais sucessivas no mesmo di-
luente, seguido de inoculagfo superficial de placas
de Peitri, contendo o meio vermelho fenol — gema
de ovo-manitol-polimixina ¢ com incubagio das
placas a 30°C durante 48 horas (8, 17).

Apbs a incubagfo, as placas preparadas nas
vérias dilui¢Ges eram submetidas & contagem pre-
suntiva de coldnias tipicas de B. cereus, conforme
citado por Speck (17) e ICMSF (8). Em conti-
nuagiio, um niimero representativo destas colonias
era isolado em tubos de dgar nutriente inclinado,
seguido de incubagfio a 30°C durante 24 horas. A
seguir, estas colonias eram submetidas aos se-
guintes exames morfolégicos e bioquimicos, vi-
sando confirmar a presenga de B. cereus: coloragdo
de Gram, produgfio de esporos, motilidade (em gota
pendente ou meio semi-sélido), crescimento
rizéide, fermentagiio anacrébia de glicose, redugdo
de nitrato, reagfio de Vogces Proskauer ¢ decompo-
siciio da tirosina. As culturas caracterizadas como
bastonetes Gram-positivos, esporogénicos, mo-
veis, sem crescimento rizéide, capazes de fermentar
a glicose com produgdo de 4cido, reduzindo o nitra-
to a nitrito, rea¢dio de Voges Proskauer positiva e
decompondo a tirosina, eram consideradas como
tipicas de B. cereus (8, 17), calculando-se, com
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base na percentagem de culturas confirmadas e nas
contagens presuntivas nas diversas placas o
ntimero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)
de B. cereus por grama das amostras analisadas.

B. Multiplicacdo de B. cereus durante o
preparo do macarrio para consumo e
armazenamento do alimento ja preparado

Este estudo foi conduzido através de quatro ex-
perimentos diversos, sempre efetuados com duas
repeticdes, a saber:

B.1. Processamento, inoculagdio, coccio e
preparo de macarrdo contaminado com
aproximadamente 10* esporos de B.
cereus /g

O macarrdo utilizado neste experimento foi
processado na planta-piloto do ITAL, com conta-
minagfo inicial por esporos de B. cereus da dgua
utilizada no preparo da massa, de forma a assegurar
uma populagio de 10% esporos/g no produto ime-
diatamente apés a trefilagem e antes da secagem.

A suspensdo de esporos de B, cereus foi prepa-
rada pelo cultivo de cepa pertencente a colegfio de
culturas do ITAL em tubos contendo dgar nutriente
inclinado, com incubagfo a 30°C durante 72h. A
seguir, o crescimento superficial era removido pela
adi¢do de 5 ml de dgua destilada estéril a cada tubo,
sendo a suspensfo resultante recebida em frasco Er-
lenmeyer contendo pérolas de vidro. Antes da utili-
zagho, a suspensdo era submetida a um choque tér-
mico (80°C durante 15 min), visando destruir as
células vegetativas ¢ ativar os esporos para germi-
nacio.

O fluxograma de processamento do macarrio
obedeceu s seguintes etapas:

Homogeneizagdo da massa (misturadeira
FAMI) — Trelilagem e corte do macarrio (prensa
extrusora BRAIBANTI) — Sccagem (secador
estitico BRAIBANTI) — Embalagem (sacos
plésticos).

Maiores detalhes com relagfo a esta etapa sfio
descritos por Mc Knight et alii (12).

No experimento, foram separadas por¢des de
200 g de macarrfo, seguido de adi¢io de 1.800 ml
de 4gua, com posterior coc¢lio A temperalura de
ebuligfio, durante 20 minutos. Posteriormente, o
excesso de dgua foi drenado, o macarrdo foi acondi-
cionado em bandcjas de vidro (pirex), sendo as
mesmas recobertas com filme pldstico para evitar
desidratacfio, seguido de armazenamento a 30°C du-
rante 10 horas.
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As contagens de B. cereus foram efetnadas nos
intervalos de 0, 5 ¢ 10h de incubagfo, sendo utili-
zado o 4gar vermelho fenol-gema ovo-manitol-
polimixina, conforme descrito anteriormente na
pesquisa de macarrdes industrializados.

B.2. Processamento, coc¢io e preparo de
macarrdo, com posterior inoculacio de
103 esporos de B. cereus/g

Inicialmente, cocgdio de amostras de macarrdo,
nas quantidades, propor¢des e procedimento de pre-
paro idénticos aos descritos em B.1. A seguir, no
produto j& pronto para o consumo e resfriado, foi
feita a inoculagio de esporos de B. cereus, na pro-
por¢do aproximada de 103 esporos/g, com posterior
distribui¢io do macarrio em bandejas de vidro e ar-
mazenamento a 30°C durante 10 horas.

As contagens de B. cereus foram efetuadas nos
intervalos de 0, 5 ¢ 10 horas de incubagfo, de for-
ma idéntica a rclatada em B.1,

Neste experimento procurou-se ainda avaliar a
velocidade de multiplicagfio de B. cereus no ma-
carrdo inoculado, determinando-se, tentativamente,
o tempo de geracdo (g) da bactéria com base nas
contagens cfetaadas nos diferentes intervalos, usan-
do-se o procedimento recomendado por Stanier &
col. (18).

B.3. Inocula¢io de macarrdo, com
aproximadamente 103 esporos/g, seguido
de cocco e preparo.

Neste experimento, foram inoculadas porgtes
de 200 g de macarrdo com uma suspensio de espo-
10s de B. cereus, de forma a obter-se um nivel de
contaminac¢io de aproximadamente 10? esporos/g.
A seguir o macarrfo inoculado foi homogeneizado
com auxilio de bastdio de vidro, seguido de secagem
a tcmperatura ambicnte durante 30 minutos. Em
continuagfio, o produto inoculado foi submetido a
cocgdo ¢ preparo, de maneira similar 4 descrita em
B.1, sendo o produto {inal acondicionado em ban-
dcjas de vidro, armazenado a 30°C e com conlagem
de B. cereus nos intervalos de 0, 5 e 10h.

B.4. Presenca de esporos de B. cereus na
dgua drenada apdés a inoculagdo e coccio
do macarrio

Neste experimento, procurou-se avaliar a pre-
senga de esporos de B. cereus na dgua drenada ap6s
a coc¢do ¢ preparo do macarrdo. Os procedimentos
de inoculagfo do macarrfio e cocgio foram idénticos
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aos descritos em B.3, sendo feitas contagens de
esporos na dgua imediatamente apds o término da
cocgdo (20 min em 4gua a ebuli¢do), conforme me-
todologia descrita em B.1.

RESULTADOS

A. Avaliagcdo da ocorréncia de B. cereus
em macarrdoes produzidos comercialmente

Os resultados obtidos no levantamento da pre-
senca de B. cereus em amostras de macarrfo comer-
ciais constam da Tabela 1.

Tabela 1 — Incidéncia de Bacillus cereus em macarrdes
produzidos comercialmente.

Tipo Marcas N2 de amostras Amostras contaminadas
macarrio examinadas com B. cereus
Ne Yo
Com ovos I 12 6 50,0
it 12 8 66,7
Sem ovos I 12 9 75,0
I 12 12 100,0
Total 4 48 35 72,9

De inicio, pdde-se observar que a percentagem
média de contaminagfio dos macarrdes produzidos
comercialmente foi maior para as amostras sem
ovos (87,5%), sendo que para as pertencentes a
marca II evidenciou-se a presenca da bactéria em
todas as amostras analisadas. J4 nas amostras com
0vos, a percentagem de contaminagfio foi menor,
alcancando valores médios de 58,4%.

Na Tabela 2 pode-se observar a variagfio da
populacio de B. cereus nas amostras de macarrio
examinadas.

Tabela 2 — Distribuiciio da populagio de Bacillus cereus
em amostras de macarrdo comercial.
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Novamente constata-se que nas amostras posi-
tivas, a populagiio de B. cereus era usualmente
baixa, predominando valores na faixa 10'/102,
comparativamente aqueles acima de 10> UFC/g.

Além disso, os macarrdes com ovos revela-
ram populagdes mais baixas do que aqueles sem
ovos. Assim, enquanto, em média, 12,5% das
amostras com ovos apresentavam populacdes na
faixa 10%/10% UFC/g, 29,2% das sem ovos eviden-
ciaram resultados nesta mesma faixa.

B. Multiplica¢do de B. cereus durante o
preparo do macarrio para consumo e
armazenamento do alimento ja preparado

Conforme descrito anteriormente em Material
e Métodos, foi realizado um total de 4 experimen-
tos diversos, procurando avaliar o efeito do proces-
so de cocgéo e preparo do macarrdio, bem como de
seu armazenamento posterior, na microbiota de B.
cereus contaminante do alimento.

Na Tabela 3 sfo mencionados os resultados
obtidos nos ensaios de cocc¢fio ¢ preparo de ma-
carrio originalmente contaminado com aproxi-
madamente 104 esporos de B. cereus /g.

Tabela 3 — Contagens de B. cereus em macarrio origi-
nalmente contaminado, apds cocgfio, preparo e armazena-
mento a 30°C.

Contagens de B. cereus (UFC/g)

Eta

pa Ensaio 1 Ensaio 2
Macarrio seco, antes da
cocgio 59 x 102 6,7 x 102
Macarrdo imediatamente
apds cocgdo <10 <10
Macarrdo apés cocgiio e
armazenamento por 5 h a
30°C <10 <10
Macarrdo apds cocgio e
armazenamento, apés 10 h
a 30°C 3,2 x 107 2,6 x 103

Distribuigéic da microbiota

. Nede deB. cereus (UFC/g)

:I‘xpo de Marca' | amostras <10t |10' - 102} 102 - 10
amostra comercial zpajisadas [N %| N° %] Ne %
Com 1 12 6 50,0 4 33,3 2 16,7
ovos 11 12 4 33,3 7 58,3 1 8,3
Sem I 12 3 25,0 7 58,3 2 16,7
ovos I 12 0 — 7 583 5 41,7
Total 4 48 13 27,125 52,110 20,8

Os resultados evidenciam claramente que o
procedimento de cocgdo do macarrfo (20 min a
ebuligfio) teve um efeito deletério sobre a micro-
biota de B. cereus, embora ndo havendo destrui¢io
total dos esporos presentes, ja que apds 10h de in-
cubagdo a 30°C contagens positivas eram nova-
mente obtidas.

Na Tabela 4 constam os resultados obtidos em
macarrdo cozido e resfriado, com posterior inocu-
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Tabela 4 — Contagens de B. cereus em macarrio cozido,
resfriado e posteriormente inoculado com 103 esporos da
bactéria, seguido de armazenamento a 30° C.

Periodo de incubagio Contagens de B. cereus (UFC/g)

(h) Ensaio 1 Ensaio 2
0 32 x 103 6.7 x 102
5 1,3 x 108 54 x 103
10 2,6 x 107 6,1 x 106

lagdo de 103 esporos de B. cereus /g, seguido de ar-
mazenamento a 30°C.

Os resultados obtidos demonstraram ser 0 ma-
carrdo cozido um bom substrato para a multipli-
cacho de B. cereus.

Com base nestes resultados, calculou-se o
tempo de geragdo (g) da bactéria, obtendo-se va-
lores de 46,2 ¢ 45,6 min, nos ensaios 1 ¢ 2, re-
spectivamente,

Nos ensaios de inoculagfio do macarrfio seco
com aproximadamente 103 esporos de B. cereus /g,
seguido de cocgfio, preparado ¢ armazenamento, oS
resultados alcancados evidenciaram novamente o
efeito prejudicial da cocgfio do macarrdo nos espo-
ros de B. cereus contaminantes. Assim, partindo de
contagens iniciais de 3,7 x 103 ¢ 1,9 x 103 UFC/g,
nos ensaios 1 e 2, respectivamente, nfo s¢ conse-
guiu detectar microrganismos sobreviventes no
macarrfio cozido mesmo apds 5 e 10h de armazena-
mento a 30°C.

Finalmente, no (ltimo experimento, procu-
rou-se avaliar a presenga de esporos de B. cereus na
dgua drenada apés a cocgfio e preparo de macarrio
originalmente contaminado. ’

Partindo de amostras inoculadas de macarrio,
contendo B. cereus em nimeros de 1,2x 103 e 1,4
x 10® UFC/g, nos ensaios 1 e 2, respectivamente,
néo se conseguiu detectar sobreviventes na dgua de
drenagem remanescente do processo de cocgao, ob-
tendo-se, invariavelmente, contagens inferiores a
10 UFC/ml.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos no estudo da contami-
nacdo de macarrdes industrializados por B.cereus
evidenciaram a presenga constante da bactéria, em-
bora em niimeros normalmente nfio muito eleva-
dos. E interessante a constatagdo de que a presenca
de ovos na formulagdo nfio resultou em aumento
nos indices de contaminagZo; cabe, no entanto, des-
tacar que as amostras de macarrdes com ovos eram
procedentes de firmas de grande porte, com investi-
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mentos em controle de qualidade, o que nfio ocorria
nas amostras de macarrdes sem ovo. Assim sendo,
¢ possivel que as variagOes nas condi¢tes higiéni-
co-sanitdrias de produc¢fo e no rigor aplicado ao
controle de qualidade das matérias-primas e ingre-
dientes possam explicar parcialmente estas difer-
engas nos indices de contaminagfo.

Dentre as matérias-primas utilizadas na elabo-
ragfio dos macarrdes, a farinha de trigo constitui-se,
provavelmente, no principal veiculo de B.cereus,
conforme evidenciado por intimeros trabalhos efe-
tuados no Brasil e exterior (11, 15, 21). Outro as-
pecto importante & que a eventual multiplicacdo da
bactéria somente ocorre nas fases iniciais do pro-
cessamento, ou seja, nas operagdes de preparo da
massa, onde dgua e/ou ovos sdo adicionados a fa-
rinha, seguido de trefilagem e inicio da secagem;
conforme comprovado por Mc Knight (12), ap6s 3
h de secagem, o macarrfio ji apresenta atividade de
dgua inferior a 0,92, impedindo, assim, a multipli-
caclio de B.cereus.

Os padrdes microbiolégicos fixados pela Por-
taria 001 de 27 de janeiro de 1987 da Divisfio Na-
cional de Vigilancia Sanitdria de Alimentos —
DINAL estabelecem que para massas alimenticias
secas, com ou sem ovos ¢ sem recheio, € tolerdvel
a contaminacdo mdxima por B.cereus de 103 UFC/
g. Comparando-se este limite com os resultados
constantes da Tabela 2, observa-se que 100% das
amostras analisadas satisfaziam a legislac¢do vi-
gente,

No entanto, a avaliac@o do significado e risco
potencial de um alimento no aspecto de satde
publica nio deve limitar-se apenas ao estudo da sua
contaminagfo inicial, mas também a uma estimati-
va da sua adequagfio como substrato para a multi-
plicagdo dos contaminantes (veiculo ativo ou pas-
sivo) ¢ condigbes usuais de manipulagio e
manutenc¢io a que é submetido apés o seu preparo.
Assim sendo, os dados obtidos na segunda fase do
projcto merecem uma maior discuss?io.

De inicio, os experimentos referentes A cocgiio
e preparo de macarrdo previamente inoculado
com esporos de B.cereus (experimentos B.1 e B.3)
demonstraram de forma nitida que as condigdes de
tratamento térmico (20 min a ebuli¢io) tinham um
elcito deletério sobre os esporos contaminantes.
Assim, no experimento B.1, contagens de B.cereus
somente foram constatadas apds 10 h de incubago
do macarrdo a 30°C, ao passo que no experimento
B.3 tal fato nao foi verificado mesmo apds este
periodo de incubagio.

Dados experimentais indicam que células ve-
getativas de bactérias sdo facilmente destruidas em
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temperaturas acima de 65-70°C (19), evidentemente
nio sobrevivendo as condigtes de coc¢lio do ma-
carrdo. Por outro lado, os esporos ¢ entre eles os de
B.cereus sdo bem mais resistentes, embora com
variagtes em fungéo do substrato de aquecimento e
da cepa especifica da bactéria.

Segundo Stumbo (19), os valores "D121" osci-
lariam entre 0,03 e 2,37 min, com "z" variando de
7.9 2 9,9°C. De acordo com Gilbert & col. (7) e Par-
ry & Gilbert (14), os valores "D95" para B.cereus
variam entre 2,5 a 36,2 min e 5,0 a 36,0 min, re-
spectivamente. Ja Johnson & col. (9) constataram
valores menores, entre 1,2 a 20,2 min a 95°C, com
acentuada variagfo entre diferentes cepas.

A mengfo destes dados evidencia claramente
que temperatura na faixa de 100°C tem, definitiva-
mente, um efeito letal sobre os esporos de
B.cereus, com intensidade varidvel em fungfio da
cepa em estudo. Assim sendo, os resultados obti-
dos nos experimentos B.1 € B.3 e os dados da Ta-
bela 3 parecem coerentes com estas observagdes.

Com base nesta Tabela, a reduciio da popu-
lac#o inicial de esporos em 2 ciclos log (2 "D") j4
resultaria em uma microbiota sobrevivente de 5,9 ¢
6,7 esporos de B.cereus/g, nos ¢nsaios 1 e 2, re-
spectivamente, impossivel de ser detectada pela
metodologia de contagem utilizada, que assegura a
enumeracdo de uma microbiota minima de 10
UFC/g.

Por outro lado, a obtengdo de contagens apds
10 h de armazenamento evidencia que o processo de
cocgdo, embora de elevada letalidade, ndo conduziu
4 destrui¢do completa da microbiota contaminante.

No entanto, os resultados indicam que os ris-
cos de intoxicagfo alimentar pelo consumo de ma-
carrdes originalmente contendo populacdes de
B.cereus na faixa de 102-103 UFC/g seriam relati-
vamente remotos, uma vez que, mesmo apés o ar-
mazenamento durante 10 h a 30°C, populagdes re-
duzidas, na faixa de 103 UFC/g foram atingidas,
estando muito abaixo daquelas passiveis de provo-
car toxinfeccao.

Os resultados obtidos nos ensaios de conta-
gens de esporos de B.cereus na dgua de drenagem
proveniente da cocgfio do macarrfio (experimento
B.4) confirmaram que as baixas contagens nos ma-
carrdes apos a cocgfo eram devidas, fundamental-
mente, ao efeito térmico letal e nfo a uma agéo de
lavagem dos esporos presentes nas massas. A au-
séncia de detecgfio de B.cereus na dgua de drenagem
mesmo em amostras de macarrdes contaminados
com 10? esporos/g corroborou esta afirmativa.

Os resultados observados no experimento de
inoculagfio do macarrfio apds cocgdo ¢ preparo (ex-
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perimento B.2) evidenciaram ser este alimento um
bom substrato para a multiplicacio de B.cereus.

Os dados contidos na Tabela 4 confirmaram
que apds incubagfio dos macarrdes inoculados du-
rante 10 h atingiam-se populagtes de 2,6 x 107 ¢
6,1 x 106 UFC/g nos ensaios 1 ¢ 2, respectiva-
mente, com tempos de geragio (g) da bactéria de
46,2 ¢ 45,6 min, respectivamente.

A ripida multiplicagio de B.cereus em
substratos ricos em amido ja foi constatada por
outros autores, entre eles Morita & Woodburn
(13), que verificaram que populac¢Ses na faixa de
10° UFC/g eram atingidas em arroz cozido apds 7
a20ha23°Ce3ad% a43°C.

Bryan (2) num estudo sobre os principais fa-
tores responsdveis por surtos de toxinfecgtes de
origem alimentar nos Estados Unidos da América,
no periodo de 1977-1982, destacou que a refrige-
racdo inadequada, manutengfio de pratos preparados
a temperatura ambiente € espago de tempo superior
a 12 h entre preparo e consumo do alimento foram
fatores responsdveis por 40,9, 21,1 e 25,2% dos
surtos registrados, respectivamente,

Estes dados sdo importantes, quando se consi-
dera que provém de pais tecnologicamente adianta-
do e tradicionalmente rigoroso quanto as exigéncias
higi€nico-sanitdrias de manipulagfio dos alimentos.

Nestas condiges, o procedimento experimen-
tal de inocular pratos preparados, seguido de manu-
ten¢iio a temperatura de 30°C, na verdade simula
bem uma prdtica constatada fregiientemente na re-
alidade de cozinhas e restaurantes industriais.

Inquéritos epidemioldgicos tém revelado que
alimentos contendo populagtes de B.cereus iguais
ou superiores a 107 UFC/g siio potencialmente
téxicos (8).

Os dados experimentais da Tabela 4 permiti-
ram a determinaco do tempo médio de geracdo (g=
45,9 min) e da razdo de crescimento (U= 0,90 h-1)
do B.cereus desenvolvendo-se em macarrdo a 30°C.
Com base nestes dados, pode-se construir uma ta-
bela em que se determina o espago de tempo decor-
rente até que populagdes de B.cereus que oferecam
risco ao eventual consumidor do alimento scjam
atingidas. Em outras palavras, pode-s¢ calcular o
tempo necessdrio para um alimento infectado tor-
nar-se infeccioso ou téxico. A Tabela 5 clucida
melhor estas consideragdes.

Assim, para niveis baixos de contaminagfio
(107 UFC/g) populagdes de risco seriam alcangadas
ap6s 12,8 h de armazenamento, reduzindo-se este
espago de tempo para apenas 7,6 h quando popu-
lagBes de 10# UFC/g estivessem presentes inicial-
menle.
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Tabela 5§ — Relaglo entre grau de contaminagfo inicial
e perfodo de armazenamento do macarrdio a 30°C,
necessdrio para que populagbes de B. cereus na ordem de
107 UFC/g sejam alcangadas.

Contaminagfo inicial Perfodo de

(UEC/g) armazenamento (h)
102 12,80
103 10,20
104 7,60
108 5,11
106 2,55

Observagio: Valores calculados assumindo uma razio de
crescimento () = 0,90h1.

Quando se considera a precariedade das con-
digdes de manipulagio de alimentos em 1n0sso
meio, compreende-se que tais niveis de contami-
nagdo nio seriam dificeis de se constatar,

Em conclusio, os resultados da presente pes-
quisa revelaram a elevada ocorréncia de B.cereus no
macarrfo industrializado, embora em niveis de con-
tagem relativamente baixos. Por outro lado, com-
provou-se que os procedimentos de cocgdo do ma-
carrdo sfo altamente deletérios A bactéria. No
entanto, 0 macarrio preparado revelou-se um 6timo
substrato para a multiplica¢fio do microrganismo,
possibilitando que populagdes potencialmente
téxicas fossem atingidas ap6s curto periodo de ar-
mazenamento em condi¢des favordveis & bactéria.

SUMMARY

Bacillus cereus in Macaroni. II.
Occurrence in commercial products and
evaluation of its behavior in the
prepared food

The presence of B.cereus was evaluated in
commercial macaroni samples, made with and
without eggs. A total of 48 samples were ana-
lysed, with 8 samples being collected at 15 days
intervals during a 3 months period.

The presumptive B.cereus count was made in
phenol red egg yolk-polymyxin agar with incuba-
tion at 30°C during 48 h. Typical colonies were
isolated in nutrient agar slants and submitted to the
following tests: Gram strain, spore formation, mo-
tility, cultural aspect, glucose fermentation, nitrate
reduction, Voges Proskauer reaction and tyrosine
utilization.

Cultures characterized as Gram positive spore-
forming rods, motile, without rhizoid growth, fer-

274

Rev. Microbiol., Sdo. Paulo, 21(3), 1990

menting glucose, reducing nitrate, decomposing
tyrosine and with a positive V. Proskauer reaction
were confirmed as B.cereus .

The average contamination frequency by
B.cereus was 70.9%, varying between 58.3 and
87.5% in macaroni samples made with and without
eggs, respectively. It was noticed that 52.1% of the
samples showed populations between 10! and 102
CFU/g and 20.1% between 102 and 103 CFU/g.

The cooking procedures of the macaroni for fi-
nal consumption (20 min in boiling water),
showed a lethal effect to B.cereus with a high re-
duction of the initial population. However, after
being prepared, the macaroni was a good substrate
for B.cereus growth, with an average generation
time (g)= 45.9 min at 30°C. This result would per-
mit reaching a potentially toxic population (= 107
CFU/g) after 12.8, 7.6 and 2.5h storage at 30°C,
for initial contamination Ievels of 102, 104 and 10°
CFU/g respectively,
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SOBREVIVENCIA DE SALMONELLA SPP EM QUELJO MINAS PADRONIZADO
DURANTE A MATURACAO

Maria de Fitima Borges!
Sebastido Cesar Cardoso Brandio?
Adao José Rezende Pinheiro?

RESUMO

O estudo teve por objetivo o acompanhamento da sobrevivéncia de uma populago
mista de Salmonella typhi, S. typhimurium e S. dublin em queijos Minas
Padronizado durante a matura¢fio. A mistura de Salmonella spp foi inoculada ao leite
cru previamente a elaboragio dos queijos. Elaborou-se quatro tipos de queijos Minas
Padronizado, os quais representaram os seguintes tratamentos: a) queijo de leite
pasteurizado (controle); b) queijo de leite cru; ¢) queijo de leite cru tratado com 200
mg/1 de peréxido de hidrogénio (H,0,) e d) queijo de lcite cru tratado com 500 mg/1 de
H,0,. Os queijos elaborados foram maturados & temperatura ambiente (+ 25°C) por um
periodo de 60 dias. Nesse periodo, a intervalos de 15 dias, os queijos foram avaliados
quanto a presenga ou auséncia de Salmonella, contagem padrio em placas (UFC/g),
coliformes totais (NMP/g) e pH. No primeiro dia de maturac¢fo também foi avaliado os
teores de gordura e umidade dos queijos. As salmonelas sobreviveram, nos queijos, por
um periodo de 30-45 dias de maturagfo, independente dos tratamentos com HyO,. Isso
sugere que as transformagdes bioquimicas que ocorreram durante a matura¢io tornaram
0 queijo meio desfavordvel a sobrevivéncia desse grupo de bactérias patogénicas. A
contagem da populagfio de bactérias mesdfilas reduziu gradualmente, de 7,0 x 107 a 4,4
x 10 UFC/g, durante o periodo de maturagfio dos queijos. Os tratamentos do leite cru
com 200 ¢ 500 mg/l de H,O, foram eficazes na destrui¢do dos microorganismos
produtores de gds do grupo coliforme, o que preveniu o estufamento precoce dos
queijos durante a maturagdo. O teor de gordura dos queijos ndo foi afetado pelos
tratamentos com H,O,. Por outro lado, esses tratamentos com H,O,, aumentaram
significativamente o teor de umidade dos queijos. A cultura ldtica utilizada apresentou
boa qualidade e conferiu alta acidez aos queijos. Nestes, no primeiro dia de maturagio,
os valores de pH variaram entre 4,65 ¢ 4,69. A partir dai, esses valores aumentaram
gradualmente, chegando aos 60 dias de maturagiio dos qucijos, entre 5,52 ¢ 5,60.

1 Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura - EMBRAPA Caixa Postal 007 44380 - Cruz das Almas-BA,
Brasil.

2 Dept? de Teenologia de Alimentos - Universidade Federal de Vigosa - Campus Universitdrio 36570 - Vigosa - MG,
Brasil.
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INTRODUCAO

O queijo tem se destacado entre os derivados
laticos pelo seu alto teor de proteinas, entre outros
nutrientes. Com o desenvolvimento tecnolégicos
de sua produgfio surgiram, a nivel nacional
intimeras variedades, muitas delas com significado
apenas local, a exemplo do queijo Minas, o qual é
de maior consumo nacional, depois dos queijos
Prato e Mussarela. Esse queijo, que inclui os tipos
Minas Frecal ¢ Minas Padronizado (curado), é obti-
do, em porcéo considerdvel, a partir de leite cru,
principalmente nos estabelecimentos artesanais e
pequenas indistrias. Essa porgio, que é produzida
sem necessdrios cuidados higi®nicos-sanitdrios,
além do inadequado armazenamento ¢ transporte,
constitui, conseqiientemente, risco 2 sadide do con-
sumidor, em razfio da facil contaminagfio por mi-
croorganismos. Entre eles, ressaltam-se as bacté-
rias do género Salmonella, as quais podem prolife-
rar tanto na matéria-prima como no produto resul-
tante do processo (1).

As salmonelas nos alimentos constituem sério
problema & Saide Piblica por causarem toxin-
fecgdo alimentar (5, 7, 9, 15). Vérios pesquisadores
(10, 16, 18, 24) atribuiram, também a ocorréncia
de surtos de salmonelose ao consumo de vérios ti-
pos de queijos, como Cheddar, Blue Vein, Greek,
Brynza, Cottage, fabricados a partir de leite cru ou
de leite pasteurizado recontaminado. Os queijos so-
frem no entanto, védrias transformacgdes bio-
quimicas durante a fase de maturagfio inibindo o
crescimento de organismos patogénicos (6). O
Ministério da Agricultura (3) recomenda o consu-
mo de queijos de leite cru apés 90 dias de matu-
racio.

Considerando a inexisténcia de dados sobre a
ocorréncia de salmonelose causada pelo consumo
de queijo Minas, obtido de leite cru e julgando que
as bactérias causadoras dessa enfermidade represen-
tam um grande risco a saide do consumidor, efe-
tuou-se o presente trabalho com o objetivo de
acompanhar a viabilidade de uma populagfio mista
(10° cel/ml) de S. typhi, S. tuphymurium e S. du-
blin em queijo Minas Padronizado, durante a matu-
ragéo.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima — O leite utilizado na elaboragio
dos queijos foi coletado ao acaso, na usina de
laticinios da Universidade Federal de Vigosa-MG.
Em cada repeticdo, amostrou-se 30 litros de leite
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cru e 10 de leite pasteurizado. Essas amostras de
leite foram caracterizadas quanto a contagem padifo
em placa, coliformes totais, teor de gordura e pH,
segundo metodologia proposta pelo "Standard
methods for the examination of dairy products”
(15). Os resultados dessa caracterizagfo estfio apre-
sentados na tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios das caracteristicas micro-
biolégicas e quimicas do leite utilizadc na elaboragio dos
queijos.

Tipode Contagem Padrio Coliformes  Gordura pH

leite em placas totais (NMP/ml) (%)
(UFC/ml)

Pasteurizado 4,7 x 103 Auséncia 3,2 6,59

Cu 2,1 x 10° 52 x10° 4,0 6,47

Elaboragdo dos queijos — Elaborou-se quatro ti-
pos de qucijos Minas Padronizado, com trés repe-
ticdes, representados pelos seguintes tratamentos:
a) queijo de leite pasteurizado (controle); b) queijo
de leite cru; ¢) queijo de leite cru tratado com 200
mg/1 de peréxido de hidrogénio (H,0,) e d) queijo
de leite cru tratado com 500 mg/l de H,O5. O leite
cru destinado aos tratamentos b, ¢ e d foi inocula-
do com populagfio mista de Salmonella typhi, S.
typhimurium e S. dublin, obtida de culturas puras
fornccidas pelo Departamento de Bacteriologia da
Fundagfo Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro — R,
O in6culo foi preparado a partir de uma cultura
das trés espécies de Salmonella repicadas em caldo
nutriente e incubadas a 35 % 2°C por 4 horas. Foi
determinada a absorbincia a 420 nm(espectro-
fotdmetro Bauch & Lomb Spectronic 20), por
meio da qual calculou-se a populagfio de bactérias
por mililitro da cultura. Em seguida, esta foi adi-
cionada, ao lcite cru, em quantidade suficiente para
obter uma populagfio de, aproximadamente, 10°
cel/ml. A correlagiio entre absorbéncia ¢ populagfio
bacteriana foi determinada, pela curva de cresci-
mento de cada espécie de Salmonella bem como da
mistura das mesmas, efetuando-se a contagem de
Salmonella em placas (1écnica da microgota) para-
lelamente 4s leituras de absorbincia.

Nos tratamentos ¢ ¢ d, ap6s a estabilizagdo do
inéeulo, foi adicionado 200 e 500 mg/1 de H,0, pa-
dronizado, respectivamente, por uma hora a 32°C,
estes tratamentos receberam catalase comercial, ob-
tida de figado bovino (Sigma Chemical Company
USA), em quantidade suficiente, de acordo com sua
atividade, para decompor o H,O, remanescente em
20 minutos. Essa decomposicdo foi confirmada
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pela reacio de amido-iodeto de potdssio (13).

A seguir, procedeu-se & elaboragio dos queijos
Minas Padronizado conforme, metodologia tradi-
cional (19) com algumas adapta¢des necessdrias
a0s propdsitos dos tratamentos ¢ ¢ d. Nestes trata-
mentos, utilizou-se trés vezes a quantidade de cul-
tura lética (Streptococcus lactis e S. cremoris) re-
comendada e duas vezes a de coalho (HA-LA-
Christian Hansen) para coagular o leite.

Andlise dos queijos durante a matura¢do — Os
queijos foram maturados a temperatura ambiente,
durante 60 dias. Neste periodo, os mesmos foram
submetidos a avaliagdes microbiolégicas, fisicas e
quimicas.

A pesquisa microbiolégica baseou-se na conta-
gem total em placas (UFC/g), coliformes totais
(NMP/g) e na confirmagio da presenga ou auséncia
de Salmonella. Esta pesquisa foi efetuada a interva-
los de 15 dias, durante 60 dias. Amostra representa-
tiva de 25g de queijo, retirada com auxilio de um
coletor de amostra de 5 ¢cm de profundidade, foi adi-
cionada a 225ml de dgua peptonada tamponada es-
téril e misturada em liquidificador (copo de vidro,
previamento esterizado) a baixa rotagfio, por 2 mi-
nutos, procurando evitar aquecimento excessivo. A
partir desse homogeneizado (dilui¢fio 1:10), reali-
zou-se a pesquisa de Salmonella, segundo recomen-
dacOes da “International Dairy Federation” (11),
empregando-se as etapas de pré-enriquecimento em
dgua peptonada, a 35 + 2°C por 24 horas de incu-
bagfo; enriquecimento seletivo em caldo tetrationa-
10, a 42°C ¢ caldo selenito cistina, a 35 + 2°C, por
24 ¢ 48 horas; isolamento em meios sélidos seleti-
vos: dgar bismuto sulfito e dgar verde brilhante
vermelho de fenol, a 35°C por 24 horas; repique de
6 a 10 coldnias tipicas de Salmonella, de cada
meio s6lido seletivo, em meio diferencial de 4gar
triplice agucar-ferro, a 35°C por 24 horas. Em se-
guida, as culturas tipicas foram submetidas a carac-
terizagdo bioquimica pelos teste: H,S, urease, des-
carboxilag#o da lisina, Voges-Proskauer, beta - ga-
lactosidase e indol ¢ confirmagéo soroldgica com
antissoro polivalente flagelar e somdtico de Salmo-
nella. Neste homogeneizado quantificou-se, ainda,
a populagfo bacteriana total (UFC/g) bem como a
de coliformes, (NMP/g), conforme metodologia do
“Standard methods for the examination of dairy
products” (14).

As avaliagdes {isicas e quimicas constaram das
seguintes andlises: umidade, gordura e pH (14). Es-
tas andlises foram realizadas apenas no primeiro dia
de maturagéo, exceto o pH que foi avaliado tam-
bém, aos 15, 30, 45 e 60 dias.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados referentes a pesquisa de Salmo-
nella nos queijos Minas Padronizado, durante a ma-
turacdo, estfio apresentados na tabela 2. Observa-se
que as salmonelas foram eliminadas entre 30-45
dias de maturacéo independente dos tratamentos
com H,0,. Isso sugere que as concentragdes de 200
¢ 500 mg/l de HyO, niio foram eficientes na des-
trui¢@o das salmonelas inoculados no leite destina-
do a elaboragfio dos queijos. Esse resultado era es-
perado, uma vez que esse grupo de bactérias néio é
afetado por tais concentragdes, a 32°C (2,8). No
entanto, o tratamento do leite cru com esse agente
antimicrobiano, teve como objetivo a redugdo ou
até mesmo a eliminagfio de microorganismos pro-
dutores de gds, tais como os coliformes, prevenin-
do-se, dessa forma, o estufamento precoce dos quei-
jos, 0 qual impediria a maturacfo, inviabilizando o
estudo do efeito desta sobre Salmonella.

Tabela 2 — Confirmagio da presenga ou auséncia de
Salmonella em queijo Minas Padronizado durante maturagio
4 temperatura ambiente.

Queijos Dias de maturagio Salmonella sp
01 Ausente
Queijo de leite 15 Ausente
pasteurizado 30 Ausente
45 Ausente
60 Ausente
01 Presente
15 Presente
Queijo de leite cru 30 Presente
45 Ausente
60 Ausente
01 Presente
15 Presente
Queijo de leite tratado 30 Presente
com 200mg/l IO, 45 Ausente
60 Ausente
01 Presente
15 Presente
Queijo de leite tratado 30 Presente
com 500 mg/1 11,0, 45 Auscnte
60 Ausente

O periodo de sobrevivéncia das salmonelas nos
queijos Minas Padronizado pode ser considerado
curto quando comparado com o de outras variedades
de queijos como Cheddar, Greek, Brynza (10, 18,
24). Campbell e Gibbara (4) detectaram a prescnga
de S. typhi em queijo Cheddar, por um periodo de
3 meses, quando armazenado a 15°C. Esse menor
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periodo de sobrevivéncia das salmonelas nessa va-
riedade de queijo, pode ser atribuida ao tipo e quali-
dade da cultura litica utilizada, a temperatura de
maturagdo e A transformagGes bioquimicas que
ocorrem durante a maturagfo do produto.

A cultura ldtica utilizada na elaboragfo dos quei-
jos apresentou 63°D de acidez. Essa 6tima atividade
acidificante, favoreceu a produgfo de 4cido latico, 0
qual conferiu alta acidez aos queijos. Nestes, no pri-
meiro dia de maturagfo, os valores de pH variaram
entre 4,65 ¢ 4,69, A partir daf, esses valores aumen-
taram gradualmente, chegando aos 60 dias de matu-
racdo dos queijos entre 5,52 e 5,60. Vérias pesquisas
tém revelado que a cultura ldtica inibe efetivamente,
patégenos como Salmonella em queijos em decor-
réncia da produgfo de 4cido latico que reduz o pHee,
conseqiientemente, aumenta a acidez, além da pro-
dugiio de outros metdbolitos antimicrobianos como
o H,0, e antibidticos (17, 21, 23).

Os queijos foram maturados 4 temperatura am-
biente, aproximadamente 25°C. Essa temperatura
pode ser considerada alta em relacfio as empregadas
na maturagfo de outras variedades de queijos, que de
maneira geral, varia entre 4 a 16°C. Alguns au-
tores (4, 10) revelaram que o tempo de sobrevivén-
cia de Salmonella em queijos é inversamente pro-
porcional a temperatura de maturagfo. Goepfert et
al. (10) detectaram a presenga de S. typhimurium
em queijos Cheddar por um periodo de 3 meses
quando maturados a 13°C e 4 meses nos maturados a
7°C. O mesmo comportamento foi observado com
S. typhi também em queijos Cheddar, onde esta per-
maneceu vidvel por 3 meses nos queijos maturados
a 15°C e durante 10 meses nos maturados a 5°C (4).
Essa maior viabilidade de Salmonella em queijos
maturados a temperaturas mais baixas é atribuida 2
capacidade dessas bactérias tolerarem tais temperatu-
ras por periodo relativamente longo (7, 15) ¢ a me-
nor atividade dos microrganismos l4ticos.

Durante a maturago dos queijos além das en-
zimas que decompdem a lactose, principalmente,
em 4cido l4tico, as bactérias laticas produzem pro-
teases ¢ lipases, as quais hidrolizam as proteinas a
peptonas, polipeptideos, aminodcidos, entre ou-
tros, e as gorduras a 4cidos graxos. Segundo Chap-
man & Sharp (6), essas transformacdes bio-
quimicas tornam o quéijo um meio adverso a
sobrevivéncia de microrganismos patogénicos.

Os resultados referentes & contagem de popu-
lagdo de bactérias meséfilas presentes nos queijos,
durante o periodo de maturagfio, estiio apresentados
na figura 1. Observa-se uma redugfio média, de 7,0
x 107 a 4,4 a 10* UFC/g, do primeiro ao sexagési-
mo dia de maturagfo. Essa redugfio foi gradual e as

Log. do Nf;mero de Bactérias/grama
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Figura 1 — Variagio da populagio bacteriana total dos
queijos durante a manutengio 3 temperatura ambiente.

I L L (]
¥ T L4 T

1 15 30 45 60
Dias de maturagio

Queijo de leite pasteurizado
== =~ Queijo de leite tratado com 200 mg/l de HO,
=" Queijo de leite tratado com 500 mg/l de HO,
""""" Queijo de leite cru

variagdes populacionais entre os diferentes tipos de
queijos, em cada intervalo de tempo, nio foram
significativas a nivel de 5%, pelo teste de Tukey,
indicando que a destrui¢fio dos microorganismos
ndo variou com o tipo de queijo ¢ sim com o
periodo de maturacdo. Por outro lado, a redugfio da
populacdo de coliformes variou em funcfo de tipo
de queijo, ou seja, conforme o tratamento dado a
matéria-prima. Os queijos obtidos de leite cru, isto
é, sem tratamento algum, apresentaram maior
nimero de coliformes, 350 NMP/g, no primeiro
dia de maturago, os quais foram reduzidos a 5 no
décimo quinto dia e nfio foram mais detectados aos
30 dias. O tratamento do leite cru com 500 mg/1
de H,0, resultou num produto com apenas 5
NMP/g, no primeiro dia de maturacfo, isso repre-
sentou uma redugdo de 98% da populagio de coli-
formes em relagdo aos queijos obtidos a partir de
leite cru. A concentragdio de 200 mg/1 de Hy,O,
também exerceu grande efeito bactericida sobre os
coliformes reduzindo-os a 25 NMP/g, aos 15 dias
de maturacfo. A presenca de coliformes ndo foi
mais detectada, aos 15 dias de maturagfo, nos quei-
jos obtidos a partir de leite tratado com H,0,. O
ntimero de coliformes, presente nesses queijos, estd
dentro dos limites permitidos pela Divisdo Nacio-
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nal de Vigilancia Sanitiria de Alimentos (3). Em
estudos realizados por Velloso (25) também foi
constatada acentuada redugfio de populagiio de coli-
formes, em queijo Minas Padronizado obtido de
leite tratado com 200 mg/1 de H,0,, a 37°C, por
30 min e redugdo total, a 50°C, por igual periodo
de tratamento. .

O teor médio de gordura dos queijos, no pri-
meiro dia de maturagfo, variou entre 28%, nos quei-
jos de leite pasteurizado (controle), € 32% nos leite
cru integral. O menor teor de gordura dos queijos de
leite pasteurizado é fungfio da gordura desse leite ser
padronizada em 3,2%. O fato dos trés tipos de quei-
jos obtidos de leite cru integral terem apresentado
igual teor de gordura, sugere que esse componente
ndo foi afetado pelos tratamentos com H,0,. Outros
autores (8, 13, 22) também observaram que o H,O,
nZo exerce influéncia sobre a gordura lactea.

A porcentagem média de umidade dos queijos,
no inicio da maturagfo, variou entre 37%, nos
queijos de leite cru, € 43%, nos de leite tratado
com 500 mg/1 de H,O,. Os queijos de leite pasteu-
rizado e de leite tratado com 200 mg/l de H,0,
apresentaram 38 ¢ 39% de umidade, respectiva-
mente. A variagfo no teor de umidade dos queijos
de leite tratado com 500 mg/l de H,0O, foi signifi-
cativa a nivel de 5%, pelo teste de Tukey. Acredita-
se que a maior umidade dos queijos de leite tratado
com H,0, seja devida a formac#io de 4gua durante a
decomposicio desse agente germicida. Maior teor
de umidade em queijos elaborados a partir de leite
tratado previamente com HyO,, também foi consta-
tado por outros pesquisadores (12, 22, 25).

Os queijos nfo foram avaliados sensorial-
mente, durante o periodo de maturagio, em virtude
da inoculag@o com Salmonella; no entanto, pode-se
observar que aqueles com 500 mg/l de H,O, apre-
sentavam-se mais imidos ¢ com defeitos de corpo
e textura. Segundo Roundy (20) e Kosikowski (12)
queijos com umidade elevada, em adiantado estdgio
de maturagfo, apresentam sabor amargo e maior
macicz. Essas caracteristicas sensoriais, também
foram observadas em queijos Minas Padronizado
fabricados com leite tratado previamente com 400 ¢
600 mg/l de H,O, e maturados a 12°C (25).

SUMMARY

Survival of Salmonella in standard
Minas cheese during maturation

The survival of a mixed population of Salmo-
nella typhi, S. typhimurium and S. dublin in
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Standard Minas cheeses during maturation was fal-
lowed. The Salmonella mixture was inoculated into
the raw milk before chesse formation. Four types of
cheese were formed a) from pasteurised milk (con-
trol), b) from raw milk, ¢) from raw milk treated
with 200 mg/l of hydrogen peroxide (H,O,) and d)
from raw milk treated with 500 mg/1 of H,O,. The
formed chesses were matured at room temperatures

(£ 25°C) for a period of 60 days. During this period,
at intervals of 15 days, all were evaluated for the
presence or absence of Salmonella, on standard plate
counts (CFU/g), for total coliforms (MPN/g) and
for pH. On the first day of maturation fat and water
contents were also determined. The Salmonella sur-
vived for 30 - 45 days of the maturation period, in-
dependently of the H,O, treatments. This suggests
that the biochemical transformations that occurred
during this time turned the cheeses into an unfa-
vourable medium for the survival of this group of
pathogenic bacteria. The population count of meso-
phillic bacteria felt gradually, from 7.0 x 107 t0 4.4
x 10* CFU/g, during the course of maturation. The
treatments of raw milk with 200 and 500 mg/l of
H,0, were effective in the destruction of gas pro-
ducing microorganisms of the coliform group, pre-
venting the precoccious swelling of the maturing
cheeses. The fat content of the cheeses was not af-
fected by these H,0, treatments but, on the other
hand, they significantly increased their water con-
tent. The lactic culture used in the elaboration of
the cheeses displayed good quality and conferred on
them high acidity. On the first day of maturation
pH values varied between 4.65 and 4.69. From
then onward these values increased gradually, reach-
ing between, 5.52 and 5.60 after 60 days.
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PATOGENICIDAD DE CEPAS DE MICROSPORUM FULVUM, AISLADAS DE

SUELOS TRATADOS CON HERBICIDAS*

Delia P. Alvarez
Y Alicia G. Luque

RESUMEM

Cepas de Microsporum fulvum, que se aislaron de sueclos cultivables, sin
tratamiento desmalezante y con la aplicacién de los herbicidas, Metribuzin, Atrazina y
Alachlor, fueron estudiadas con el fin de conocer, si la accién fitotéxica de tales
agroquimicos, modificé la capacidad infectante de las mismas. Para ello se inocularon
cuatro lotes de cobayos, con un homogeneizado en gel de agar de parte del desarrolo de
€sas cepas en sabouraud-glucosa. La inoculacién se practic6 en la zona de los flancos,
previo rasurado y escarificacion. De acuerdo a la sintomatologia de las lesiones
provocadas, las cepas de M. fulvum obtenida de suelos con Atrazina, produjo una
marcada reacci6n ulcerante, con prolongada alopecia en la zona de inoculacién. A su vez
se determiné la capacidad queratinolitica de tal desarrollo, practicado en un medio
liquido que contiene como fuente nitrogenada un triturado de astas de vacunos y pelos
de caballo, con incubaci6n a 28°C, durante 60 dias. En alicuotas de 10 ml que se
tomaron de esos cultivos, y los correspondientes testigos, fue valorada la activiudad
queratinolitica, como asf también los compuestos azufrados resultantes de la misma.
Para la primera determinaci6n se usé como sustrato cortes de pelos de cobayos blancos,
en medio liquido, determindndo-se el contenido de proteinas espectrofotométricamente a
280 nm. En base a la accién reductora de los radicales sulfhidrilos de la cisteina y
S-sulfocisteina sobre el 4cido fosfotingstico, fueron valorados los compuestos
sulfhidrilados, productos de la queratinolisis. Los datos del ensayo enzim4tico de la cepa
aislada de suelos tratados con Atrazina, mostraron valores significativamente superiores
a los obtenidos para los controles. Esas determinaciones se corresponden con la més
alta concentracién de los compuestos sulfhidrilados resultantes. Este comportamiento
nos lleva a considerar a esos cultivos de M. fulvum como una mutante bioquimica con
manifestacién de un fenotipo virulento, originado por los cambios ambientales
producidos al incorporarse a los suelos un biocida vegetal como Atrazina.

Palabras clave: suelos, herbicidas, hongo queratinolitico, Microsporum fulvum,
patogenicidad - actividad queratinolitica.

INTRODUCCION procesos de germinacion, crecimiento (2), querati-
nolisis (3), y utilizacién de nutrientes(1), en un
En trabajos anteriores, hemos estudiado, las grupo de cepas flngicas que constituye la pobla-

alteraciones que los herbicidas preemergentes: Atra- ci6n microbiana queratinolitica de los suelos y que
zina, Metribuzin y Alachlor, producen sobre los a la vez son potencialmente patégenas para el
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hombre y los animales, reconociéndoselas, en ese
caso, como dermatofitos.

Los resultados obtenidos, de tales estudios
motivaron el interés por observar el comporta-
miento de esas cepas en cuanto a su capacidad in-
fectante al ser inoculadas en animales de laborato-
rio. Para ello se desarrolé un plan de experiencias
empleando colonias de Microsporum fulvum, las
mds frecuentemente obtenidas de la siembra de sue-
los con y sin aplicacién de los herbicidas antes
mencionados.

En trabajos de Weitzman y col. (12), Gordon
y col. (5), se comparé la patogenicidad del desarrol-
lo teleomérfico de M. Fulvum, Nannizzia fulva,
con otras formas sexuadas del complejo M. gyp-
sem y obtuvieron que Nannizzia incurvata y Nan-
nizzia gypsea eran mds infectantes que N. Fulva,
tanto en conejos como en cobayos. Asimismo en
los casos en que se ha efectuado la identificacion
genética de las cepas de ese complejo, aisladas de
infeccién humana, muestra a N. fulva como la me-
nos virulenta,

En este aspecto estudiosos de Weigl (11) con
mutantes de M. gypseum, determina que la mani-
festacién de virulencia puede estar significativa-
mente influenciada por cambios en la informacién
genética, ligados a variaciones morfolégicas y bio-
quimicas, de ral manera, que si estas se hacen re-
versibles, puede modificarse el grado de patogenici-
dad. El rango de esas variaciones puede se amplio
como sus manifestaciones fenotipicas, teniendo en
cuenta no solo el atgente, sino las condiciones de
su interrelacién con el huésped.

Poder observar la capacidad infectante de las ce-
pas de M. fulvum, que muestran un efecto selectivo
y de adaptacién a los cambios que acompafian a los
tratamientos herbicidas, de uso corriente en suelos
agricolas, constituye el objetivo de este estudio.

MATERIAL Y METODO

Las cepas de M. fulvum aisladas por la técnica
del anzuelo queratinoso de parcelas correspon-
dicntes a suelos sin tratamiento desmalezante;
Cepa n? 1; con aplicacion de Alachlor; Cepan® 2;
Metribuzin, Cepa n® 3 y Atrazina, Cepa n® 4, a los
cuarenta dias de la utilizacién de esos herbicidas.
Alvarez y col. (1). A partir del desarrollo de las
mismas con 15 dfas de incubacién a 28°C en me-
dio de agar sabouraud glucosa, se prepard el mate-
rial a inocularse; para ello, secciones de la capa mi-
celial, equivalente a 1 cm?2 de su superficie, fueron
homogeneizadas en gel de agar. Tal homogeneizado
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se aplicé en un lote de cobayos, entre 300 y 400 g
de peso, previo rasurado y escarificacién de un sec-
tor de los flancos, con limite circular y de aproxi-
madamente 2 cm de didmetro.

Se control6 diariamente la dermatofitosis asi
provocada, con el registro de 1a sintomatologia cor-
respondiente y al observarse la misma, se practicd
la extraccién de material de piel de la zona afectada
para su estudio micolégico, en base a exdmenes
microscépios de ese material, con KOHal 20% y
colorante Gueguén; cultivos en agar sabouraud glu-
cosa, agar sabouraud cloromicetina, lactrimel, para

-obtener el aislamiento y realizar las observaciones

macro y micromorfolégicas de las cepas de prueba.
Tales estudios se repitieron semanalmente, hasta
remision total de la lesién.

A 1a Cepa n® 4 obtenida de suelos con Atrazi-
na, y que mostrara mayor virulencia, fue determi-
nada su actividad queratinolitica y la concentracién
de los compuestos sulfhidrilados solubles que se li-
beraron en el medio de cultivo, durante la querati-
nolisis, haciéndolo comparativamente a la Cepa n®
1, aislada de la parcela sin herbicida.

Con cultivos de ambas cepas en agar sabou-
raud glucosa y a los 15 dias de desarrolio a 28°C,
se prepard utilizando agua destilada estéril y con
agitacién en el Vortex, una suspensién de 1 x 108
macroconidios, por contajes en cdmara de Neu-
bauer. Tal indculo fue sembrado por triplicado en
150 ml del medio de sales y queratinas, compuesto
de Mg SO4 . 7 H20; 5 g, KH2PO4: 0,5 g,
k2HPO4; 0,5 g, thiamina . HCI: 100 pg, triturado
de astas de vacunos y pelos de caballo: 2,5 g, para
1.000 ml de agua destilada. Durante sesenta dias,
se incubaron los cultivos a 28°C, manteniéndose
constante el volumen del medio.

A intervalos de 7, 15, 30, y 60 dias se separa-
ron 10 ml de tales cultivos, y previa centrifugacion
en frio, 15.000 r.p.m. a 4°C, 15 minutos y filtrado
en Millipore: 0,45 u se procedi6 a valorar en esa
muestra la actividad queratinolitica y los compues-
tos azufrados resultantes de la misma,

Para la primera determinacion se sigui6 la téc-
nica de Takiuchi y col. (10). El sustrato para ese
ensayo enzimdtico, se prepard con cortes de pelos
de cobayos blancos de 1-2 mm, desengrasados com
metanol-cloroformo al 50%; luego de sucesivos la-
vados con agua y una vez secos al aire, se esterili-
zaron con 6xido de etileno, dos horas. 50 mg de
ese sustrato queratinoso fue agregado a 2 ml del fil-
trado diluido con 4 ml de un buffer de fosfatos 28
mM a pH 7,8. La mezcla fue mantenida durante 4
horas en un bafio de 37°C. Después de eses tiempo
y previo filtrado fue valorado el contenido proteico
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espectrofotométricamente a 280 nm. Como con-
trol, igual volumen del filtrado, se llevé a ebulli-
cién, previo al ensayo, ademds del testigo, con el
sustrato queratinoso en el buffer de fosfatos.

Un incremento de 0,100 de 1a absorbancia fue
equivalente e una unidad de queratinsas: UK y la ac-
tividad especifica se expresé como UK por mg de
proteina. El contenido de la misma fue determinado
por Merckotest para proteinas de Diagndstica Merck.

Para la valoracién de los compuestos sulfhidri-
lados, se utiliz6 la técnica de Shinohara y Padis
(9), basada en la accién reductora de los radicales
sulfhidrilos, de la cisteina, S-sulfocisteina, sobre el
dcido fosfotingtico. Las lecturas se hicieron en un
espectrofotdmetro a 600 nm, y dadas un ug de
cisteina, de cuerdo a una curva de calibracién previ-
amente efectuada.

RESULTADOS

Los signos registrados, durante la evolucién de
las lesiones provocadas experimentalmente, estin
indicadas en la Tabla n® 1.

De acuerdo con ellos, la Cepa n® 1 de
M Fulvum, aislada de suclos sin tratamiento her-
bicida, provoc6 escasa reaccién en los cobayos in-
oculados ya que al cabo de dos semanas, no se ob-
serva reaccién alguna, y en menor grado la Cepa n®
2, que se muestra muy poco virulenta. Por el con-
trario, las infecciones producidas por las Cepas n?
3 y n® 4, provenientes de suelos con Metribuzin y
Atrazina, manifestaron una marcada reaccién tisu-
lar, sobre todo por el dltimo inoculante con
respuesta inflamatoria exudativa, y posterior necro-
sis, que determind la formacién de una placa alo-
pécica, observada hasta los 45 dias del control de
los animales.

Las primeras reacciones en la zona inoculada
con material de las Cepas n® 1 y n® 2, comezaron a
observarse a los 7 dias de provocada la lesién, lo
que no ocurrié con las Cepas n® 3 y n® 4, que més
tardiamente, a los 15 dias, iniciaron una aciién so-
bre el huésped, mucho mas agresiva.

En los exdmenes micolégicos practicado, pudo
observarse, tanto en las escamas, como en los pe-
los extraidos, formas filamentosas y de arthroconi-
das, predominando éstas dltimas, en el material ex-
trafido de las lesiones mds inflamatorias, como
indice del tipo de interrelacién con el huésped.
Tales observaciones se negativizaron entre 7 y 10
dfas anteriores a la curacion de la zona afectada; de
igual modo los cultivos en medios de agar sabou-
raud glucosa y lactrimel. El estudio macro y mix-
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Tabla 1-— Caracteristicas clinicas y micol6gicas de las
lesiones producidas experimentalmente, en un lote de co-
bayos por cepas de Microsporum fulvum.

Cepa n? 1, aislada de suclos sin tratamiento herbicida; con

aplicacién de Alachlor, Cepa n® 2; Metribuzin, Cepa n® 3,
y Atrazina, Cepa n® 4.

Cepan®1 Cepan®2 Cepan®?3 Cepan®4

Periodo de i-
niciacién de
las lesiones

(en dias) 7 7 15 15
Eritema - - +
Descamacién + + ++

Formacién de

escamocostras - - + +
Inflamacién - - + A+
Ulceracién - - - ot
Alopecia - - - +
Diseminacién - - - -
Elementos

fingicos en

escamas + - + +
Elementos

fingicos en

pelos + - + +
Cultivos + - + +
Curacién (en

dias) 15 10 30 60

cromorfolégico de esos desarrollos, no mostraron
diferencias con el crecimiento primario. Ninguno
de los animales presenté diseminacién de las le-
siones en otra regién ademds de la inoculada.

En cuanto a la valoracion de la actividad que-
ratinolitica, los datos obtenidos, al relacionar acti-
vidad especifica (las unidades de queratinasas por
mg de proteina), y los tiempos del dosaje, como lo
muecstra la Figura 1, son significativamente
mayores para la Cepa n® 4, comparandolos con los
correspondicntes a la Cepa n® 1, en todos los inter-
valos del seguimiento, alcanzando un valor
mdximo a los 30 dias de iniciado el ensayo.

Estas determinaciones se corresponen con la
mds alta concentracién de los compuestos sulfhi-
drilados, resultantes de la actividad queratinolitica
correspondiente a la Cepa n® 4 en relacion con la
Cepa n? 1, tal como lo muestra la Figura 2.

DISCUSION

Las cepas de M. fulvum estudiadas mostraron
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 1 y Figura 2 — Datos prometido de tres determinaciones de la actividad queratinolitica (Figura 1) y de los
compuestos sulfhidrilados resultantes, equivalentes a cisteina (Figura 2), en cepas de Microsporum fulvum aisladas de sue-

los sin tratamiento herbicida y con aplicacién de Atrazina.

al inocularse experimentalmente en cobayos, un
rango de patogenicidad variables de acuerdo a la
procedencia de tales aislamientos. El tipo de res-
puesta observada, se correspondié con el gradiente
de proteasas queratinoliticas producidas por los dos
desarrollos que mostraron escasa y muy marcada re-
accién tisular, respectivamente. Tal actividad en-
zimdtica reviste especial importancia, no solo para
la penetracién en el tegumento del huésped, sino
también en la capacidad invasiva a través del mis-
mo, tal como lo demuestran, los trabajos de Grappel
y col. (6), Gordon y col. (§), Minocha y col. (7).

Si bien se han mencionado estudios con ani-
males de laboratorio, sobre patogenicidad de la for-
ma sexuada de M. fulvum, cabe sefialar al respecto,
que al no identificarse teleomérficamente todas las
cepas de M. gypseum, aisladas de lesiones tanto en
el hombre como en los animales, se carece de da-
tos, sobre el real poder infectante de las tres espe-
cies que componen el llamado M. gypseum.
Asimismo, estudios de Punsola y Guarro (8) refier-
en una particular distribuicién de los desarrollos
sexualmente compatibles de esas especies, de
acuerdo a caracteristicas geograficas y de los suelos

que constituyem su reservorio.

En nuestra experiencia, las cepas empleadas, a
excepcidn de la que se obtuvo de parcelas sin trata-
miento herbicida, han recibido la accién de tales
compuestos, los que ademds de un efecto selectivo,
pudieron provocar en la especie estudiada, mutantes
bioquimicas, que como se sefialara, inciden en los
factores de patogenicidad, a nivel enzimético, in-
munoldgico, danto fenotipos con un diferente ran-
go de virulencia, de acuerdo a los cambios ambien-
tales producidos, los que en este caso, se pudieron
dar al incorporarse a los suelos biocidas vegetales
como Atrazina, Metribuzin y Alachlor.

SUMMARY

Pathogenicity of Microsporum fulvum

isolated from soil treated with herbicidas.

Strains of Microsporum fulvum, isolated from
agricultural soils which had no herbicides treat-
ment and had herbicides applied — Metribuzin, At-
razina. Alcahlor — were studied to know if the fit-
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otoxic action of such agrochemicals modified the
infectant capacity of them. Four lots of guinea
pigs were inoculated with a homogeneized agar gel
from part of the development of those strains
growth os Sabouraud-glucose. The inoculation was
carried on in flanks after sheared and scarification.
: According to the symptoms of the provoked
lesions, the M, fulvum strains obtained from soils
with Atrazina produced a stressed ulcerating reac-
tion with a prolonged alopecia in the area of inocu-
lation. Also, at the same time, the keratinolytic
capacity of the development in a liquid medium
with nitrogenous supplement a triturated cow's
horn and horse-hairs, with inoculation at 28°C for
60 days, was determined.

The keratinolytic activity was evaluated in ali-
quots of 10 ml taken from those cultures and the
sulphured compounds as a result of this activity
were also valued.

For the first determination, sustrates of cuts of
hairs of white guinea pigs in liquid medium were
used; the content of proteins was determined spec-
trophotometrically. The compounds sulphidrylated,
products of keratinolysis, were analysed based on
the reducting action of the radical sulphidryles of
the cysteine and S-sulphocysteine on the phospho-
tunstic acid.

The data of the enzymatic assay of the isolated
strain of soils treated with Atrazina showed
amounts significantly higher to those obtained for
control. These determinations are related to the
highest concentration os the resultant sylphidrylat-
ed compounds.

This behavior makes us think that those cul-
tures of M. fulvum are a biochemical mutant with
manifestation of a virulent fenotipe originated by
the environmental changes produced when incorpo-
rated to the soils a herbicide as Atrazina.

Key words: soils — herbicides — keratinolyt-

ic fungi — Microsporum fulvum pathogenicity —
keratinolytic activity.
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SPHAEROPLAST FORMATION PROCESS IN THE FUNGUS HUMICOLA SP

Edison Neirotti*
Yoshitaka Tanaka
& Joao Licio de Azevedo

SHORT COMMUNICATION

SUMMARY

Sphaeroplast formation was studied in Humicola sp. Samples were collected at 30
minutes intervals and obtained the number of sphaeroplasts/m!, number of nuclei/cell
and regeneration frequencies. These frequencies decreased but the number of
sphaeroplasts/ml and nuclei/sphaeroplasts increased with the increase of treatment times.

Key words: Humicola, sphaeroplast formation, cellulolytic fungi

.Humicola sp. is a good cellulase producing
fungus. However it has no known sexual stage and
presents multinucleated conidia which makes this
fungus not suitable for mutant induction and fur-
ther genetic studies. In this way, the production
and fusion of sphacroplasts seems to be an alterna-
tive method for genetic studies and breeding of this
fungus. In the present study, sphaeroplast after dif-
ferent enzymatic treatment times (30 until 180
minutes) were obtained. For each time studied,
sphaeroplast production , frequency of regeneration
and nuclei number per sphaeroplast were estimated
as well the location of sphaeroplast emergence
from the fungus hyphae.

The microorganism used was Humicola sp., a
filamentous fungus isolated from compost (1).

Culture media was solid and liquid complete
media (CM) (9).

Sphaeroplasts were obtained by the method of
Peberdy (6) with the modifications proposed by
Macedo (3). They were produced by enzymatic hy-
drolysis of the mycelial suspension with Novozym
234 (Novo Biolabs, Danmark) and Cellulase CP
(Sturge's) using MgSO, 0.5 M as osmotic stabi-
lizer (5). Sphaeroplast were harvested at intervals

of 30 minutes till 180 minutes of enzymatic treat-
ment.

For regeneration sphaeroplasts were suspended
in molten (45°) CM with MgSO, 0.5 M. Petri
dishes were incubated at 28°C during 24 hours and
then transferred to 42°C (5).

The nuclei were stained by HC1-Giemsa
method. This technique stains sphaeroplast nuclei
and permited to count their number per cell. The
diameter of sphaeroplast formed after 30 and 180
minutes of enzymatic treatment were quantitatively
analized. A completely random design was used,
according to Steel and Torrie (10).

In coincidence with the results of De Vries and
Wessels (2) in Schizophylum comune, also in Hu-
micola sp. abundant vacuolated sphaeroplasts and
fragmented mycelium were observed after 30 min-
utes of the enzimatic treatment using MgSO, as
osmotic stabilizer. With enzymatic treatment for
60, 120 and 180 minutes, well vacuolated sphaero-
plasts without mycelium fragments were observed
in the suspensions.

In Aspergillus nidulans protoplasts were found
after 30-60 minutes of enzymatic treatment (7); on
the other hand in Trichoderma reesei (8) protoplast
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were formed only after 90 minutes. In the present
study, after 30 minutes treatment , 3.6 x 10°
sphaeroplasts/ml were obtained. With longer treat-
ment periods the sphaeroplast number increased
until the maximum of 1.9 x 107/ml (Table 1). The
regeneration, in opposition to sphaerplast forma-
tion, reached maximum values (1.26%) after 30
minutes of enzymatic treatment (Table 1) decreas-
ing with longer periods of treatment. The results
agree with those of Picataggio et al. (8) who found
that sphaeroplast regeneration frequency is inverse-
ly proportional to the enzymatic treament time. It
was suggested (4) that cell wall remains, having an
important participation in the new cell wall recon-
stitution and the same suggestion can be also ap-
plied in the present work. Table 2 shows the num-
ber of nuclei per sphaeroplasts produced after
different enzymatic treatment times; highest uninu-
cleated sphaeroplast percentage (75.5%) was found
at 30 minutes. The increase of the enzymatic treat-
ment time results in an increase of multinucleated
sphaeroplasts.

Table 1 — Sphaeroplast formation and regeneration as a
function of time.,

Enzymatic Sphaeroplast
treatment  Sphaeroplast Regeneration diameter
time (min.) number/ml (%) (pm)

30 3.6 x 106 1.258 3.095

60 5.6 x 106 1.115 —

90 1.0 x 107 0.985 —

120 1.4 x 107 0.858 —

150 1.6 x 107 0.922 —

180 1.9 x 107 0.905 3.431

— * = not measured

Table 2 — Number of nuclei in sphaeroplasts of Humico-
la sp. obtained at different times of enzymatic treatment.

Average
Treatment Nuclei number*  Total Uninu- nuclei
Time(min) 1 2 3 4 counted cleated % number/cell

30 302 87 83 400 75.50 1.28
60 318 125 72 452 70.35 1.32
120 327202211 551 59.34 1.44
180 260 172 193 454 57.26 1.48

* Spharoplasts without nucleus were not considered.

The diameter of the sphaeroplasts formed after
30 minutes and 180 minutes of enzymatic treat-
ment showed significative differences (Tukey 1%)
increasing in diameter upon increasing the treat-
ment time. In A. nidulans (7) and T. reesei (8), af-
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ter short enzymatic treatment periods of time that
oscillate between 45 and 90 minutes, the sphaero-
plasts are only liberated from the tip of the hy-
phae, being small and non vacuolated. In the
present study, with only 30 minutes of enzymatic
treatment sphaeroplasts were observed emerging in
different regions of the hyphae and not only from
the hyphae tips.

The results show that the adequate enzymatic
mycelial treatment time for Humicola sp. depends
on the objectives of the study. In biochemical
studies or induction of stable genetic products, a
longer enzymatic treatment is preferable because a
higher number of protoplast/ml is obtained. On
the other hand, if the objectives are the production
of mutants or to stabilize any genetic material, an
enzimatic treatment of 30 minutes is more adequat-
ed since it produces a higher percentage of uninu-
cleated cells.

The authors are grateful to the CNPq, FA-
PESP and FINEP by the financial support.

RESUMO

Formacio de esferoplastos em
Humicola sp

A formagciio de esferoplastos foi estudada em
Humicola sp. Amostras foram retiradas a cada 30
minutos, ¢ determinado o niimero de esferoplastos/
ml, nimero de nicleos/célula e freqiiéncias de re-
generacfio, Esta ultima diminuiu com tempo de
tratamento, mas o ndmero de esferoplastos/ml e de
ntcleos/esferoplasto aumentou com o tempo.
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ADHERENCE OF BACTEROIDES FRAGILIS STRAINS TO A PRIMARY
CELL CULTURE

Regina M. C. Pilotto Domingues!
Sérgio Pereira Coutinho?
Maria Candida S. Ferreiral

SHORT COMMUNICATION

ABSTRACT

The capacity of adherence of Bacteroides fragilis strains to several avaijlable
mammalian cells lines was evaluated. Some of them, recognized as able of
agglutinating human erythrocytes, were capable of adhering to a primary cell culture,
obtained from guinea pig carcass, but not to the other cells tested. The strain,
uncapable of hemagglutinating, did not demonstrate any ability of adhering to the cells

lines tested.

Key words: Bacteroides fragilis, adherence, hemagglutination

Although Bacteroides fragilis represents a mi-
nor component of the fecal flora, it is one of the
most important anaerobic pathogen in intraab-
dominal infections (Finegold, S. M., Anaerobic
bacteria in human disease. Academic Press Inc. N.
York, 1977). This suggests the existence of some
particular properties that would confer a better pro-
tection against the host defenses and consequently
a high capacity to invade (Rev. Infect. Dis., 6:
189-199, 1984). Several possible virulence factors
have been described (Rev. Infect. Dis., 6: 189-
199,1984; Infect Immun. 44; 241-244, 1984; In-
Sfect. Immun. 19: 1083-1087, 1978; Infect. Im-
mun. 57: 745-753, 1989; J. Clin. Microbiol. 4:
458-460, 1976), but, until now, the exact patho-
genic role of this bacteria is not clear.

The ability to colonize epithelial surfaces has
been widely accepted as an important pathogenic
mechanism, since this capacity may be considered
as a prerequisite to the beginning and to the suc-

cess of a pathological process.

Factors involved in the adherence of B. fragilis
has been subject of studies by many investigators.
Surface components, such as pili (/nfect. Immun.
43: 189-194, 1984; FEMS Microbiol. Lett; 59:
113-118, 1989) and capsule (Infect Immun. 19:
1083-1087, 1978; FEMS Microbiol. Lett. 25:
229-232, 1984; J. Med. Microbiol. 21: 105-107,
1986) have been implicated as mediators of attach-
ment. However, the relation of these structures and
adherence is not completely understood, and it is
great the controversy about it.

Our purpose in this study was to screen some
types of mammalian cells lines for the adhesion of

- B. fragilis in order to develop an in vitro model to

the investigation of this process.

Five strains of B. fragilis isolated from nor-
mal intestinal flora (FF6) and different infections
(030M, 20656-2-1, MC2, M(C3) in Bacteroides
Bile Esculin Medium (J. Clin. Microbiol., 7: 448-
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453, 1978), were used. All the strains were identi-
fied according to Holdeman et al. (Anacrobe Lab-
oratory Manual 4t ed. Virginia Polytechnic Insti-
tute & State University, Blacksburg, VA. 1977)
and Tally & Gorbach (Anaerobic bacteriology for
clinical laboratories. Tufts University School of
Medicine, Boston, Mass. 1979). Two reference
strains obtained from the Americam Type Culture
Collection (Rockville, MD) — 23745 and 25285
— were also included.

Organisms were grown in Brain Heart Infu-
sion Broth, pre-reduced sterilized anaerobically
(Anaerobe Laboratory Manual, 4t ed. Virginia
Polytechnic Institute State University, Blacksburg,
VA., 1977), for 18 hs at 37°C. Following incuba-
tion, the bacterial cells were pelleted, by centrifu-
gation, at room temperature, and resuspended in
phosphate-buffered saline (PBS) 0,01M pH 7,2 to
give a concentration of approximately 3,0 x 1040
Colony Forming Unit(CFU)/ml. (suspension used
in the hemagglutination and adherence tests).

Erythrocytes from human (blood group A)
were collected using sodium citrate as anticoagulant
in a concentration of 2,5%, washed 3 times with
PBS and resuspended at a final concentration of 1%.
They were used within one week after collection.

The hemagglutination tests were performed
quantitatively. Fifty microliters of the bacterial
suspension were serially diluted twofold in PBS, in
a microtiter tray, and 50 p of the erythrocyte sus-
pension were added to each well. The microtiter tray
was gently shaken for 1 min at room temperature
and after 60 min of incubation at 4°C, it was read.

The capacity to adhere to mammalian cells
lines (Hep-2, Mal04, MDCK, MRC-5) was evalu-
ated. One primary cell culture, obtained from guin-
ea pig carcass (GPC) was also tested. It was pre-
pared as described by Bird et al. (Basic Laboratory
Techniques in cell culture. CDC, Atlanta, 1981).

The cells, suspended in Dulbecco's medium
with 1% of fetal bovine serum, in a concentration
of 1,5 x 107 cells/ml, were placed in the tissue cul-
ture plates (Descarplast, 3,5cm). After 48 hs, when
a good monolayer could be observed, the medium
was removed and the bacterial inoculum, in a dilu-
tion of 1:5 in a fresh medium was added. It was,
then, incubated for 30 min. at 37°C in an atmos-
phere of 5% CO, and controlled humidity. After
this period, it was washed 3 times with PBS, fixed
with absolute methanol (10 min) and stained with
crystal violet (5 min). Negative controls were per-
formed without the addition of the microorganisms.

The results of the hemagglutination and adher-
ence tests are summarized in Table 1.
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Table 1 — Hemagglutination activity (HA) and adher-
ence capacity (AC) of Bacteroides fragilis strains.

AC
Strains HA
Hep-2, Mal04, GPC
MDCK, MRC-5
ATCC 25285, 16 —_ +
20656-2-1
ATCC 23745, 8 - +
FF6, 030M
MC2 4 —_— +
MC3 0 - —

GPC - Gunea Pig Carcass

Six out of seven strains (ATCC 23745,
ATCC 25285, FF6, 030M, 20656-2-1, MC 2)
were capable of agglutinating the human eryth-
rocytes, with range titers of 4 to 16 and were able
of adhering to GPC cells, but not to the other cells
tested (Hep-2, Ma 104, MDCK, MRC-5). Quanti-
tative methods were not used to evaluate adherence.
The binding of the bacteria to the cells was diffuse,
and clusters formation was not verified. The strain
MC3, which was uncapable of hemagglutinating,
also did not attach to any cell line tested.

The ability of bacteria to adhere to the surfaces
of epithelial cells appears to be an important deter-
minant in the colonization of microbial habitats,
specially in locations where mechanical cleansing
mechanisms are operative. It is generally recog-
nized that this process plays an essential role in
the pathogenesis of several infectious diseases
(Med. Microbiology 3: 21-62, 1983).

In the last years, an increased interest in the
investigation of adherence of several microorgan-
isms, in their natural environment, has been ob-
served (J. Infect. Dis., 143: 325-345, 1981). It is
known that the study of the molecular mechanisms
involved in the bacteria-cell interactions depends
on the establishment of in vitro models. Several
workers have used tissue culture monolayers and
primary isolates of eucaryotic cells for that pur-
pose. In relation to B. fragilis, Pruzzo et al. (In-
Sfect. Immun. 43:189-194, 1984) have got results
with a human cell line, Intestine 407, As we were
not able to achieve this line, we decided to screen
another types, available for us. We found that six
out of seven strains of B. fragilis tested were capa-
ble of adhering to ‘a primary cell, obtained from
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guinea pig carcass (GPC). The correlation observed
with the results of the hemagglutination tests sug-
gests that GPC cells can be useful as an alternative
cell line in the study of B. fragilis adherence. In
spite of being a primary isolate, the possibility of
using these cells is of great value for us. The
methodology to obtain the GPC cells is relatively
easy (Basic Laboratory Techniques in cell cultures:
CDC, Atlanta, 1981) and the test showed good re-
producibility. It is clear, however, that quantitative
approaches must be adopted and that further studies
will be necessary.
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RESUMO

Aderéncia de cepas de Bacteroides fragilis
a cultura de célula primiria

Foi avaliada a capacidade de aderéncia de cepas
de Bacteroides fragilis a vérias linhagens de células
de mamiferos. Algumas cepas, definidas como ca-
pazes de aglutinar eritrécitos humanos, foram ca-
pazes de aderir a células primadrias, obtidas de car-
caga de cobaio, mas ndo as demais células testadas.
Apenas uma cepa, nfo aglutinante, ndo de-
monstrou qualquer capacidade de ader&ncia as lin-
hagens celulares testadas,
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