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ISOLATION AND PURIFICATION OF THIOBACILLUS F ERROOXIDANS
AND THIOBACILLUS THIOOXIDANS FROM SOME COAL AND
URANIUM MINES OF BRAZIL.

Oswaldo Garcia Janior

SUMMARY

Thirteen T. ferrooxidans isolates and ei

ght T. thiooxidans isolates were obtained

and purified from acid effluents or solid samples of coal and uranium mines in Brazil.
The species were identified by tests of utilization of inorganic substrates as energy
source (Fe+, S° and $,0,%) and by growth patterns on solid medium. Growth of some
T. ferrooxidans isolates was also measured on the basis of substrate oxidation (Fe?*),
turbidity and plate counts. Fe?* determination during bacterial growth, expressed as
oxidation percentage, shows good correlation with growth, as indicated by counts and

culture turbidity.

Key words: Thiobacillus ferrooxidans, Thiobacillus thiooxidans, bacterial isolation.

INTRODUCTION

In 1922, Waksman and Joffe (19) isolated a
sulfuroxidizing bacterium from the soil, which
was classified under the name of Thiobacillus
thiooxidans. This bacterium oxidizes elemental
and reduced sulfur compounds producing sulfuric
acid, and the energy derived from this oxidation is
utilized to fix atmospheric CO, for growth.

In 1950s, Colmer et al. (2) and Temple &
Colmer (12) characterized a bacterium from the
acid drainage of coal mines whose energy for au-
totrophic growth was derived from ferrous iron
oxidation or from oxidation of metallic sulfides
and reduced sulfur compounds such as elemental
sulfur, thiosulfate, etc. This bacterium was desig-
nated Thiobacillus ferrooxidans.

The two bacteria, and the second in particular,
are the organisms responsible for metal solubiliza-
tion from rocks containing mineral sulfides (18).
This process, known as bacterial leaching of met-
als, is currently applied to recover copper and ura-
niun from low grade ores (4). The metal solubili-

zation in the bacterial leaching process is due to
the presence of an acid ferric sulfate solution
generated by bacterial oxidation of pyrite (FeS,)
according to the following reactions:

2FeS, + 70, + TH,O > 2FeSO, + 2H,S0, (1)
4FeSO,+2H ,80,+0 ,-—->2Fe ,(SO,),+2H ,0 D)

Since the discovery of bacterial participation
in the mineral leaching process, a number of pa-
pers have been published about the isolation of
thiobacilli cultures (9, 10, 15). In Brazil, however,
little work has been done on the practical aspects
of this process (1, 14).

The objective of the present study was 10 iso-
late and purify cultures of T. ferrooxidans and T.
thivoxidans from different sites of uranium and
coal mines, and also to study some aspects of T.
ferrooxidans growth. This study is very important
as a fundamental step for the development of ap-
plied bacterial leaching programs and also for the
organization of a thiobacilli collection for basic
studies.

1. Departamento de Bioqufmica, Instituto de Quimica - UNESP, Caixa Postal 355 - 14.800 - Araraquara - SP - Brasil.



Garcia Jtnior, O.

MATERIALS AND METHODS

Sample collection — Samples were collected
from various sites in uranium and coal mines and
also from acid solutions obtained in leaching tests
of uranium ores. The general characteristics of
each sample is presented in Table 1.

Sampling sites were chosen after a rapid
paper pH test to check the acidity of the sample;
only the acid samples (pH<4.0) were selected.

Culture media — Ferrous iron medium. The
9K medium described by Silverman & Lundgren
was utilized (11). The composition of this medium
was as follows: (NH,),SO, - 3.0 g; MgSO, . 7H,0
- 0.5 g; K,HPO, - 0.5g; KC1 - 0.1 g; Ca (NOy), -
0.01 g; IN H,SO, - 1 ml; H,O - 700 ml. Ferrous
iron, as the energy source, was supplied as
FeSO,.7H,0 with 300 ml of a 14.74% (w/v) solu-
tion. Components were sterilized in two separate
solutions in order to eliminate iron precipitation,
The first one, by autoclaving at 121°C for 20
minutes and the iron solution by membrane filtra-
tion ( 0.45 pm pore size). The solutions were as-
septically mixed and the final pH of the medium
was about 2.8.

Sulfur medium — The same salt solution of the
9K medium was utilized, with elemental sulfur re-
placing ferrous iron solution as energy source. The
salt solution was completed to 1000 m1 with H,Oand
aliquots of 100 m1 were dispensed in 250-ml Erlen-
meyer flasks containing 1 g of sulfur, previously
sterilized by autoclaving at 110°C for 1 hour.

Thiosulfate medium — This medium was pre-
pared according to Colmer el al. (2). Its composi-
tion was as follows: KH,PO, - 3 g (NH,),SO, -
0.2 g MgSO, . 7H,0 - 0.1 g; CaCl, - 0.2 g and
Na,S$,0; . 5H,0 - 5.0 g as energy source. The salts
were dissolved in 1000 ml of distilled H,0O and au-
toclaved at 121°C for 20 minutes. The final pH
was about 4.8,

For purification purposes, two solid media
were utilized. T. ferrooxidans was purified in 9K
medium solidified with 0.45% agarose and T. thi-
ooxidans was purified in thiosulfate medium soli-
dified with 1.5% agar.

Isolation and purification procedure — Each
sample (5.0 ml and 1.0 g for liquid and solid sam-
ples, respectively) was inoculated in both liquid
media, 9K - Fe?* and 9K - S°, and incubated at
30°C in rotary shaker (150 rpm) as an enrichment
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step for the isolation of T. ferrooxidans and T. thi-
ooxidans cultures, respectively. After bacterial
growth, indicated either by ferrous iron oxidation
(green to red-brown colour) in 9K - Fe? medium
or by a decrease in pH (pH<1.0) in 9K - S° medi-
um, the cultures were reinoculated (5% w/v) into
the respective fresh media. Five to ten transfers in
liquid medium were carried out before the final
purification, which was made by dilution plating
and single-colony isolation on 9K - Fe2* - agarose
medium for T, ferrooxidans and thiosulfate-agar
medium for T. thiooxidans. Single colonies of
each culture were picked out and inoculated as de-
scribed above into the respective liquid medium.
After growth, they were sprayed again onto solid
medium. This procedure was repeated three times
to assure the purification of the cultures.

Substate utilization — All purified cultures
were tested for substrate utilization (Fe2t, S° and
S5,0;%) as a routine step for definitive identifica-
tion of the two species. Bacterial growth was eval-
uated by ferrous iron oxidation in 9K - Fe2* medi-
um, by pH decrease in 9K - S® medium, and by
thiosulfate oxidation in thiosulfate liquid media.

Growth of T. ferrooxidans — Percentage of
Fe?* oxidation is normally used to evalute the
growth of T. ferrooxidans. To correlate this oxida-
tion with colony numbers and turbidity, an experi-
ment was done using four T. ferrooxidans
isolates,

Growth was carried out in triplicate in 250 ml
Erlenmeyer flasks containing 100 ml of the T&K
medium described by Tuovinen & Kelly (13) ino-
culated with each T. ferrooxidans isolate (5% v/v)
and incubated at 30°C in a rotary shaker (150
rpm). T&K medium was chosen for this type of
experiment because its pH (<1.8) prevents Fe?+
precipitation. Periodically, 1-ml samples were
withdrawn from the flasks for Fe2* determination.
At the same time, 1-ml samples were used for co-
lony counting, through serial dilutions in H,0 pH
2,8, and by plating the appropriated dilution onto
9K - Fe?* agarose medium. Samples of 2 ml were
also collected from the flasks to determine turbidi-
ty after the discoloration procedure reported by
MandI(7), with slight modifications.

Analytical determinations — Ferrous - iron
(Fe?*) was determined by volumetric titration with
potassium dichromate (17). Thiosulfate utilization
was followed by thiosulfate disappearance as indi-
cated by titration with iodine solution, using a
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starch solution (2%) to determine the end point
(17). Measurements of pH were made directly on
the liquid samples and on ore suspensions, which
had been prepared previously by shaking a 1:1 (w/
v) mixture of solid sample and distilled water in a
rotary shaker for 1 hr (150 rpm).

RESULTS AND DISCUSSION

By combining enrichment-dilution and single-
colony isolation techniques, thirteen isolates of 7.
ferrooxidans and eight of T. thiooxidans were pu-
rified from the samples used in this study. Table 1
shows these isolates as well as the origin and some
characteristics of the samples. As can be seen, all
samples collected were acid, problably as a conse-
quence of the oxidative activity of these species on
the sulfide substrate present in the ores. As men-
tioned earlier, sulfuric acid is produced during
bacterial pyrite oxidation.

It is interesting to notice that T. ferrooxidans
was isolated from all samples, whereas T. thiooxi-
dans was not found in all samples. Specific envi-
ronmental conditions at the sites of samples col-
lection may explain this finding. Different pHs,
mineral composition, substrate availability and
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dissolved metal contents of each sample were
more advantageous for T. ferrooxidans than for T.
thiooxidans. .

T. ferrooxidans cultures were purified on fer-
rous iron medium solidified with agarose, since
common agar types tested inhibited colony forma-
tion. Only purified types of agar such as agarose or
other gelling agents, without organic contaminants
(e.g. sugar) such as silicic acid gel, are useful for T.
ferrooxidans colony production. Difficulties in
growing T. ferrooxidans on solid medium have
been reported by Tuovinen & Kelly (13), Man-
ning(8), Mishra et al. (9) and Visca et al. (15).

Figure 1 shows a T. ferrooxidans isolate and
figure 2 shows a single colony of the same iso-
lates, 10 days after plating. The colonies are small
(c.a. 0.5 mm in diameter), with irregular margins
and show a red-brownish colour due ferric iron
precipitation.

In contrast, T. thiooxidans colonies were ob-
tained in common agar medium (with thiosulfate
as energy source) without noticeable problems. As
can be seen in figures 3 and 4, they are also small
with more regular margins and show a white-
yellow colour 10 days after plating.

The two species were identified by growth
pattern on solid medium and substrate utilization,

TABLE 1 - Samples utilized for T. ferrooxidans and T. thiooxidans isolation.

Source Characteristics® Sample Species Code
gl isolated
Uranium mine pyritic uranium ore 31 T. ferrooxidans Tf-PCE
Pogos de Caldas-MG effluent of heap leaching 15 T. ferrooxidans Tf-PCPO1
T. thiooxidans Tt-PCPO1
acid drainage from wastes 27 T. ferrooxidans T{-001E
T. thiooxidans Tt-001E
Uranium mine pyritic uranium ore 38 T. ferrooxidans Tf-FGO2
Figueira-PR effluent of column leaching 1.0 T. thiooxidans Tt-FGO1
acid drainage from wastes 24 T. ferrooxidans Tf-FG460
T. thiooxidans Ti-FG460
Uranium mine effluent of column leaching 15 T. ferrooxidans THLR
Lagoa Real-BA
Coal mine pyritic wastes 19 T. ferrooxidans Tf-ELC
Figueira-PR T.thiooxidans Ti-ELC
pyritic wastes 24 T. ferrooxidans Tf-MCPI
acid drainage from wastes 17 T. ferrooxidans Tf-MCO1
acid drainage from wastes 21 T. ferrooxidans TE-MC04
acid drainage from wastes 21 T. ferrooxidans Tf-MC115
Coal mine acid drainage from wastes 17 T. ferrooxidans Tf-SSP
Siderépolis-SC T'.thiooxidans Tt-SSP
acid drainage from wastes 20 T ferrooxidans Tf-SLP
T. thiooxidans Tt-SLP

(1) Samples were collected at different points in the same mine.
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a procedure widely utilized for this purpose(16).

, Table 2 shows that all T. ferrooxidans isolates
S were capable of utilizing Fe*, S0 and S,0,% as en-
ergy source for growth. Some significant differ-

ences in substrate utilization efficiency were de-

FIGURE 1 - Colonies of a T. JSerrooxidans isclate(T-MC115)
grown on ferrous iron-agarose medium.

R . idons - FG - Of

FIGURE 3 - Colonies of a T. thicoxidans isolate(TtFGO1) FIGURE 4 - Colonies of a T. thivoxidans isolate(Tt-FGO1)
grown on thiosulfate-agar medium (50X).

grown on thiosulfate-agar medium.

FIGURE 2 - Colony of a 7. Jerrooxidans isolate(Tf-MC1
grown on ferrous iron-agarose medium (50X).

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1), 1991

tected among isolates. As expected, isolates of T.
thiooxidans did not utilized Fe?* as energy source,
according to the results shown in table 3, whereas
sulfur and thiosulfate were normaly utilized.

The growth pattern of four T. ferrooxidans

14
13-
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isolates was investigated by ferrous iron oxida-
tion, culture turbidity and colony counts on aga-
rose -Fe2* plates. Figure 5 (a,b and c) shows the
growth curves for one 7. ferrooxidans isolate (Tf-
PCE). The same growth patterns were obtained
with the other isolates. We can see that the para-
meters utilized to evalute bacterial growth showed
good correlation. However, it should be pointed
out that bacterial viability quickly declined (Fig.
5¢) after maximum growth (C.a 8,0 x 107 cells/
ml) was reached (60 hours), with the next point
(72 hours) showing half the bacterial number.
This may have been due to the Fe3* accumulation
in the liquid medium, which became toxic to T.
ferrooxidans at high concentration, mainly in the
absence of Fe2+ or of another energy source
(5,6). Thus, it is very important to store the cul-
ture flask under refrigeration after complete Fe?*

TABLE 2 - Substrate utilization by different T. ferrooxidans
isolates.

Tsolate Fe s 5,0,
(%) e (%)
I-PCE 100.1 11 459
TE-PCPO1 955 12 508
TF-001E 730 09 460
TEFGO2 1000 08 363
TE-FGA60 1000 08 510
TE-ELC 775 09 460
T£-MCO1 100.0 07 58.8
TE-MCPT 1000 07 156
TF-MC04 550 09 410
TEMCI115 1000 07 410
TE-SSP 640 09 280
TF-SLP 1000 08 360
IF-LR 740 09 2.1

1. Percent oxidation after 48 hours of growth.
2. pH values after 10 days of growth.
3. Percent oxidation after 15 days of growth.

TABLE 3 - Substrate utilization by different T. thiooxidans
isolates.

Tsolate Fe " s 5,0.7
(%) eH) (%)
TEPCPO1 o @ 11 400
TLOOIE D 07 0.1
TLFGO1 D 11 2.1
TL-FG460 ND 09 50.1
TL-ELC D 06 652
TL-MCO1 D 06 51.0
Tt-SSP D 10 400
TE-SLP D 09 400

1. Percent oxidation after 10 days of growth.
2. pH values after 5 days of growth.

3. Percent oxidation after 10 days of growth.
4. Not detected
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oxidation in liquid medium to avoid the pro-
nounced loss of viability.

Independently of this aspect, the good correla-
tion concerning the growth measurements indi-
cates that percentage of ferrous iron oxidation is
sufficient to evaluate the growth of T. ferrooxi-
dans, as previously demonstraded by Hoffman &
Hendrix (3). It is an easier and more reliable meth-
od than plate cell count or turbidity measurements.
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FIGURE 5 - Growth curves of an isolated of T. ferrooxidans
(Tf-PCE) on ferrous iron medium.
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The results shown here, represent the initial
part of a bacterial leaching uranium program. This
type of study is very important as a fundamental
step in acquiring knowledge about isolation proce-
dures and some basic physiological characteristics
of T. ferrooxidans, and also for the organization of
a collection of this species for use in basic and ap-
plied research,
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RESUMO

Isolamento e purificaciio de Thiobacillus
ferrooxidans e Thiobacillus thiooxidans de
algumas minas de urinio e carvio do Brasil.

Utilizando-se efluentes 4cidos ou mesmo
amostras sélidas de algumas minas de urdnio e de
carvao do Brasil, isolou-se e purificou-se 13 cultu-
rasde T. ferrooxidans e 8 culturas de T thiooxidans.
As espécies foram identificadas por testes de utili-
zagdo de substratos inorgnicos como fonte de ener-
gia (Fe?*, S% e $,0,%) e pelo padrdo de crescimento
em meio s6lido. Medidas de crescimento de alguns
isolados de T. ferrooxidans pela avaliagio da oxi-
dagdo do substrato (Fe?*), turbidez da cultura e con-
tagem de unidades formadoras de coldnias em pla-
cas foram também realizadas; a dosagem do Fe2*
(substrato energético) durante o crescimento bacte-
riano, expresso como porcentagem de oxidacdo,
mostrou excelente correlagio com o crescimento,
indicado pelo niimero de colonias e turbidez.

Palavras chaves: Thiobacillus ferrooxidans, Thi-
obacillus thiooxidans. isolamento.

REFERENCES

1. Andrade, T. R. Lixiviagfo bacteriana de minério de
cobre de baixo teor. Tese de Mestrado, Universidade Fed-
eral do Rio de Janeiro, 82 p., 1984,

2. Colmer, A. R;; Temple, K.L. & Kinckle, M.E An iron-
oxidizing bacterium from the acid drainage of some bitu-
minous coal mines. J. Bacteriol., 59 317-328, 1950.

3. Hoffman, L.E. & Hendrix, J.L. Inhibition of Thiobacil-

10.

11.

12

13.

14.

15.

16.

17.

18

19.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1), 1991

lus ferrooxidans by soluble silver. Biotechnol. Bioeng.,
18: 1161-1165, 1976.

Hutchins, S.R.; Davidson, M.S.; Brierley, J.A. & Brier-
ley, C.L. Microorganisms in reclamation of metals. Ann.
Rev. Microbiol., 40: 311-336,1986.

Jones, C.A. & Kelly, D.P. Growth of Thiobacillus ferro-
oxidans on ferrous iron in chemostat culture: influence of
product and substrate inhibition. J. Chem. Technol. Bio-
lechnol., 33: 241-261, 1983,

Kelly, D.P. & Jones, C.A. Factor affecting metabolism
and ferrous iron oxidation in suspensions and batch cul-
tures of Thiobacillus ferrooxidans: relevance to ferric
iron leach solution regeneretion. In: L.E. Murr; A.E. Tor-
ma & J.A. Brierley (Eds.); Metallurgical Applications of
Bacterial Leaching and Related Microbiological Phenom-
ena, Academic Press, N. York, p. 19-44,1978,

Mandl, M. -Growth and respiration kinetics of Thiobacil-
lus ferrooxidans limited by CO, and O,, Bioldgia (Bratis-
lava), 39: 429-434, 1984.

Manning, H.L. - New medium for isolating iron-
oxidizing and heterotrophic acidiphilic bacteria from acid
mine drainage. Appl. Microbiol., 30: 1010-1016,1975.
Mishra, A.K.; Roy, P. & Mahapatra, S.S.R. Isolation of
Thiobacillus ferrooxidans from various habitats and their
growth pattemn or solid medium. Curr. Microbiol., 8: 147-
152, 1983.

Razzell, W.E. & Trussell, P.C. Isolation and properties
of an iron-oxidizing Thiobacillus. J. Bacteriol., 85: 595-
603, 1963.

Silverman, M.P. & Lundgren, D.G. Studies on the che-
moautotropic iron bacterium Ferrobacillus ferrooxidans.
I An improved medium and a harvesting procedure for
securing high cell yields. J. Bacteriol., 77: 642-647,1959.
Temple, K.L. & Colmer, A. R. The autotrophic oxidation
of iron by a new bacterium: Thiobacillus ferroxidans. J.
Bacteriol., 62: 605-611, 1951.

Tuovinen, O.H. & Kelly, D.P. Studies on the growth of
Thiobacillus ferrooxidans. I. Use of membrane filters and
ferrous iron agar to determine viable number and compar-
ison with 14CO,- fixation and iron oxidation as measures
of growth, Arch. Microbiol., 88: 285-298, 1973,

Vaisbich, S.; Pinto, M.L.M. & Borzani, W. Lixiviagfo
bacteriana de rejeito de minério de cobre de Camaqua
pela agio de bactéria isolada do préprio minéric. Rev.
Bras. Tecnol., 10: 289-302, 1979.

Visca, P.; Binchi, E.; Polidoro, M.; Buonfiglio, V.; Va-
Ienti, P. & Orsi, N. - A new solid medium for isolating
and enumeratingThiobacillus ferrooxidans. J. Gen. Appl.
Microbiol., 35:71-81, 1989

Vischniac, W.V. The genus Thiabacillus. In: R.E. Bucha-
nan & N. E. Gibbons (Eds.); Bergy's Manual of Determi-
native Bacteriology, 8th ed., Williams and Wilkins, Bal-
timore, p. 456-461, 1974,

Vogel, AL Textbook of quantitative inorganic analysis,
including elementary instrumental analysis. 4th Edition,
Longman Group, LTD, London, 925p.

Vuorinen, A.; Hilwmen, P.; Hsu, J. C. & Tuovinen, O. H.
-Solubilization and speciation of iron during pyrite oxida-
tion by Thiobacillus ferrooxidans. Geomicrobiol. Jour. 3:
95-119, 1983.

Waksman, S. A. & Joffe, J. S. Microorganisms con-
cemned in the oxidation of sulfur in the soil. IIT. Thiobacil-
lus thiooxidan, a new sulfur-oxidizing organism isolated
from the soil. J. Bacteriol., 7: 230-256,1922.

Received for publication in 4/10/90.



Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1): 7-11, 1990

PISOLITHUS TINCTORIUS VEGETATIVE MYCELIA PRODUCTION: EFFECTS OF
NITROGEN SOURCES AND CULTIVATION IN STIRRED TANK FERMENTER

José Geraldo da Cruz Pradella
Marisa Zuccolo

Sonia Aparecida Reis Lopes
Margaretti Simbes Oliveira

SUMMARY

Vegetative mycelia of Pisolithus tinctorius strain isolated from Eucalyptus sp.
were cultivated in erlenmyers flasks and bench scale stirred fermenters for the
utilization in the ectomycorrhizal inoculum production. Starting from the MMN liquid
medium it was studied the influence of various nitrogen sources (NH,NO;, (NH,),
HPO,, peptone and sodium glutamate) concentrations on micela growth rate
improvement. It was showed that yeast extract, sodium glutamatc and peptone
additions improved cell growth rate almost 100% related to the cultivation in the
MMN medium. The NH,NO, was not able to increase the micelia growth rate, and the
(NH,),HPO,, at concentration of 3.8 g/L, had a deleterious effect on cell growth. It
was performed an ectomycorrhizal mycelia cultivation in a repeated batch way with a
yeast extract MMN medium, attained a cell concentration of 3.5 g dry matter/L of
fermenter volume after 15 to 20 days. This system was run for about 2.5 months

without interruptions.

Key words: Pisolithus tinctorius, submerged culture, mycelia production.

INTRODUCTION

The growth of effective fungus strains in
stirred tank fermenter is a very reasonable option
in the large scale ectomycorrhizal inoculant pro-
duction. This technique provides the best enviro-
mental conditions for the axenic growth of the
high cell concentration at smaller fermentation
time and the possibility to achieve the quality
control of the produced vegetative mycelia.

Informations about the submerged cultivation
of Pisolithus tinctorius strains isolated from Pinus
sp. is very scarce. It concerns only some results in

small stationary cultures of P. tinctorius related to
medium composition (3, 8, 9) temperature(3) and
respiratory activity (9). The mycelia growth rate is
very small with fermentation times of 15 to 20
days, attained cell mass concentration of about 4.0
t0 5.0 g dry wheigth L! culture medium.

Related to the nitrogen sources, Taber and
Taber (9) showed that P. tinctorius could utilize
ammoniun ion, nitrate ion, urea, and peptone as
nitrogen sources, with NH,NO, as the best one
for cell growth. Smith (8) found that amine nitro-
gen leaded to a slightly better P. tinctorius
growth than on nitrate nitrogen source.
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The utilization of P. tinctorius strains for Eu-
calyptus sp. mycorrhization is a much more recent
experience. Large scale mycorrhizal field experi-
ments have been taking place in Australia(10).

No information about the cultivation of these
P. tinctorius strains are available in the literature.

The purpose of this work is to contribute to
the understanding of the nitrogen sources influ-
ence and cell cultivation in submerged fermenta-
tion of P. tinctorius isolated from Eucalyptus Sp.

MATERIALS AND METHODS

Microrganism - It was utilized a P. tinctorius
strain (ITA-6) isolated from Eucalyptus sp. by Bi-
oplanta Co. (Campinas, SP, Brazil). The strain
was maintained by subculture in MMN (Modified
Merlin-Norkans) culture agar medium.

Culture media — The composition of the
MMN culture media (4) for 1L of solution was the
following: glicose 10.0 g, CaCl, 0.05 g, NaCi
0.025, KH,PO, 0.5 g, (NH,),HPO, 025 g,
MgSO,.7H,0 0.15 g, malt extract 3.0 g, tiamine
HCI 100 pg, FeCl, solution (1% w/v) 1.2 mL. The
MMN culture medium added with 1.0 gL of
yeast extract utilized in some experiments was
named basic medium.

2 The influence of various nitrogen sources in
the cell growth was performed with the basic me-
dium. The following nitrogen sources were uti-
lized: (NH,), HPO, 3,8 gL, NH,NO, 2.0 g.L-1.
sodium glutamate 8.5 g.L1, peptone 4.5 g. L.

Inoculum preparation — Mycelium complete-
ly grown coming from a 1 L erlenmeyer flask with
200 mL the of the MMN medium was separated in
a Biichner funnel, suspended in 50 mL of phisio-
logical saline solution and disrupted in a mixer.
The obtained suspension was utilized as inoculum
for the experiments.

Analytical methods — A known volume of
the samples taken from the experiments was fil-
tered through filter paper Whatman 42, dried at
70°C for 48h and weighted. The cell mass concen-
tration was calculated and expressed as g dry
weight per L of culture medium. The glucose con-
centration was measured in the filtered sample by
the DNS metrod (1). The pH was read with a
pHmeter in the filtered sample.

Experiments — The experiments on the influ-

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1), 1991

ence of nitrogen sources was run in stationary er-
lenmeyers flasks with 50 mL of culture media at
30°C. The experiments in fermenter was run in a
repeated batch mode. About 400mL of the cell
suspension coming from a preceding batch was
utilized as the inoculum for the next batch in four
sucessives cycles. The utilized fermenter was a
New Brunswich ME-107, with 3.0 L of working
volume, 0.8 L min! air flow rate, 300 min-! agita-
tion speed and 30°C of temperature.

RESULTS AND DISCUSSION

Figures 1, 2 and 3 presents the results of the
influence of various nitrogen sources in the P.
tinctorius growth,

The introduction of 1.0g.L! yeast incresead
the cell mass concentration from 3.0 g.L! (o 4.8
g.L! at fermentation time of 34 days, with a much
higher sugar consumption. In a previous work it
was showed that higher yeast extract concentration
could not improve the cell growth rate (7). We be-
lieve that yeast extract at 1.0 g.L'! can supply the
P. tinctorius isolate micronutrients requirements.
Taber and Taber (9), studying the growth of P.
tinctorius proposed a 0.7 g of nitrogen gL' cul-
ture medium at a 10.0 g.L! initial glicose concen-
tration for the fungus cultivation in liquid media.

Following this sugestion, experiments were
performed with different nitrogen sources at a ini-
tial nitrogen concentration of 0.7 gl-l. The intro-

6T MMN Medium
Basic Medium
Basic Medium + 2.0 g/l AN
Basic Medium + 4.5 g/l Pep.

Basic Medium + 8.5 g/t SG
Basic Medium + 3.8 g/l DAP

[ B § JeoRuls

X{(g/h)
©

1 1
T T T T T T T T —

0 5 10 15 20 25 30 35 40
TIME (day)

FIGURE 1 - Cell growth of P. tinctorius cultures in various ni-
trogen sources.
(AN: NH4NOj3, Pep: peptone, SG: sodium glatamate, DAP:
(NH,), HPO,)
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duction of NH,NO, had no influence in the
growth og P. tinctorius. On the other hand, the
two organic nitrogen sources utilized, sodium glu-
tamate and peptone, were able to increase the bio-
mass conceniration at 28 days of fermentation
time, attained cell concentration respectively of
49 and 4.5 gl-l. Possible benefitial buffer (see
Figure 3) and nutricional effects could explain the
best performance of these cultural media. The

20T

15+

S (/)
o

A MMN Medium

0 Basic Medium

O Basic Medium + 2.0 g/l AN
A Basic Medium + 4.5 g/l Pep.
M Basic Medium + 8.5 ¢/l SG
® Basic Medium + 3.8 g/l DAP

0 5 10 15 20

FIGURE 2 - Sugar consumption of P. tinctorius cultures in var-

i } l I } i |
T ¥ T T T T 1

25 30 35 40

TIME (day)

jous nitrogen sources (Legend same as Figure 1).
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growth in the MMN culture medium is less efec-
tive than in any other tested media, excepted for
the 3.8 gt (NH,), HPO, medium. In this case no

appreciable growth was observed.

The results of the repeated batch experiment

are presented in the Figure 4.

10T
A MMN Medium
O Basic Medium
Q Basic Medium + 2.0 g/l AN
A Basic Medium + 4.5 g/l Pep.
81 M Basic Medium + 8.5 g/l SG
@ Basic Medium + 3.8 g/l DAP
6
T
o
4 4
.2 1
0 ——t
0 5 10 15 20 25 30 35 40
TIME (day)

FIGURE 3 - Evolution of pH values of P. tinctorius cultures in

various nitrogen sources (Legend same as Figure 1).
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FIGURE 4 - Repeated batch of P. tinctorius cultivation in submerged fermenter
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Despite the differences related to the cell mass
concentration attained at the end of each cycle,
there is a reproducible similar pattern of cell
growth, sugar consumption and pH changes
throughout all the experiment. Table 1 shows that
maximum cell mass concentration in fermentation
liquid phase is about 3.0 to 3.5 gl-l, However, it
should be pointed out that about 30 to 50% of the
total produced biomass was not in the fermentation
liquid phase but remainned attached on the fermen-
tor inner parts at the end of the cycles. Cell mass
productivity increased from first to second cycle
almost 50% and fell to the initial value in the last
cycle with a reasonable cell mass concentration of
2.2 gl-l. In all cycles the pH came from a initial
value of about 5.0-5.5 and went to 3.0-3.5. At the
end of the cycles, the pH remainned stable around
this value and it appears from Figure 4 that there is
a similar behaviour for the cell mass concentration.
We believe that the very active micropellets forms
(1 to 3 mm diameter) of P. tinctorius vegetative
mycelia obtained at the end of each cycle could be
utilized as a inoculum source for the ectomycorrhi-
zal inoculant production, as proposed ty Tommer-
up et al (10).

Table 2 shows a comparison of parameters
values from literature and this work. It can be seen
that the media proposed for P. tinctorius cultiva-
tion (basic medium and basic medium plus peptone
or sodium glutamate) leaded to productivities val-
ues smaller than the values reported by others (3,
5, 8). These differences could be explained by the
utilization of a optimized carbon-nitrogen sources
ratio, as studied by Smith (8) and Melhuishi and
Hackskaylo (2); and the use of a actively growing

TABLE 1 - Parameters value for repeated batch of Pisolithus
tinctorius ITA-06 cultivation.

Cycle (i) o)
1st 22 0.10
2nd 35 0.15
31rd 32 0.13
4th 22 0.10

(a) Cell productivity calculated by:

Px =2max ~Xg
tmax

10
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mycelia suspensions as inocula for the experi-
ments, as proposed by Smith (8). The high Px and
Xmax values founded by Litchfield and Arthur (3)
probabily are due to the utilization of high concen-
trations of peptone and yeast extract, besides the
presence of NH,NO, as nitrogen source in the
Pridham-Gottlieb medium.

Moreover, Table 2 suggests that the MMN
medium resulted in a poor mycelia P. tinctorius
growth in liquid media, as showed by the data
from Pons et al (6) and this work.

The parameters values obtained in the fer-
menters are very close to the static flasks experi-
ments. Improvements in these figures would be
possible if problems like cell mass attchments in-
side the fermenter were overcomed.

In conclusion, we may say that the utilization
of a yeast extract addition in the MMN medium
was able to increase the growth rate of P. tinctori-
us liquid media cultivation.

Besides, nitrogen organic sources such as so-
dium glutamate and peptone can be used to im-
prove the Pisolithus tinctorius cultivation for ec-
tomycorrhizal inoculant production purpose.

The yeast extract (1.0 g-!), MMN medium
could be used in a repeated batch fermentation at-

TABLE 2 - Comparison with literature parameters values for
Pisolithus tinctorius cultivation.

Culture media(a)

X Px®  References

@B @La
Pridham-Gottlieb 114 0,28 @
Glucose + (NH,)280 66 1,00 (€)]
Glucose + ammonium tartrate 3,0 0,21 ®
Glucose + ammonium tartrate 28 0,12 ©)
MMN 10 0,04 (10)
MMN 30 0,06 This work
Basic 48 0,11 This work
Basic + peptone 49 0,14  This work
Basic + sodium glutamate 45 0,13 This work
Basic (fermenter, 24 cycle) 35 0,15  This work

(a) Presented only carbon and nitrogen sources when it was not
utilized a knowed culture media.

(b) Px calculated as Table 1.
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tained reasonable mass concentration at the end of
the cycles.

A reproducible pattern of growth without apre-
ciable lost of cell mass productivity through the cy-
cles suggests that a repeated batch mode of fer-
mentor operation can be used for ectomycorrhizal
biomass production.

It was verified that the process needs research
efforts in order to solve problems like cell mass at-
tachment inside the fermenter and pH change influ-
ence on to cell growth rate.

Nomeclature

Px — cell mass productivity (g/Ld)
S — glucose concentration (g/L.)

t — fermentation time (d)

X — cell mass concentration (g/L)

Subscripts

O — relative to initial fermentation time
max — relative to maximum cell mass concentra-
tion

RESUMO

Producio de micélio vegetativo de Pisolithus
tinctorius: efeito de fontes de nitrogénio e
cultivo em fermentador agitado.

Micélio vegetativo de Pisolithus tinctorius iso-
lado de Eucalyptus sp. foi cultivado em erlenmey-
ers e fermentadores de bancada, para utilizagdo na
produgfio de indculo ectomicorrizico. Partindo-se
do meio de cultura MNM, foi estudada a influéncia
de vérias fontes de nitrogénio (NH,NO,,
(NH,),HPO,, peptona e glutamato de s6dio) na ve-
locidade de crescimento micelial. A adigfo de ex-
trato de levedura, glutamato de sédio e peptona ao
meio de cultura, aumentou a velocidade de cresci-
mento celular em quase 100% em relagdo ao culti-
vo no meio MNM. O NH,NO, ndo foi capaz de au-
mentar a velocidade de crescimento micelial e o
(NH,), HPO, em concentragdo de 3,8 g/L teve
efeito deletério sobre o crescimento celular. Foi re-

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1), 1991

alizado um cultivo do micélio ectomicorrizico em
uma fermentagio em batelada repetida usando-se
o0 meio MNM com extrato de levedura, atingindo-
se uma concentragfio celular de 3,5 g/L. ap6s 15 a
20 dias de cultivo. Esse sistema foi operado por
cerca de 2,5 meses sem interrupg0es.

Palavras chave: Pisolithus tinctorius, cultura sub-
mersa, produgio de micélio.
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CARACTERISTICAS DA F LOCULACAO DE LEVEDURAS POR
LACTOBACILLUS FERMENTUM

Fumio Yokoya
& Pedro de Oliva-Neto

RESUMO

Foi investigada a floculagfio das células de levedura por cepas de Lactobacillus
fermentum isoladas de destilaria de #lcool (Usina Santa Adelia, S.P.). Algumas
linhagens eram capazes de provocar a floculagdo e outras nfio. A presenca de fon
célcio estimulou a floculagio mas uma floculagdo parcial foi obtida na auséncia do
mesmo. O intervalo de pH para produzir a desfloculagdo era diferente daquele
encontrado nas leveduras floculantes. O tratamento térmico ou por protease causou a
destruicdo da propriedade floculadora da bactéria. E discutido o efeito da floculagdo
bacteriana na fermentagfio alco6lica industrial.

Palavras chave: Leveduras, floculagfio, Lactobacillus Sfermentum

INTRODUCAQ

Dentre os problemas com contaminantes, a
floculagfio da levedura é um dos mais sérios na
fermentagfio industrial de 4lcool, especialmente
devido a redugfio na produtividade e aumento na
dificuldade de separagio da levedura por centrifu-
gagfo.

Com o uso do reciclo de células para aumen-
tar a produtividade, reduzir o tempo ¢ o custo de
fermentagfo, o problema torna-se mais acentuado
pois a causa tende a se acumular a cada ciclo do
Processo.

Um levantamento dos microorganismos na
inddstria alcooleira de Sfo Paulo indicou que cer-
ca de 65% das espécies bacterianas isoladas das
dornas de fermentago eram do género Lactobacil-
Ius (Gallo, 1990). A observa¢do das usinas de
agticar e dlcool tem mostrado que a causa principal
da floculagfio é de origem bacteriana (Serra et al.,
1976). Os Lactobacillus spp. devem ser de maior
significado, uma vez que os Leuconostoc spp. nio

sobreviveram por um perfodo muito longo nas
condigbes normais de fermentagdo alcoodlica
(Kaji, 1989).

As caracteristicas das leveduras floculantes
foram estudadas recentemente por Stratford e Kee-
nan (1988) e Stratford, Coleman e Keenan (1988).
O estudo da floculaggo de leveduras devido a con-
taminag#o bacteriana foi conduzido por Serra et al.
(1976). Eles concluiram que Sporolactobacillus
sp. era responsével pela floculaggo.

A contaminagfio bacteriana na fermentagio in-
dustrial de 4lcool foi descrita por alguns autores,
mas a informagfo sobre o efeito dessas bactérias
sobre a floculagdo da levedura é bastante superfi-
cial (Lima, 1975; Stupiello e Horie, 1981, Amorim
e Oliveira, 1982).

Este trabalho apresenta os resultados da flocu-
lagdo de suspensdo de células de levedura por al-
gumas linhagens de Lactobacillus sp. usando o
método adaptado de Stratford e Keenan (1988).

Foram testados o efeito de pH da suspensio,
do fon célcio, da concentragiio de células de bac-
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téria e levedura e tratamento das células a alta
temperatura e enzima protease.

MATERIAL E METODOS
Preparo da Suspensio de Bactéria e Levedura

A suspensio celular de levedura foi preparada
a partir do fermento prensado comercial (Produtos
Alimenticios Fleischman Royal Ltda), lavando-se
duas vezes com 25 mM EDTA (4cido etileno dia-
mino tetracético) e ressuspenso em tampdo citrato
50mM, pH 3,0 com 5 mM EDTA., A cada lava-
gem, a centrifugacfo foi feita com centrifuga Fa-
nem, Mod. 209, 4000 rpm por 15 min,

A cultura bacteriana foi isolada da amostra de
pé-de-cuba floculada coletada na Usina Santa Adé-
lia, Jaboticabal, SP. Duas cepas, uma de Lactoba-
cillus fermentum N® 20, que provocava a floculagfio
das células de levedura ¢ a outra N° 4, que nio cau-
sava a floculagio, foram selecionadas para o
estudo. Essas culturas foram cultivadas no frasco
Fernbach de 2800 ml com 750 ml de caldo MRS,
Difco, por 48 horas a 30°C no incubador estético,
utilizando-se inculo de 50 mi cultivado no mesmo
meio.

As células bacterianas foram coletadas por
centrifugacio em uma centrifuga refrigerada (In-
ternational Equipment Company, Mod. B20-A) a
8.000 rpm por 10 min. A partir desta foi feita lava-
gem por duas vezes com 25 mM EDTA e a sus-
pensdo final, em concentragfio adequada para cada
teste, foi feita em tampdo citrato 50 mM, pH 3,0
com 5 mM EDTA.

Testes de Floculagdo - O teste de floculagfio
foi conduzido de acordo com o método de Strat-
ford e Keenan (1988) adaptado para operar com
suspensdo mista de bactéria e levedura. Um vo-
lume total de 40 ml da suspensio de bactéria e le-
vedura foi colocado em frasco cdnico de 125 ml,
Pouco antes de iniciar a agitagdo, foi agregada 10
ml de solugfio de cloreto de cdlcio 50 mM, ou 10
ml de 4dgua destilada (controle). A agitacio foi
conduzida a 90 rpm no agitador-incubador orbital
(Superohm, Piracicaba, SP.) por 10 min. a 30°C.
Em seguida, a amostra do sobrenadante foi retira-
da cuidadosamente ap6s 10 min. de repouso. A
turbidez da amostra foi medida a 600 nm em es-
pectrofotdmetro Bausch and Lomb. Spectronic-70,
acoplado a leitura digital Celm-100.

Observagdo Microscépica e Contagem - As
amostras do sobrenadante foram diluidas em HCI
0,IN e agitadas vigorosamente no agitador de tu-
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bos para dispersiio das células de bactéria e leve-
dura. Uma gota da suspensio foi colocada na
1amina de microscépio ¢ contadas no microscépio
apds coloragio com cristal de violeta. A concen-
tragfio celular foi ajustada para se conseguir cam-
po facilmente contdvel (niimero total de células
de 30 a 300 por campo). As células nas amostras
das particulas floculadas foram contadas da se-
guinte forma: inicialmente o liquido sobrenadante
foi cuidadosamente removido por sucgdo e as cé-
lulas das particulas foram dispersas na solugfio de
HC1 0,IN com agita¢fo vigorosa por 5 min. A se-
guir, foi feito um esfregaco e contadas mi-
croscOpicamente apdés coloragdo com cristal de
violeta. As células de levedura e bactéria do so-
brenadante e particulas floculadas foram contadas
em pelo menos 10 campos distribuidos ao acaso
(total aproximado de 1000 células), obtendo-se
assim a rela¢fio entre nimero de células bacteria-
nas ¢ de leveduras.

Determinagdo da Massa Seca - A massa
seca das leveduras e bactérias foi determinada
pela técnica de filtragio na membrana usando o
filtro Millipore Tipo HAWPO47, secando as célu-
las depositadas a 105°C, de acordo com o método
descrito por O'Toole (1983). A relagfo entre es-
ses ‘resultados ¢ a medida de turbinez foi usada
para converter os dados de turbinez em valores de
massa seca.

Efeito do pH na Desfloculagdo - Apés a ob-
ten¢do da floculagfio a pH 3,0 com a mistura da sus-
pensdo de bactéria e levedura, o pH foi alterado adi-
cionando-se a solugdo concentrada de H,SO, ou
NaOH, conforme o caso. A medida da floculagfio
no novo pH foi feita de maneira usual (ver acima).

Determinagdo do Efeito da Temperatura e do
Tratamento com Protease - O efeito da temperatu-
ra sobre a capacidade floculadora da bactéria foi
determinada aquecendo os tubos (16x150 mm)
contendo suspensdo de células de bactérias ou
leveduras em um banho a 55°C. A cada intervalo
de tempo, um tubo era retirado do banho e res-
friado rapidamente em dgua contendo gelo. A se-
guir, o teste de floculagéio foi conduzido normal-
mente usando a suspensio de células tratadas pelo
calor.

O efeito do tratamento com protease foi deter-
minado incubando-se¢ a suspensdo de células de
bactérias ou leveduras com cerca de 150 unidades/
ml de protease de Streptomyces griseus (Sigma,
Cat. P.0652) a 30°C sob agita¢fio no incubador or-
bital. A cada intervalo foram retiradas amostras
para medir a capacidade floculadora agregando-se
a suspensdo de células de levedura.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Floculacio de Leveduras

Os resultados do teste de floculagfo das leve-
duras por bactérias (cepas floculante e ndo-
floculante) estfio apresentados na Figura 1.

Lactobacillus nio-floculante nfo provocou
nenhuma floculagiio nas diversas concentragBes
testadas. Algum incremento na turbidez do sobre-
nadante foi observado com o aumento da concen-
tragfio de células bacterianas por causa da contri-
~ bui¢Ho destas células na turbidez global. Quando o
Lactobacillus floculante era adicionado a sus-
pensdio de levedura, observou-se uma redugio
dréstica na turbidez do sobrenadante. Essa redugio
foi mais elevada quando a proporg¢io da célula de
bactéria era 51 mg para 1.160 mg de levedura para
cada frasco com 50 ml da suspensdo. Com o au-
mento da concentragdo de células de bactéria, a
turbidez do sobrenadante permaneceu vir-
tualmente constante.

Como no caso das leveduras floculantes
(Stratford e Keenan, 1987), a agitagio da sus-
pensio foi essencial para que haja floculagdo (da-
dos ndo apresentados). Também, o ion cilcio es-
timulou a floculagio, mas em contraste com a
levedura floculante, a sua auséncia ndo inibia com-
pletamente a floculagio (Figura 1),

A parte do sobrenadante da cultura de bactéria
ap6s retirada das células por centrifuga¢io nio

1,00
@ Lactobacillus n® 20 (floculante, sem CaCly)
O Lactobacillus n® 20 (floculante, com CaClL)
A Lactobacillus n® 4 (nfo floculante, com CaCl)
0,80—
— A —h
E
% 0,601
=}
Sé 0,40
0,20
1 ] 10 [ o)
0 20 40 60 80 100 120
CELULAS BACTERIANAS (mg)

FIGURA 1 - Turbinez do sobrenadante com suspensio de le-
vedura e Lactobacillus floculante e ndo fluculante. Massa de
levedura foi de 1.150 mg por frasco.
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apresentou nenhum efeito floculante. Isso indica
que o fator floculante esta intimamente ligado a cé-
lula bacteriana e ndo é constituido por metabdlitos
liberados no meio de cultivo durante o crescimento.

Efeito de Proporcio entre Células de Bactéria e
Levedura.

Ha uma relagfio 6tima entre a quantidade de
células de bactéria e levedura para causar a flocu-
lag3o. A Figura 2 mostra o resultado de floculagio
com diferentes concentragdes de levedura e uma
quantidade fixa de bactéria. Com 84 mg de célula
bacteriana em 50 ml de suspensdo, a floculagfio
méxima foi observada com 1.380 mg de levedura.
A relagio em massa de bactéria/levedura foi de
0,061. Pela contagem microscépia observou-se a
relagdo de 4,8 (bactéria/levedura). Com 230 mg de
levedura em 50 ml foi observado um sobrenadante
bastante turvo. Exame microscépico mostrou so-
mente a presenca de células bacterianas. Por outro
lado, quando foi adicionado 1.840 mg de levedura,
a turbidez do sobrenadante também foi aumenta-
da, mas neste caso, 0 exame microscépico do so-
brenadante mostrou células bacterianas e de leve-
duras na proporgdo de 1,38. Esses resultados
indicaram que quando a bactéria estava em exces-
S0, toda a célula de levedura era floculada, mas
quando a levedura estava em excesso, havia sem-
pre uma parte de células bacterianas associada a
levedura. Isso pode explicar os resultados da Tabe-
la 1. Essa Tabela mostra que a relagio bactéria/
levedura na turbidez minima do sobrenadante (flo-
culagfio médxima) varia com a concentrag¢fio de mi-
crorganismos. Essa relacfio reduz com o aumento
da concentragfio microbiana. Assim, com 117 mg
de levedura em 50 ml, a relagiio em .peso foi de
0,12 e com 1.840 mg, essa relagdo foi de 0,061, o
que corresponde a cerca de metade do valor da
relagfio na suspensdo mais diluida. A relagio mi-
croscopica apresentou uma diferenga ainda maior
(Tabela 1).

Efeito do pH, Protease e Temperatura na
Floculacio

A Figura 3 mostra a turbidez do sobrenadante
a diferentes valores de pH. As concentragBes de
levedura e bactéria utilizadas foram respectiva-
mente 1.380 mg e 84 mg em 50 ml da suspensio.

A desfloculaciio foi observada a valores de
pH superiores a pH 12 e inferiores a pH 2,5. Entre
o pH 2,5 e pH 3,0 havia uma faixa de transigfo.
Esses resultados foram um tanto diferentes da-
queles apresentados por leveduras floculantes que
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@ 84 mg de células bacterianas/50ml

221- O 28mg de células bacterianas/50ml

Turbidez (600 mm)

400 800 1200 1600
Massa de Levedura (mg)

FIGURA 2 - Efeito da relagio entre células de bactérias e leve-
dura sobre wrbidez do sobrenadante.

TABELA 1 - Proporgio de bactéria e levedura com o minimo
de turbidez do sobrenadante. A relagdo de massa (bactéria/
levedura) foi considerada em base a massa seca. A relagdo do
nimero de células foi obtida baseando-se na contagem mi-
croscopica das células de particulas floculadas.

Massade  Relagdo de Relagdo de Turbidez do
levedura massa nimero sobrenadante
(mg)
1.840 0,061 6,5 393
1.380 0,061 53 426
550 0,102 193 2,46
138 0,203 14,1 0,96
117 0,120 315 0,44

desflocularam a pH inferior a 2,0 e superior a 7,0
(Stratford, Coleman ¢ Keenan, 1988), mas concor-
dantes com a maioria da floculagfo observada nas
destilarias de 4dlcool.

A desfloculagdo com a acidificagdo da sus-
pensdo de levedura ("leite de levedura") € comu-
mente observada nas destilarias de 4lcool. Esse
fendmeno é reversivel, fato que foi observado tam-
bém nos nossos ensaios, onde a floculagfo foi re-
stabelecida quando o pH era ajustado a valores su-
periores a 2,5.
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Os resultados apresentados até aqui mostram
que a floculagio de levedura na fermentagio
alcodlica pode ser causada por Lactobacillus, mas
nem todas as linhagens sfo capazes de causar o pro-
blema. Isso pode explicar os resultados inconsis-
tentes encontrados na pratica industrial, quandorela-
ciona a floculagfio e a presenca de Lactobacillus.
Além disso, para que haja floculagfo, o nimero de
células de bactéria deve atingir um valor critico com
relagfio ao nimero de células de levedura, o que vem
explicar a apari¢do repentina de floculagdo na
inddstria de fermentagfio alcodlica. No geral, uma
floculagdo é acompanhada de uma mudanga sensivel
na varia¢fo das caracteristicas do "vinho", comopH,
acidez eagticarresidual.

O tratamento da bactéria a 55°C destruiu com-
pletamente a capacidade floculadora em poucos
minutos (Tabela 2). Isso mostra que essa proprie-
dade € termoldbil. J4 o tratamento das células de
levedura nas mesmas condigdes nfo afetou a ca-
pacidade floculadora. Nem mesmo o tratamento
da levedura com agua em ebuli¢io destruiu a ca-
pacidade de ser floculada.

O tratamento das células bacterianas com pro-
tease de Sireptomyces griseus também destruiu a
capacidade floculadora da bactéria (Tabela 3), indi-
cando que o fator responsédvel deve ser de natureza
proteica.

Uma substincia de natureza proteica foi detec-
tada em algumas linhagens de L. fermentum ¢ erare-
sponsével pela aderéncia da célulaamucosa estoma-
cal de camundongos (Conway e Kjelleberg, 1989).
Talvez a floculagfio das células de levedura por bac-
téria seja causada por um fator semelhante ao de ade-
réncia.

0,80 |

0,60 F

0,40

Turbidez (600 mm)

020}

FIGURA 3 - Efeito do ph na turbinez do sobrenadante. Massa
de células bacterianas e de levedura foi 0 84 mg e 1.380 mg por
50 ml, respectivamente.
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TABELA 2 - Efeito do tratamento térmico (55°C) na
destruigdo da capacidade floculadora Lactobacillus fermentum
N220.

Tempo (min.) Turbidez do sobrenadante

0 6,7

2 70,3
5 75,1

TABELA 3 - Efeito do tratamento com protease do Strepto-

myces griseus  na destrui¢io da capacidade flocadora de
Lactobacillus fermentum N*20,

Tempo (min.) Turbidez do sobrenadante
0 28
60 160
90 585
120 672
180 740

Concluindo podemos afirmar que:

1, foi desenvolvido um método para detectar a
floculagio de células de leveduras provocada por
bactérias; 2. existe uma relagio quantitativa de cé-
lulas de levedura ¢ de bactéria que resulta na
maxima floculag@o. Essa relago varia com a con-
centragdo celular; 3. a floculagfo por bactéria é es-
timulada por fon clcio e inibida a valores de pH
extremos ¢ 4, o fator responsdvel pela capacidade
de provocar a floculagiio de leveduras é termolbil
e sensivel a protease indicando ser este de nature-
za proteica.

SUMMARY

Flocculation of yeast cells by Lactobacillus
Jermentum

The flocculation of yeast cells by Lactobacil-
lus fermentum was investigated. Some strains of
this bacterium were able to flocculate yeast cells
but others were not. The presence of calcium ion
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stimulated flocculation but partial flocculation was
found in absence of this ion. The pH range of de-
flocculation was different from those found in
flocculating yeasts. The treatment of bacterial
cells with heat and protease destroyed the floccu-
lating ability. The effect of bacterial flocculation
of yeast in alcohol fermentation industry is dis-
cussed.
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PRODUCTION OF EXTRACELLULAR ENZYMES BY
NOMURAEA RILEYI (FARLOW) SAMSON

Isabel Facchine
Neiva Monteiro de Barros

SUMMARY

Production of extracellular enzyme in solid culture media was analysed in
Nomuraea rileyi strains using specific substrates, amylase, lipase and protease
production was tested in 3 strains from different sites in the state of Rio Grande do
Sul. Production of extracellular enzyme in solid culture media, determined by the
formation of halo around the colony and the diameters of both halo and colony was
analysed in order to determine the variability among different Nomuraea rileyi strains.
Results of in vitro tests demonstrated that N. rileyi secreted protease, lipase and
amylase. The strain Sr 86151 presented significantly lower production of amilolytic
enzyme and high proteolytoc enzyme as compared the other two strais.

Key words: Extracellular enzymes, Nomuraea rileyi.

INTRODUCTION

The fungus N. rileyi is a natural enemy of the
caterpillar Anticarsia gemmatalis, one of the main
pests of soybeans. This pathogen has induced epi-
zooties in the pest population, providing a satisfac-
tory control and permitting a reduction in the use
of pesticides.

The fungus N. rileyi penetrates the insect, fre-
quently via the tegument, using mechanical pres-
sure and enzymatic activity supplied by protease,
chitinase and lipase secretion.

The production of enzymes and toxins is im-
portant in the induction of insect disease (3). Stud-
ies on the enzymatic activity of entomopathogenic
fungi have demonstrated that enzymes may act by
penetrating the cuticle, thus opening the way to in-
vasion of the insect body by the fungus (4) since
the cuticle of insects is composed of protein and
chitin covered with lipids (6).

In vitro tests with Entomophthora coronata,
E. apiculata and E. virulenta have shown that
these fungi are capable of producing extracellular
enzymes with lipolytic, proteolytic and chitinolyt-
ic activities. These lytic activities may help eluci-
date the invasive process of the tegument and oth-
er host tissues by this group of fungi (5).

Inhibitory proteases detected in the hemo-
lymph of various invertebrates have been found to
act in the defense against invasion by microorgan-
isms. Entomopatogenic fungi similar to N. rileyi
require the hydrolase complex (proteases, lipases
and chitinases) to penetrate and colonize the tissue
of the host insect (1).

In studies with Metarhizium anisopliae infect-
ing Galleria mellonella larvae, it was observed
that the diseases are not caused exclusively by a
toxic enzyme, but result from the interaction of
several enzymes in the sytem of both host and
pathogen. It is possible that the inhibitor against

Instituto de Biotecnologia, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Caxias do Sul, Caixa Postal 1352, 95070 - Caxias

do Sul, RS, Brasil
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G. melonella acts not only in the regulation of the
endogenous enzymatic activity, but also through
the action of the defense mechanism against prote-
olytic enzymes of the M. anisopliae pathogen and
perhaps also against other types of proteases (8).

In a study of extracellular production by Sac-
charomycopsis lipolytica, enzime production in
solid medium was compared with enzyme produc-
tion in liquid medium, The results showed that the
size of the degradation zone is a good indicator of
protease production, since, with few exceptions, it
expresses the values obtained in qualitative test
(10).

This paper reports the enzymatic activity in
vitro of three strains of fungus N. rileyi.

MATERIAL AND METHODS

The three strains of N. rileyi used in the
present study were isolated from infected caterpil-
lars collected at three different sites in the State of
Rio Grande do Sul: Vacaria (Va 8607), Casca (Ca
87451) and Santa Rosa (Sr 8615 1).

Ezyme activities were evaluated by inoculat-
ing the strains on solid media, wich were prepared
according to Hankin e Anagnostakis (7), modified
by Sitva (11).

Media for detection of amylolytic activity
were prepared contained 2,3% Difco nutrient agar
and 0,2% soluble starch at pH 6. After 7 days of
incubation, plates were flooded with iodine.

Colonies showing amylolytic activity were

surrounded by a yellow zone on the blue staining
agar.
Media for detection of proteolytic activity
were prepared contained 2,3% Difco nutrient agar
plus 0,5% gelatin at pH 6. After 7 days of
incubation, plates were flooded with a satured
solution of (NH4)3 SO4 to precipitate undegraded
protein and reveal the existence of clear zones of
degradation.

Media for detection of lipolytic activity were
prepared contained per liter Difco peptona, 10 g;
NaCl, 5 g; CaCl, H,0, 0,1 g; agar, 20 £, pH 6.
Tween 80 (Difco), used as the lipid substrate was
sterilized separately and 1 ml added per 100 ml of
sterile and cooled basal medium.

Indication of lipolytic activity was shown ei-
ther by a visible precipitate due to the formation of
crystals of the calcium salt of the lauric acid liber-
ated by the enzime, or as a clearing of such a pre-
cipitate around a colony due to complete degrada-
tion of the salt of the fatty acid.
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Conidial suspensions from sporulated slant
cultures of N. rileyi were diluted in distilled water
containing 0,1% tween 80 and inoculated at four
equidistant points on the culture plate using a ster-
ile loop.

Each experiment was replicated eight times.

Inoculated plates were incubated at 25°C in
an oven for 7 days and then submitted to the deter-
mination of diameter of clear zone and enzymatic
indices by the method of Hankin and Anagnosta-
kis (7).

To determine degree of enzyme productivity
among the strains used, data were analyzed statis-
tically by analysis of variance and by the Tukey
test using an IBM/PC/XT microcomputer, with the
level of signicance set at P<0.05, regarding mean
halo + colony diameter.

RESULTS AND DISCUSSION

Results of experiments demonstrated that
strains of N. rileyi produce extracellular amylolyt-
ic, lipolytic and proteolytic activities.

The results of amylolytic activity are pre-
sented in table 1. Significant differences in amy-
lase production were observed among strains,
with strain Va 8607 presenting the highest in-
dex, followed by strain Ca 87451 and strain Sr
86151. '

Extracellular amylase production has also
been studied by other authors (9) who have report-
ed that the amounts of extracellular amylase deter-
mined by the Bucher method (2) are significantly
higher when the isolate originates directly from
the insect considering the chemical nature of the
cuticle than when the isolate is maintained in cul-
ture medium with sucessive replating.

The results of lipolytic activity are presented

TABLE 1. Mean results obtained in "in vitro" tests of amylo-
lytic activity for three strains of the fungus N. rileyi

N. rileyi Mean colony mean halo + Enzyme

) colony activity
strain diameter (mm) | diameter (mm) index
Va 8607 3,69 16,60 022
Sr 86151 2,79 11,66 024
Ca 87451 364 16,12 0,23
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TABLE 2 - Tukey test for comparison of mean diameters of
degradation halo plus colony size in amylolytic activity

Rev. Microbiol., Séo Paulo, 22(1), 1991

TABLE 5 - Mean results obtained in "in vitro" tests of proteo-
Iytic activity for three strains of the fungus N. rileyi

N. rileyi strains Means
Va 8607 16,60 *
Sr 86151 11,66
Ca 87451 16,10 *

D. H.S. (0,05) = 4,09

N. rileyi Mean colony mean halo + Enzyme
colony activity
strain diameters (mm) | diameters (mm) index
Va 8607 3,31 10,37 032
Sr 86151 3,88 19,40 0,20
Ca 87451 3,88 741 0,52

*significant at the 5% level of probability

in tables 3 and 4. All strains found to be presented
lipolytic activity, with no significant differences
among them at the 5% level of probability.

The results of proteolitytic activity are present-
ed in tables 5 and 6. Strain Sr 86151 showed the
higest enzymatic index, whereas strains Ca 87451
and Va 8607 did not differ from one another at the
5% level of significance.

The proteolytic activity of the fungus N. rileyi
has been studied by other autors (9) who have re-
ported that protease production is elevated and ap-
pears within 36 hours after inoculation.

The results of the in vitro tests showed that all

TABLE 3 - Mean results obtained in "in vitro" tests of lipolyt
ic activity for three strains of the fungus N. rileyi

N.rileyi Mean colony mean halo + Enzyme
colony activity
strain diameter (mm) | diameter (mm) index
Va 8607 3,05 17,13 0,18
Sr 86151 4,10 16,76 0,24
Ca 87451 397 15,70 025

TABLE 4 - Tukey test for comparison of mean degradation
halo diameters plus colony size in lipolytic activity

N. rileyi strains Means
Va 8607 17,13 n. s.
Sr 86151 16,76 n. s.
Ca 87451 15,70n. s

D. H.S. (0,05) = 4,54

n. s. Not significant at the 5% lével

TABLE 6 - Tukey test for mean degradation halo diameters
plus colony size in proteolytic activity.

N. rileyi strains Means
Va 8607 10,37
Sr 86151 19,40*
Ca 87451 741

D.H.S. (0,05)=17,12

*Significant at the 5% level of probability

strains of Nomuraea rileyi found to be presented
lipolytic, amylolytic and proteolytic activity. The
strain Sr 86151 was presented significantly lower
production of amylolytic enzyme as compared the
other two strains.
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RESUMO

Produciio de enzimas extracelulares por Nomu-
raea rileyi (Farlow) Samson.

A produgio de enzimas extracelulares em lin-
hagens de Nomuraea rileyi foi analisada em meio
de cultura sélido usando substratos especificos,
amilase, lipase e protease. A produgdo foi testada
em 3 linhagens de diferentes locais do estado do
Rio Grande do Sul. A produgfo de enzimas exira-
celulares em meio de cultura sélido foi determina-
da pela formagfio de um halo ao redor da colonia e
o didimetro de ambos halo e coldnia foi analisado
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para determinar a variabilidade entre as diferentes
linhagens de Nomuraea rileyi. Resultados de
testes "in vitro" demonstraram que Nomuraea ri-
leyi secretou protease, lipase e amilase. A linha-
gem Sr 86151 apresentou menor produgio de enzi-
ma amilolitica e maior produgio de enzima
proteolitica quando comparada com as outras duas
linhagens.

Palavras chave: enzimas extracelulares, Nomu-
raea rileyi.
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RESISTENCIA A DROGAS EM CEPAS BACTERIANAS DE PACIENTES
DE SERVICOS HOSPITALARES. LABORATORIOS DE REFERENCIA DO
SISTEMA COBA.

O uso indiscriminado de antimicrobianos é
motivo de preocupagio crescente da comunidade
médico-cientifica, 3 medida em que tanto as dro-
gas consideradas cléssicas, no arsenal terap8utico,
como aquelas de introdugfio recente no comércio,
vém se tornando ineficientes frente aos mecanis-
mos de resisténcia bacteriana. (1, 2, 3).

As bactérias contam com recursos genéticos
de transmissfio e aquisi¢fio de resisténcia aos anti-
microbianos que vém superando, rapidamente, a
disponibilidade de novos recursos terapéuticos
oferecidos pela indistria farmacutica. (6) Este
fato se torna ainda mais preocupante, & medida em
que aumenta a populagfio de pacientes imunode-
primidos hospitalizados e aumentam as estirpes
bacterianas multirresistentes, para as quais, muitas
vezes, ndo existe uma opgdo teraplutica sequer,
podendo os surtos de infecgio hospitalar resultar
em elevada letalidade. (8) No entanto, as bactérias
ja contavam com estes mesmos mecanismos de re-
sisténcia a drogas, antes mesmo da introdugfio do
primeiro antimicrobiano no comércio. Os dados
disponiveis reforcam a hipétese de que a resistén-
cia bacteriana é, em grande parte, consequente da
"polui¢do" antimicrobiana dos dias atuais. (4)

Mais importante e racional que a ripida des-
coberta ¢ disponibilidade de novas drogas parece
ser a aplicagfio de uma politica de controle do uso
de antimicrobianos, tanto a nivel hospitalar, como
comunitirio. A resisténcia bacteriana, em indices
considerados alarmantes, em nosso meio, pode ser
considerada reflexo, particularmente, do mau uso
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dos antimicrobianos (1,8) que, por sua vez, é
consequente de fatores, como:

a. falta de critérios para escolha de drogas,
tanto para fins terapéuticos, como profiléticos, a
nivel hospitalar,

b. falta de informagdes sobre os padrdes de re-
sisténcia dos germes mais comumente isolados em
funcfo da topografia das infecgdes, levando ao uso
indiscriminado de antimicrobianos de largo aspec-
tro,

¢. falta de credibilidade das informagdes pro-
duzidas porlaboratérios que ndo empregam meto-
dologia padronizada para os testes de sensibilidade
bacteriana, que incluem, obrigatoriamente, o con-
trole de qualidade e

d. pressdo scletiva sobre cepas resistentes, a
partir da comunidade, tanto pela populagdo que se
automedica livremente, como pelo consumo de
produtos alimenticios de origem animal, contami-
nados por antimicrobianos ou, ainda, por cepas
selecionadas pelo uso indiscriminado de antibacte-
rianos em veterindria.

No ambiente hospitalar, por outro lado, a
pressdo scletiva, geradora de cépas multiresis-
tentes enddégenas ou hospitalares, é devida, entre
outros, a fatores como: (a) escolha incorreta da
droga ou intervalo, duragfio ou associagfo de anti-
microbianos; (b) indicacio ndo criteriosa e por
tempo excessivamente prolongado de procedimen-
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tos invasivos (cateterismo vesical, venoso, traque-
ostomia, alimenta¢fo parenteral, entre outros); (c)
falhas nos cuidados dispensados aos curativos, na
higiene do paciente, no intervalo e técnica das di-
versas rotinas elaboradas para os procedimentos
invasivos, que se tornam responsiveis pela intro-
ducio de cepas hospitalares nos diversos sitios ¢
pela proliferacio dos germes, facilitando a in-
feccio por germes multiresistentes.

As mios do pessoal encarregado dos cuidados
didrios dos pacientes, desempenham papel funda-
mental, na epidemiologia das infec¢des hospita-
lares. Maios inadequadamentes lavadas sdo
responsdveis por infecgdes cruzadas, envolvendo,
invariavelmente, cepas hospitalares de Staphylo-
coccus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiel-
la pneumoniae ¢ Serratia marcescens, com padrdes
de elevadaresisténcia aos antimicrobianos,

A portaria n% 196, do Ministério da Sadde, de
junho de 1983, estabeleceu as Comissdes de con-
trole de Infecgdo Hospitalar e teve como uma de
suas finalidades disciplinar o uso de antimicrobia-
nos no meio hospitalar. Com o uso racionalizado
destas drogas, pretende-se: (a) reverter, a médio
prazo, os indices de resisténcias hoje considerados
inadmissiveis para a maior parte das drogas dis-
poniveis; (b) reduzir o consumo de antimicrobianos
¢, consequentemente, diminuir sua atual parcela nos
gastos hospitalares; (¢) reduzir as infecgdes hospita-
lares consequentes do uso inadequado de antimicro-
bianos para fins terap8uticos e profilaticos.

Considera-se imprescindivel, para viabilizar
as medidas de controle do uso de antimicrobianos,
o conhecimento da etiologia das infec¢des e os
respectivos padrdes de resisténcia as drogas de
cada hospital.

O suporte proporcionado pelo Laboratério de
Microbiologia, com técnicas atualizadas € a utili-
zaglo adequada dos resultados, pelo corpo clinico,
¢ condicfio necesséria para a produgfio de indica-
dores tteis a avaliacdo feita pela Comissio de
Controle da Infecgdo Hospitalar, envolvendo: os
agentes etiologicos, os servicos hospitalares, as
topografias das infecgBes hospitalares e os padrdes
de resisténcia aos antimicrobianos padronizados
pela Comissdo.

A qualidade destas informagdes repercute no
sucesso terapéutico ¢ na documentagio das in-
fecgdes hospitalares, permitindo a investigagfio
dos casos ¢ dos possiveis surtos envolvendo as ce-
pas tradicionalmente hospitalares e 0s agentes ndo
usuais, numa determinada topografia ou servigo,
ou ainda por apresentarem padrdes de resisténcia
incomuns,
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O controle do uso de antimicrobianos envolve
a introdugdo de modelo (ficha) padronizado, que
fornega, objetivamente, as seguintes informagdes
fundamentais: consumo dos diferentes antimicro-
bianos, por dose ou unidade de embalagem, por
paciente/ano e por unidade de internagfo,

A andlise permitird relacionar estes dados a
etiologia e aos padrdes de resisténcia bacteriana.
Respaldada em conceitos atualizados de profilaxia
¢ terapéutica, pode-se atingir os objetivos propostos
que parecem, em principio, bastantes ideais: menor
resisténcia bacteriana, menor gasto com antimicro-
bianos, resultando em menor custo da hospitali-
zagAo e menores taxas de infecgiio hospitalar.

Bactérias prevalentes em servicos hospitalares
Laboratorios de Referéncias do Sistema
COBA (5)

Em 1986, foram processadas informagdes
procedentes de 6 Hospitais que compdem o siste-
ma referéncia do COBA (Hospital Universitario
USP, S.Paulo; Hospital do Servidor Piblico Esta-
dual, S.Paulo; Gastroclinica de S#o Paulo, Sio
Paulo; Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP, Ribeirdo Preto; Hospital Uni-

- versitdrio da UERJ, Rio de Janeiro; ¢ Hospital Sao

Lucas, PUC, Porto Alegre).

Ao todo foram consideradas 8.211 cepas bac-
terianas, isoladas representando:

enterobactérias ... .

COCOS gram poSitivoS......cmene. 21,7%

bactérias ndo fermentadadoras........8,4%

O nitimero de isolamento de E. coli, S. aureus
Klebsiella-Enterobacter spp. correspondeu a 75%
do total germes processados (Fig. 1).

Providencia sp } 02%
Citrobacter sp -: 1,2%
Acinetobacter sp .:1 1,4%
Serratia sp |2 1,9%
Pseudomonas sp foa! 2,0%
Proteus indol =21 3,4%
Proteus mirabilis === 4,1%
Enterococos |
P. aruginosa

Enterobacter sp [

Klebsiella sp 11,7%

S. aureus E 17,0%
E. coli [ 0O 0000000000000 6104

% Cepas Testadas
FIGURA 1 — Cepas hospitalares

Fig. 1. Distribuigio das bactérias de servigos hospitalares, na
amostragem total dos laboratdrios de referéncia em 1986
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Nos graficos a seguir, o nimero 2 frente de
cada droga representa o total de cepas testadas
para o antimicrobiano. O asterisco (*) identifica a
droga recomendada para germes de urina, ressal-
vando-se que o niimero de cepas testadas ndo sig-
nifica necessariamente, que todos os germes tives-
sem sido isolados de urina.

Indices de resisténcia das amostras **
(a) Cocos gram positivos
—S. aureus (Figura 2, abaixo)

Observou-se percentuais de resisténcia alta
(51-100%) 2 penicilina ¢ ampicilina. Resisténcia
intermedidria (21-50%) para drogas de uso clinico
tradicional (rifampicina, tetraciclina, eritromicina,
lincomicina e sulfametoxazol-trimetroprina) e
mais restrito (oxacilina, cefotaxima e amicacina).
Resisténcia baixa (0-20%) foi assinalada para van-

comicina e cefalotina. Entre os aminoglicosidios,

o melhor desempenho foi para netilmicina.

Das drogas recomendadas para germes do tra-
to urindrio, a maior efetividade foi registrada para
norfloxacino.

Vancom 638 1:1
Norfl* 64 ]
Netilm 450
Cefalo 653
Fosfom 804 [=
Cefoxi 839
Amicac 1123 ]
Sftrim 1257
Nitrof*
Cefota
Tobram
Cefiri
Gentam
Cloran
Lincom
Oxacil
Sisomi
Eritro
Tetrac
Canami
Rifamp
Ampici
Penici

% Cepas Resistentes
FIGURA 2 —S. aureus

— Enterococcus sp. (Figura 3, ao lado)

Foi grande o nimero de drogas mostrando re-
sisténcia alta, incluindo-se todos os aminogli-

** No final do texto hd uma lista das abreviaturas empregadas.
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Ampici 277 ]
Rifamp 248 |
Cefalo 117 E=
Cloran 396 |
Ceftri 40
Fosfom 117
Penici 396
Gentam 412 [=
Netilm 103
Tetrac 383
Cefota 40
Eritro 422
Amicac 346 [
Sisomi 85
Sftrim 390
Canami 347
Lincom 374 |=

o 1 2 3 4 5 6 7 8

% Cepas Resistentes
FIGURA 3 — Enterococcus spp

cosidios. Na faixa de resisténcia intermedidria fi-
caram cefalotina, ceftriaxone e penicilina. Na de
resisténcia baixa, ampicilina, vancomicina e rifam-
picina. O ntimero minimo de 30 cepas testadas de
enterococos frente a drogas recomendadas para o
trato urindrio ndo foi alcangado.

(b) Enterobactérias

—E. coli (Figura 4, abaixo)

Cefiri 1909 ] 0
Cefota 1011 | 0
Norf* 2100 [0
Apipem* 561 @ 3
Netilm 2357 |31 4
Amicac 3604 [ 4
Colist 1577 =@ 5
Cefoxi
Sisomi
Nitro*
Gentam
Anali*
Tobram
Cefuro
Rifamp,
Fosfom
Cefalo
Canami
Cloran
Sftrim
Carben
Ampici
Tetrac
Slfami

0 10 20 30 40 50 60 70 80
% Cepas Resistentes
FIGURA 4 —E. coli

Tetraciclina, sulfametoxazol-trimetroprina e
ampicilina sfio as drogas de resisténcia alta. Sdo
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drogas largamente empregadas na tltima década,
tanto para pacientes hospitalizados, como para
ambulatdriais. Resistencia  intermedidria, de
significativa importancia, foi verificada para
cefalotina (22%). Iniimeras drogas estio na faixa
de resisténcia baixa, com destaque para cefotaxina
e ceftriaxone (resisténcia nula). Para germes do
trato urindrio, destacam-se norfloxacino (re-
sisténcia nula), seguida de 4cido pipemidico
(3%).

— Klebsiella sp (Figura 5, abaixo)

Colist 390 = 4

Cefri 549 4

Norf* 435Tm 6
Cefota 293
Amicac 923
Cefoxi 745
Apipe* 118
Anali* 564
Netilm 756 }
Gentam1024 [
Tobram 353 [
Cefalo 517F
Canami 669 [
Sisomi 278 f
Sfrim 982 |
Cloran 1016 k
Tetrac 966 |;
Rifamp 307 |
Fosfom 934 s
Carben 463 [
Ampici1044 E
Slfami 170 =

% Cepas Resistentes
FIGURA 5 — Klebsiella spp

Das 24 drogas processadas, 8 estdo na faixa
de resisiéncia alta, com destaque para tetracicli-
na,  sulfametoxazol-trimetoprina,  ampicilina,
fosfomicina e cloranfenicol; 9 na de resisténcia
intermedidria, incluindo os aminoglicosidios
(com excegdo de "amicacina) e cefalotina. Na
faixa de baixa resisténcia, ficaram amicacina e
as cefalosporinas de 2a. e 3a. geracdes (cefoxiti-
na, cefotaxima e ceftriaxone). Para cepas de
Klebsiella, isoladas do trato urinério, norfloxaci-
no foi a droga com menor percentual de resis-
téncia.
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— Outras enterobactérias (Fig. 6-10)

No conjunto, as demais enterobactérias repre-
sentaram 17,6% das cepas isoladas e seu padriio
de resisténcia a drogas variou em fungfio do géne-
ro ou da espécie (Tab. 1). Daf a necessidade, em
cada laboratério, de identificar o germe correta-
mente ¢ proceder o antibiograma em estreita
observincia as exigéncias do método Kirby-
Bauer.

TABELA 1—Coeficiente (%) de resisténcia a 4 antimicrobia-
nos, de cepas isoladas nos Laboratérios de Referéncia do Siste-
ma COBA, 1986.

Enterobacter 86, 83 41 24
Citrobacter. 74 71 34 44
Serratia 97 95 59 47
P, indol + 76 74 23 03
P. mirabilis 38 22 12 03

Norf*197 J=
Amicac 558 |
Apipe* 33 ]

Ceftri 354 E
Anali* 242

Colist 189 ;
Netilm 365 E
Sisomi 202
Tobram 137 E
Cefota 170 E
Gentam 553 E
Nitro* 181 |
Fosfom 548

Sttrim 562 ;
Cloran 594 =
Canami 424
Carben 233 [

Tetrac 546 [
Cefoxi 424 -
Rifamp 123 E
Cefalo 307
Ampici 573
Slfami 66

% Cepas Resistentes
FIGURA 6 — Enterobacter spp

Quanto 2s drogas recomendadas em urina,
frente a Enterobacter, Citrobacter, P. mirabilis
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Norfl 53
Fosfom 85
Tobram 29

Netilm 79
Nitro 23
Colist 33
Gentan 93
Cefuri 45
Anali* 65
Amicac 91
Cloran 96
Canami 66
Sfirim 93
Cefoxi 58
Tetrac 91
Carben 35
Cefalo 42
Ampic 97

0 10 20 30 40 50 60 70 80

% Cepas Resistentes
FIGURA 7 — Citrobacter spp

Ceftri

Fosfom
Norfl *

Amicac

Cefoxi

Gentam

Anali* 74
Netilm 133

Cloran 139
Sftrim 135
Canami 107
Tetrac 139
Ampici 134 | :
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% Cepas Resistentes
FIGURA 8 — Serratia spp

e P. indol, os percentuais de resisténcia mais
baixos foram observados para norfloxacino, se-
guido de 4cido pipemidico e 4cido nalidixico.
Para Serratia, os coeficientes de resisténcia sio,
em geral altos, para todas as drogas. Norfloxaci-

Cefti 73 |
Amicac 163 £
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Cefota 38 IE

Norfl * 62
Anali * 83

Cefoxi 131
Sisomi 63 ]
Gentam 166 ]
Netilm 89 |

Tobram 35 [

Rifamp 45 ;
Carben 120

Cloran 173

Sftrim 167

Canami 142

Fosfom 150

Cefalo 94

Ampici 177

Nitro* 54

Tetrac 163

Slfami 60

Colist 69

Norfl* 151

Amicac 294
Apipe* 73 =
Ceftri 154 E=

Tobram 103
Sisomi 102
Rifamp 74
Netilm 181

Cefota 109 E

Gentam 311
Cefoxi 240
Anali* 159

Cefalo 186 [

Canami 209
Fosfom 257
Carben 216
Cloran 302
Ampici 317
Sfrim 298
Nitro* 127
Slfami 97
Colist 166

Tetrac 309 £

O OO OO

% Cepas Resistentes
FIGURA 9 —P. indol +

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

0 10 20 30 40 S50 60 70 80 90 100

% Cepas Resistentes
FIGURA 10 — P. mirabilis

no ficou na faixa de 25%, estando entre os 3

indices mais

baixos.
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(c) Bactérias ndo fermentadoras
—- Pseudomonas aeruginosa (Figura 11, abaixo)

As drogas atualmente mais empregadas, para
tratamento de infecgdes por P, aeruginosa, amino-
glicosidios e carbenicilina, estio na faixa de resis-
téncia intermedidria. Destas, amicacina mostra
maior atividade (22% de cepas resistentes). Em re-
sisténcia baixa, encontra-se apenas norfloxacino
(de uso exclusivo para germes do trato urinério) e
colistina (de uso muito restrito).

Colist 391

Norfl* 175
Amicac 684
Carben 404
Tobram 296
Netilm 576
Ceftri 508

Sisomi 299
Gentam 705
Cefota 289
Fosfom 577
Apipe* 67 [
Cloran 718 [ T TR 91
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% Cepas Resistentes
FIGURA 11 —P. aeruginosa

—Qutras spp. de Pseudomonas e Acinetobacter spp

Norfl * 527
Colist 70 E

Netilm 98 £
Carben 102 {
Tobram 52E
Gentam 149 E
Cefota 53
Sisomi 45 =

Canami 91
Fosfom 151 &
Cloran 149 £=
Rifamp 227
Sftrim 157 E
Tetrac 155
Anali* 70
Cefoxi 121
Cefalo 78

Ampici 155
Nitro * 58 [
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% Cepas Resistentes
FIGURA 12 — Pseud. outras spp
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Colist
Norfl *
Rifamp

Ceftri
Netilm
Anali *
Amicac
Tobram

Sftrim
Canami
Gentam
Carbem

Cefota
Sisomi

Tetrac
Ampici

Cefoxi

Cloran
Fosfom

Cefalo

% Cepas Resistentes
FIGURA 13 — Acinetobacter spp

Estes germes representaram apenas 3,2% das
cepas processadas em 1986. Sdo agentes oportunis-
tas tipicos, que vém apresentando indices sensivel-
mente crescentes nas estatisticas das infecgdes hos-
pitalares e com o agravante de apresentarem poucas
opgOes terap8uticas na faixa de resisténcia baixa.

COMENTARIOS GERAIS

Ressalta-se a necessidade de cada hospital ou,
até mesmo, cada servigo hospitalar conhecer sua
flora microbiana e a respectiva sensibilidade aos
antimicrobianos. Isto porque as informagdes po-
derdo variar, de acordo com:

* as caracterfsticas préprias de cada servigo
(predominio de pacientes clinicos ou cirirgicos,
pacientes imunodeprimidos, idosos ou de terapia
intensiva, entre outros exemplos);

* 0 uso de procedimentos invasivos, em quan-
tidade e complexidade;

* 0 estdgio da implantacio da politica de con-
trole do uso de antimicrobianos, permitindo maior
ou menor disponibilidade de drogas de geragOes
mais recentes;

» qualidade e obediéncia as normas e rotinas
estabelecidas, reduzindo ou ndo as infecgdes cru-
zadas e por fontes exdgenas.
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Os dados da Tab. 2 exemplificam a variagfo
das taxas de resisténcia de cepas de Klebsiella,
isoladas em diferentes cidades brasileiras (7). A
andlise do conjunto dos Laboratérios de Referén-
cia do Sistema COBA reflete, portanto, apenas a
média (percentual), para exemplificar indices de
germes isolados em hospitais frente a antimicro-
-bianos usualmente empregados no combate a in-
fecgdes por eles causadas.

TABELA 2—Comparagio de coeficientes (%) de resisténcia
de cepas de Klebsiella isoladas em 7 cidades, frente a 3 drogas,
em 1986.

Cidades.......... Gentamicina.....Amicacina......... Cefalospororina
Séo Paulo, A4, 23 .59

Rib. Preto S.P 42 22 53

R. Janeiro 43.. L0} SO 67

B. Horizonte..........cee.. 45 32 61
Curitiba 57 37 73

Porto Alegre 31 13 <. N80 Testada

Goiania 33 07 63

A utilizagfio dos dados COBA ficarestrita a ser-
vigos que ndo dispdem de dados préprios, com a fi-
nalidade de reavaliar esquemas terapéuticos ou
orientar indicagdes terap&uticas para espécies bacte-
rianas ¢ drogas nfio testadas; a servigos que dispdem
de dados préprios e se interessam pelo estudo com-
parativo, naavaliacio de possiveis discrepancias.

Abreviaturas Empregadas
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Certamente, a maior contribuicfo dos dados do
Sistema COBA ¢ ofercer 2 comunidade médica e
cientifica, subsidios para a melhor avaliagfio da pro-
blematicadaresisténcia bacteriana em nosso meio.
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RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EM VIBRIO CHOLERAE NAO 01 E

V. PARAHAEMOLYTICUS

José Cavalcante de Albuquerque Ribeiro Dias
Djair Ernandez
Ernesto Hofer

RESUMO

Foram estudadas 106 amostras de vibrios, compreendendo 70 culturas de Vibrio
cholerae ndo 01 origindrias de 4guas de esgoto de estagdes de tratamento da cidade do
Rio de Janeiro, RY e 36 de Vibrio parahaemolyticus, provenientes de peixes, ostras e
4gua do mar, relacionadas a diferentes pontos do litoral brasileiro, sendo em sua
maioria origindrias de é4rea urbana e peri-urbana desta capital. O antibiograma,
considerando onze farmacos (Su, Sm, Tc, Cm, Km, Ap, Nal, Gm, Nm, Rm ¢ Ce)
revelou a ocorréncia de resisténcia antimicrobiana em 94,3% das culturas,
distribuindo-se predominantemente em 97,1% para Su e 85,7% para Ap entre as
amostras de V. parahaemolyticus e nas taxas de 95,3% para Su; 69,2% para Ap e
24,6% para Sm nas amostras de V. cholerae ndo 01. Os experimentos de conjugagio
com cepas padriio de Escherichia coli K12 possibilitaram o isolamento de
transconjugantes nas freqiiéncias de 57,1% (V. parahaemolyticus) ¢ de 41,5% (V.
cholerae ndo 01) resistentes a Su, Sm ou Ap.

Palavras chave: Vibrios; resisténcia antimicrobiana; dguas de esgoto; 4gua de mar e

pescados.

INTRODUCAO

A resisténeia a antimicrobianos tem determi-
nado impasses de ordem clinica ¢ epidemiolégica
com repercussdes a nivel ambiental, como t&m re-
velado os trabalhos com amostras de Escherichia
coli isoladas de dguas de esgoto (7 e 12), de dguas
de praias (10) ¢ de pescados (21), que apontam
uma disseminagfo de marcadores de resisténcia a
drogas nessas bactérias.

No que concerne aos representantes da
familia Vibrionaceae, patogénicos ou potencial-
mente patog€nicos, as pesquisas nacionais t8m se
concentrado no isolamento e caracterizagio dos

vibrides a partir de diferentes fontes, destacando-
se os trabalhos de Hofer & Silva (14); Gelli e
Cols (11); Ernandez e Cols (9); Leitfio& Arima
(20); Barros & Vianni (2); Hofer (15); Hofer &
Silva (16); Zebral (33); Rodrigues & Hofer (26);
Hofer (17); Sousa (29) e Hofer & Emandez (18),
sendo ainda discreto o nimero de pesquisas
voltadas para a andlise da resisténcia a firmacos
(23 e 22).

Assim, com o intuito de se ampliar o conheci-
mento sobre bactérias Gram-negativas portadoras
de fatores de resisténcia a drogas, em nosso meio,
procedeu-se 0 rastreamento e a caracterizagio
desta resisténcia em amostras de Vibrio cholerae

Departamento de Bacteriologia, Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ Av. Brasil, 4365 - Manguinhos 21040 - Rio de Janeiro,

RI/BRASIL
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ndio 01, isoladas de 4guas de esgoto e de Vibrio
parahaemolyticus de origem marinha.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

Foram sclecionadas 106 amostras de vibrios
da cole¢do do Centro de Referéncia Nacional de
Vibrio, do Departamento de Bacteriologia do In-
stituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, correspondendo
a 70 culturas de V. cholerae nfio 01 origindrias de
dguas de esgoto, colhidas nas estagdes de trata-
mento da Ttha do Governador e Penha, na cidade
do Rio de Janeiro, nos anos de 1976, 1977 e 1979
¢ 36 culturas de V. parahaemolyticus, sendo 24
isoladas de superficie de peixes marinhos de dife-
rentes pontos do pais, compreendendo 9 do Estado
do Rio de Janeiro; 4 do Rio Grande do Sul; 3 da
Bahia; 3 do Espirito Santo; 3 de S&o Paulo e 2 de
Santa Catarina, no periodo de 1974 a 1975; 10
provenientes de ostras ¢ 2 de dgua do mar, ambas
da bafa de Sepetiba, RJ, em 1981.

Antibiograma

Para as drogas sulfadiazina (Su), estreptomici-
na (Sm), tetraciclina (Tc), cloranfenicol (Cm), ca-
namicina (Km), ampicilina (Ap), dcido nalidixico
(Nal), gentamicina (Gm) e netilmicina (Nm) fez-
se uso do método de dilui¢io em placa conforme
técnicas descritas previamente (6). Para os anti-
bidticos rifampicina (Rm) e cefoxitina (Ce), apli-
cou-se a técnica de Bauer e Cols (3), utilizando-se
discos impregnados com os farmacos, provindos
do Laboratério Roche. Em ambas as técnicas utili-
zou-se 0 meio Agar Mueller-Hinton (Difco) acres-
cido de 1,0 g% de NaCl. Submeteu-se também aos
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testes de sensibilidade a cepa padrdo de Escheri-
chia coli ATCC 25922, como controle.

Conjugacio

Foi realizada segundo procedimentos utiliza-
dos por Dias & Hofer (6). Fez-se uso das seguintes
concentra¢des de antimicrobianos em ug/ml: 10
(Sm); 20 (Tc, Ap, Nm e Rm); 150 (Su) ¢ 200 (Nal),
em Agar Mueller-Hinton contendo 1,0 g% de
NaCl. As culturas receptoras corresponderam as ce-
pas padriio de E. coli K12 F" Nal" (Laboratério de
Fisiologia Celular, Instituto de Biofisica, UFR]) e
E. coliK12™F~ Sm" (Departamento de Bilogia Mo-
lecular, Universidade de Edimburgo, Escécia).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Centralizando a analise dos resultados na ori-
gem das amostras, tanto as de dguas de esgoto
como de fontes marinhas (Tabela 1), impressiona
a detecgfio de resisténcia antimicrobiana em taxas
superiores a 90,0% para ambas as espécies de
Vibrio (Tabela 2), revelando a conseqiiéncia do

TABELA 1 - Distribui¢do numérica das espécies de Vibrio
segundo as fontes de isolamento.

Fontes
Espécies A 1
. gua Aguade

Peixes Ostras domar esgoto Total
Vibrio
cholerae nio 01 — — — 70 70
Vibrio
parahaemolyticus 24 10 2 — 36
Total 24 10 2 70 106

TABELA 2 - Distribuigiio numérica e percentual das espécies de Vibrio resistentes aos diferentes antimicrobianos

Amostragem Total de  Culturas Determinantes de resisténcia
culturas  resistentes Su Sm Te Cm Km » Nal Gm Nm Rm Ce
Vibrio
cholerae ndo 01 70 65 62 16 2 0 0 45 2 0 1 10 0
92.8) 953) (24,6) (69,2)
Vibrio 36 35 34 0 0 0 0 30 3 0 0 0 0
parahaemolyticus 972) ©@7.1) 85,7
Total 106 100 96 16 2 0 0 75 5 0 1 10 0
%43) (%60) (160)

75,0)
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uso intensificado de farmacos aliado 2 selecdo e
dispersdo de bactérias portadoras de plasmidios R
(13 e 19), em diferentes nichos ecoldgicos.

Dentre os onze antimicrobianos analisados
(Tabela 2) regisira-se a maior sensibilidade das
amostras de Vibrio parahaemolyticus a oito drogas
(Sm, Tc, Cm, Km, Gm, Nm, Rm ¢ Ce) e de Vibrio
cholerae ndo 01 a quatro antibi6ticos (Cm, Km,
Gm e Ce), caracterizando certa heterogeneidade
de comportamento dos vibrios aos fArmacos em-
pregados. Por outro lado, independente do ntimero
de amostras de cada espécie, ¢ interessante a simi-
laridade de prevaléncia de resisténcia relacionada,
quase que exclusivamente & Su e Ap, onde se des-
tacam os percentuais de 97,1 e 85,7 (para Vibrio
parahaemolyticus) e de 953 e 69,2 (para Vibrio
cholerae niio 01). Neste sentido, nossos dados se
coadunam, parcialmente, com aqueles relatados
por Morris e Cols (24) que consignaram o encon-
tro de resisténcia unicamente para trés drogas, en-
tre elas sulfonamida e ampicilina, em amostras de
Vibrio cholerae ndo 01 de fonte humana. Ainda
com relagfo as amostras de Vibrio cholerae nio 01
resistentes a Ap (69,2%) e Sm (24,6%), se observa
na Tabela 2 identidade no tocante 2 detecgfio de
marcadores, embora com percentuais inferiores,
nos relatos de Sundaram & Murthy (31) que obser-
varam para esta espécie, isolada de 4rea endémica
de colera, taxas de 13,4% (Ap) ¢ 2,7% (Sm).

Mais recentemente, Martins (23) assinalou
para estes marcadores percentuais de resisténcia
de 63,2% para Ap e 36,8% para Sm em Vibrio
cholerae ndo 01 provindos de dguas cloacais. No
que diz respeito As amostras de Vibrio parahaemo-
Iyticus, Rusu ¢ Cols (27) também caracterizaram a
resisténcia & ampicilina em culturas isoladas de
fontes marinhas na taxa de 95,0%. Resisténcia 2
Su, Ap e Sm foi relatada por Dias e Cols (8) em
vibrios oriundos de pescados capturados na Bafa
de Guanabara, RJ, consignando uma taxa global
de resisténcia de 96,2%. Para o marcador Ap, Ols-
son-Liljequist & Mollby (25) detectaram resistén-
cia em amostras de Vibrio parahaemolyticus ¢ Vi-
brio cholerae nio 01 de proveniéncia clinica.
Alude-se ainda 2s observagbes de Martins 23)
para o encontro de resisténcia & Ap ¢ Sm em Vi-
brio parahaemolyticus de dguas do mar e o regis-
ro de apenas uma cultura resistente 3 Ap dentre
17 amostras origindrias de ostras 22).

Adicionalmente, na Tabela 2, se detecta a re-
sisténcia aos determinantes Tc, Nm e Rm relacio-
nada ao Vibrio cholerae ndo 01, ¢ ao Nal, entre as
culturas de ambas as espécies, revelando uma am-
pla dispersdo de marcadores de resisténcia antimi-
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crobiana. Alids, Martins (23) observou sensibili-
dade absoluta unicamente para um antibidtico, a
tetraciclina, dentre as dez drogas utilizadas em
amostras de Vibrio cholerae nfio 01 de 4guas de
esgoto.

Ampliando-se a andlise destes dados procu-
rou-se confrontd-los com aqueles de investigagdes
realizadas em outros modelos bacterianos, sejam
de dreas urbanas ou peri-urbanas da cidade do Rio
de Janeiro. Assim, em amostras de Escherichia
coli oriundas de afluentes de duas estacdes de tra-
tamento de esgoto, fontes de origem das amostras
de Vibrio cholerae ndo 01 deste estudo, os marca-
dores Su e Ap foram reconhecidos como os mais
freqiientes (6). Para Salmonella agona também
isoladas de afluentes de outras estagdes, Solari e
Cols (28) registraram resisténcia Ap na taxa de
21,42%. Ainda em outros sorotipos de Salmonella,
Campos (5) obteve resisténcia a Su em 100% das
culturas advindas de esgoto. Prevaléncia de resis-
téncia & Ap foi detectada por Farage (10) em cul-
turas de E. coli provenientes de dguas de praias
poluidas, sendo recentemente apontado por Lima ¢
Silva (21) a resisténcia Ap (16,9%) em amostras
advindas de pescados marinhos capturados em
dguas de bafa e da orla litorinea.

Considerando a ecologia dos plasmidios R en-
tre as bactérias Gram negativas (1 ¢ 30), as evidén-
cias de prevaléncia dos marcadores Su e Ap em
bactérias na regifio, constitui uma indicagfio de que
a incidéncia destes marcadores em amostras de
vibrios possa ser devido 2 estabilidade plasmidial
nestas amostras entéricas e sua conseqiiente dis-
seminago a outras, como os vibrios. Assim, os re-
sultados expostos na Tabela 3 consolidam este ra-
ciocinio, pois o perfil birresistente Su-Ap se
destacou nas duas espécies, como a obtencdo de
transconjugantes  Su® (95,7%) e Ap" (19,1%)
refora a natureza plasmidial destes marcadores.
Chama-se também a atengio para a detec¢fio de co-
transferéncia de resisténcia 3 Sm em trés culturas
de Vibrio cholerae ndo 01 com o modelo Su-Sm-
Ap, seja relacionada ao marco Su ou Ap (Tabela 3).

Questionando-se a origem desses marcadores
nas amostras de vibrios sdo pertinentes as
hipéteses de Rusu e Cols (27) que atribufram a
possibilidade de encontro de plasmidios R em
Vibrio parahaemolyticus de fonte marinha (em
dreas litorancas) em fungfio da microflora carreada
a0 mar através do langamento de 4guas residuais,
além de ndo descartar a pré-existéneia  de
plasmidios R nas bactérias halofilicas,

Reconhecendo-se os afluentes de estagdes de
tratamento de esgotos como nicho natural da espé-
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TABELA 3 - Niveis de transferéncia, de marcos de resisténcia antimicrobiana, obtidos através de conjugagdo na amostragem de

Vibrio
Culturas rel::lfé{igz N2 % Transferéncia de marcos Su’rl‘ranscsc::_lugante;p .
Su 10 Negativa
M i Negativa
Rm 1 Negativa
Su-Sm 3 Negativa
Sm-Ap 1 Negativa
Vibrio Su-Ap 28 (43,0 Su*Ap *(3); Su” Ap "(19) 22 - 3
cholerae Su-Rm 5 Negativa
ndo 01 Su-Sm-Ap 9 SuSm *Ap *2):Su*Sm*Ap (1) 3 3 2
Su-Tc-Ap i Negativa
Su-Ap-Nal 1 Negativa
Su-Ap-Rm 1 Negativa
Su-Nal-Nm 1 Su™Nal "Nm (1) 1 - -
Su-Sm-Ap-Rm 1 Negativa
Su-Tc-Ap-Rm 1 Su™Te"Ap R’ (1) 1 - 0
Su-Sm-Tc-Ap-Rm 1 Negativa
Total 65 27 (41,5) 27 3 5
Su 1 Negativa
Vibrio J.) 1 Negativa
parahaemolyticus  Su-Ap 26(74,2) Su*Ap *(3)Su’ Ap "(12):Su”Ap (1) 15 - 3
Su-Nal 4 Su'Nal ‘@) 2 - -
Su-Ap-Nal 3 Su*Ap Nal "(1);Su"Ap "N (1) 1 - 1
Total 35 20(57,1) 18 4
45 3 9
Total Geral 100 47 (47,0
957 (638 (191)

cie Vibrio cholerae nio 01 (18), obviamente isto
favorece a prevaléncia de cepas resistentes a anti-
microbianos ou de expressio de multirresisiéncia
(4, 12 € 7), resultante talvez de uma transferéncia
in situ para as amostras de vibrios, a partir de en-
terobactérias resistentes, oriundas de fezes huma-
nas ¢ de animais que afluem as estagdes.

Por outro lado, fundamentando-se nas obser-
vagdes de Timoney e Cols (32) que detectaram a
emergéncia de cepas bacterianas resistentes a
formacos em &rea poluida por fons metilicos,
admite-se a hip6tese de que bactérias albergando,
concomitantemente, plasmidios com genes para
resisténcia a antimicrobianos e a metais pesados,
estariam sendo selecionadas em fungfio de eventu-
ais descargas de residuos contendo fons metalicos.
Por sinal, os achados de Dias e Cols (8) registra-
ram a ocorréncia de relagfo entre a resisténcia ao
mercirio ¢ a multirresisténcia antimicrobiana em
55,5% das amostras de vibrios isoladas de pesca-
dos de origem marinha. Deste modo, torna-se opor-
tuna a proposi¢do de estudos que visem o co-

nhecimento sobre a prevaléncia de plasmidios R
em amostras de vibrios, a partir de investigagdes
que envolvam a relagdio entre marcadores
genéticos de resisténcia antimicrobiana e a metais
pesados.

SUMMARY

Antibiotic resistance in non-01 Vibrio
cholerae and V. parahaemolyticus.

To obtain additional information about Gram-
negative bacteria bearing drug resistance factors,
strains of non-01 Vibrio cholerae isolated from
sewage and of Vibrio parahaemolyticus of marine
origin were screened and characterized for resis-
tance to antimicrobial agents. A total of 106 cul-
tures were studied, including 70 cultures of non-01
Vibrio cholerae from sewage water (affluent) and
36 cultures of Vibrio parahaemolyticus from fish,
oysters and seawater, maintained in the collection
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of the National Vibrio Reference Center of the De-
partamento de Bacteriologia, Instituto Oswaldo
Cruz, FIOCRUZ,

Eleven drugs were used for the antibiogram.
Sulfadiazine (Su), streptomycin (Sm), tetracycline
(Tc), chloramphenicol (Cm), kanamycin (Km),
ampicillin (Ap), nalidixic acid (Nal), gentamicin
(Gm) and netilmicin (Nm) were used in the plate
dilution technique, and the sensitivity to the antibi-
otics rifampicin (Rm) and cefoxitin (Ce) was ana-
lyzed by the disk diffusion method. Mueller-
Hinton agar (Difco) with 1.0 g% NaCl added was
used in both techniques. The standard strain of Es-
cherichia coli ATCC 25922 was used as control
for the tests.

In conjugation experiments, transconjugant
colonies were isolated on plates containing Muell-
er-Hinton agar plus 1.0 g% NaCl and the follow-
ing concentrations of antimicrobial agents: 10 pg/
ml Sm, 20pg/ml Tc, Ap, Nm and Rm, 150 pg/mi
Su and 200 pg/ml Nal, The recepior strains corre-
sponded to the E. coli strains K 12 F~ Nal® (Labo-
ratério de Fisiologia Celular, Instituto de
Biofisica, UFRJ) and E. coli K 12 F~ Sm® (De-
partment of Molecular Biology, University of
Edinburg, Scotland).

Rates of antimicrobial resistance higher than
90% were detected in both Vibrio species studied,
a result representing one more example of the im-
passe due to the indiscriminate use of drugs over
the last decades and of the bacterial ability to
transfer genetic markers which, because of the oc-
currence of bacteria in different ecological niches,
has promoted a wide selection and distribution of
R plasmids among bacteria.

Regardless of the number of Vibrio strains, re-
sistance was prevalent in the Su and Ap markers,
with percentages of 97.1 and 85.7 for V. para-
haemolyticus and of 95.3 and 69.2 for non-01 V.
cholerae. Resistance to Sm, Tc, Nal, Nm and Rm
was also detected in strains of non-01 V. cholerae,
but not in V. parahaemolyticus, which was only
resistant to Nal.

The Su-Ap double-resistant profile was pre-
dominant, with a 74,2% rate for V. parahaemolyti-
cus and of 43.0% for non-01 V., cholerae. Trans-
conjugants for the Su and Ap markers were
obtained in the V. parahaemolyticus strains and
also for Sm in non-01 V. cholerae.

The predominance of Su and Ap markers and
the transfer rates of 95.7% for Su and 19.1% for
Ap suggest an intense circulation of these markers
in the sampling possibly originating from entero-
bacteria. Studies with other bacterial models in the
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state of Rio de Janeiro have also pointed out the
prevalence or detection of these markers in E. coli
strains isolated from sewage water, in Salmonella
agona and in other Salmonella serotypes also from
sewage water, and in E. coli from waters of pollut-
ed beaches in Rio de Janeiro and from the intesti-
nal tract of fish of marine origin.

Keywords: Vibrio; antimicrobial resistance; sew-
age water; seawater; fish and oysters.
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RELACAO ENTRE A RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS E ANTISSEPTICOS

EM PSEUDOMONAS AERUGINOSA
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Marlei Gomes da Silval
Paulo Pinto Gontijo Filho!

RESUMO

A relagfio entre a resisténcia a antimicrobianos e antissépticos foi avaliada em 190
amostras de P. aeruginosa provenientes do ambiente hospitalar (156) e ndo hospitalar
(34). A atividade dos antimicrobianos ¢ antissépticos foi testada pelo método de
difusdo e o de dilui¢fio em 4gar, respectivamente. Observou-se que as amostras de
origem hospitalar foram mais resistentes aos antimicrobianos (gentamicina - 34,8%,
carbenicilina - 30,5%, amicacina - 18,2%), que aquelas de origem extra-hospitalar
(carbenicilina - 2,9%, amicacina - 3%). A resisiéncia a mais de dois grupos de
antibidticos foi elevada (23%). As amostras hospitalares, independente da
susceptibilidade  ou  multirresisténcia aos  antimicrobianos mostraram  um
comportamento semelhante frente aos antissépticos, com exceglio do timerosal, para o
qual foi detectada uma relagfio significativa com a resisténcia aos antibidticos.

Palavras chave: Pseudomonas aeruginosa, antimicrobianos, antissépticos, resisténcia.

INTRODUCAO

A resisténcia intrinseca de Pseudomonas aeru-
ginosa a maioria dos antibidticos, quimioterdpicos,
antissépticos e desinfetantes deve-se particular-
mente as caracteristicas de sua parede celular (LPS
e porinas), que difere de modo significante da en-
contrada em Escherichia coli e Salmonella typhi-
murium (14). Além disso, ecste microrganismo é
capaz de adquirir resisténcia aos antimicrobianos
principalmente pela produgdo de enzimas que afe-
tam de forma especifica a estrutura destes agentes
¢ por uma diminui¢fio na permeabilidade da mem-
brana externa; estes mecanismos sio codificados
por genes cromossomiais e plasmideais (6).

Ao contrdrio, pouco é conhecido sobre a re-
sisténcia adquirida aos antissépticos e desinfe-
tantes. A presenga de marcadores de resisténcia

para antibiticos e germicidas em plasmideos foi
descrita em  Staphylococcus aureus (3, 16),
originando a preocupagio que o emprego destes
tltimos (antissépticos e desinfetantes) poderia
resultar na selegfio de uma flora resistente aos
antimicrobianos. Em P. aeruginosa, a resisténcia
a0 hexaclorofeno e aos compostos mercuriais
organicos pode ser mediada por plasmideos e ge-
ralmente os genes que a codificam estio
relacionados com aqueles que determinam a
resisténcia  aos  antibidticos (4). Nesta
investigacio a relagfio entre a resisténcia a
germicidas e antimicrobianos foi estudada em
amostras de P. aeruginosa de origem intra e
extra-hospitalar utilizando-se apenas antibidticos
pscudomonocidas. O termo antimicrobiano foi
empregado para designar antibiSticos e guimio-
terdpicos.

1. Instituto de Microbiologia da UFRJ, Centro de Ciéncias da Saiide - Bloco I, Ilha Universitdria - C.P. 68040, CEP: 21491 -

Rio de Janeiro - R,

34



Martins, F.M. et al

MATERIAL E METODOS

Amostras ~— Foram estudadas 190 amostras
de P. aeruginosa, sendo 156 provenientes do am-
biente hospitalar e as restantes do extra-hospitalar,
Das amostras do primeiro grupo, 149 foram isola-
das de pacientes infectados e internados em Uni-
dade de Terapia Intensiva (UTI) e 7, de pias de
UTI. As amostras de origem extra-hospitalar fo-
ram recuperadas de verduras (14 amostras) e de
dgua (20 amostras).

Antibiograma — O teste de susceptibilidade
a0s antimicrobianos foi realizado pelo método de
difusfio em 4gar descrito por Bauer e colaboradores
(2). Foram testados os seguintes antimicrobianos:
amicacina, azlocilina, carbenicilina, cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima, ciprofloxacina, gentami-
cina, imipenem, mezlocilina, polimixina B ¢ to-
bramicina. Os discos foram procedentes da CECON
(Centro de Controle e Produtos para Diagnéstico
Ltda, Sdo Paulo - SP), exceto os de ceftazidima, cef-
triaxona, imipenem, azlocilina, ciprofloxacina e
mezlocilina que foram fornecidos respectivamente
pela Glaxo do Brasil S.A., Produtos Roche
Quimicos e Farmac&uticos S.A.; Merck, Sharp &
Dohme Inddstria Quimica e Farmac@utica Ltda e os
trés ultimos pela Bayer do Brasil S.A. e foram pre-
parados pela Oxoid. O controle de qualidade dos
testes foi realizado utilizando-se as seguintes amos-
tras-padrdo: P. aeruginosa ATCC-27853, E. coli
ATCC-25922¢ S. aureus ATCC-25923 (1).

Determinagdo da concentragdo inibitdria
minima dos antissépticos — Foi utilizado o método
de diluigdio em 4gar segundo Barry e colaboradores

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,22(1), 1991

(1). Foram testados o cloreto de cetilpiridinio e o
cloreto de benzalconio procedentes da Sigma
Chemical Co., o timerosal fornecido pela Eli Lilly
do Brasil Ltda e o polivinil-pirrolidona-iodo
(PVPI) e o digluconato de clorohexidina fornecidos
pela Ceras Johnson S.A. Com excegiio deste tltimo
onde foi utilizada uma solugfio aquosa a 20%, os
demais antissépticos foram testados a partir do sal
puro. A avaliagfio foi realizada no meio de 4gar
tripticase soja (BBL); para o PVPI foi utilizado o
meio de Dubos ndio suplementado (Difco) como
recomendado por Prince e colaboradores (11).

Inéculo — Para a avaliagio dos antissépticos,
cinco a dez colonias isoladas em 4gar tripticase
soja foram repicadas em 5ml de caldo BHI e incu-
badas por 18 horas a 37°C. As suspensdes resul-
tantes foram diluidas de forma que cada pino do
replicador tipo "Steers", empregado para inocular
as placas, contivesse 10* unidades formadoras de
colOnias.

Andlise estatistica A relagdio entre a sus-
ceptibilidade aos antissépticos e a polirresisténcia
aos antimicrobianos foi analisada utilizando-se o
teste de qui-quadrado e o teste exato de Fisher.

RESULTADOS

O comportamento das amostras de P. aerugi-
nosa provenientes de ambiente intra e extra-
hospitalar frente aos antimicrobianos é mostrado na
Tabela 1. As taxas de resisténcia das amostras isola-
das de pacientes e pias de UTI, foram nitidamente
superiores aquelas observadas para as de origem ex-

TABELA 1— Percentagem de resisténcia das amostras de P. aeruginosa isoladas de ambientes intra e extra-hospitalar frente a 12

antimicrobianos
Amostras Hospitalares Amostras Extras-Hospitalares
Antimicrobianos Total " Total
: Pacientes Pias Alimentos Agua
Gentamicina 34,5 (51/148)* 42,8 (3/7) 348 0 (0/14) 0 (0/20) 0
Tobramicina 23,5 (35/149) 42,8 (3/7) 244 0(0/14) 10,5 (2/19) 6,0
Amicacina 18,2 (27/148) 28,6 2/7) 18,7 0(0/14) 53 (1/19) 30
Carbenicilina 29,9 (44/147) 42,8 (3/7) 30,5 7,1 (1/14) 0 (0/20) 2,9
Azlocilina 9,5 (14/147) 42,8 (3/7) 11,0 0 (0/14) 5,0 (1/20) 29
Mezlocilina 27,7 (41/148) 28,6 I7) 27,7 7,1(1/14) 15,0 (3/20) 119
Cefotaxima 13,6 (20/147) 0 (0/7) 13,0 7,1 (1/14) 0 (0/20) 29
Ceftriaxona 19,2 (20/104) 0 (0/7) 18,0 0 (0/6) 5,5 (1/18) 42
Ceftazidima 7,4 (11/148) 0 (0/6) 7.1 0(0/14) 5,0 (120 29
Imipenem 0 (0/60) 0 (0/4) 0 0(0/12) 0(0/11) 0
Polimixina B 0 (0/149) 0 /7 0 0(0/14) 0 (0/20) 0
Ciprofloxacina 0(0/149) 0 /7 0 0(0/14) 0(0/19) 0

*

Percentagem (n® de amostras resistentes/n? de amostras testadas)
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tra-hospitalar. Nas amostras isoladas de pacientes,
excetuando-se a mezlocilina, a resisténcia restrin-
giu-se basicamente as drogas utilizadas no pais para
o tratamento de infec¢Oes causadas por P. aerugino-
sa. As taxas de resisténcia para estes antimicrobia-
nos foram de 34,5% para gentamicina, 29,9% para
carbenicilina, 23,5% para tobramicina, 19,2% para
ceftriaxona, 18,2% para amicacina ¢ 13,6% para
cefotaxima. Apesar do reduzido niimero de amos-
tras, os isolamentos de pias mostraram-se mais re-
sistentes que os de pacientes em relagfio a carbenici-
lina, azlocilina e aos aminoglicosideos.

As amostras de origem extra-hospitalar foram
susceptiveis a maioria das drogas e a resisténcia
quando presente foi inferior a 10%, com excegio
daquela observada para mezlocilina (15%).

O imipenem ¢ a ceftazidima, recentemente in-
troduzidos no Brasil, foram os beta-lactdmicos
mais ativos contra as amostras estudadas, junta-
mente com a ciprofloxacina e a polimixina B.

A resisténcia a dois ou mais grupos de anti-
bidticos foi de cerca de 23% (35/149) (Tabela 2).

A susceptibilidade das amostras de P. aerugi-
nosa de origem intra e extra-hospitalar aos antis-
sépticos ¢ mostrada na Tabela 3. Considerou-se
como susceptivel e resistente respectivamente, as
amostras que tiveram as CIMs (mg/1) <2.048 ¢ 2
4.096 (cloreto de cetilpiridinio), £ 1.024 e = 2.048
(cloreto de benzalcdnio), < 4 ¢ = 8 (timerosal) , <
256 e = 512 (digluconato de clorohexidina) e <
128 ¢ = 256 (PVPI). N#o foram encontradas dife-
rengas entre as amostras hospitalares ¢ nfio hospi-

TABELA 2 —Polirresisténcia das amostras de P. aeruginosa
isoladas de ambiente hospitalar (pacientes)

Grupos Antimicrobianos Percentagens de Amostras

Polirresistentes
Aminoglicosideo 12 (18/149)
+Penicilina
Penicilina + 1,4 (2/147)
Cefalosporina
Aminoglicosideo 0
+ Cefalospirina
Aminoglicosideo +
Penicilina + 10 (15/149)
Cefalospirina
Total 23,4 (35/149)

*  Percentagem (n° de amostras polirresistentes/n® de amos-

tras testadas)

36

Rev. Microbiol., Sdo- Paulo, 22(1), 1991

talares no tocante a susceptibilidade aos antissépti-
cos, ao contrério do verificado com os antimicro-
bianos. O nimero de amostras resistentes a este
dltimo grupo (ndo hospitalares) foi insuficiente
para permitir um comparagfo. Quando se compa-
rou a relagfio entre a resisténcia aos antissépticos e
a antimicrobianos (Tabela 3), verificou-se que esta
foi significativa (p < 0,01) apenas em relagdo ao
timerosal nas amostras de origem hospitalar.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que 30% das
amostras isoladas de pacientes foram resistentes
carbenicilina, compativel com os dados obtidos
pelo sistema COBA (17). A resisténcia a esta pe-
nicilina em algumas publica¢des tem sido ainda
mais alta (10, 12, 17). Entretanto, é preciso cha-
mar a atencfio para a qualidade dos discos de anti-
bidticos utilizados no Brasil bem como para a ins-
tabilidade dos beta-lactAmicos quando mantidos
em condi¢des de temperatura inadequadas. Em
relagfio aos outros representantes das penicilinas
pseudomonocidas testadas, a azlocilina inibiu cer-
ca de 91% das amostras, confirmando sua supe-
rioridade sobre a mezlocilina (6). Entre os novos
beta-lactimicos a ceftazidima e o imipenem con-
firmaram sua boa atividade contra P. aeruginosa.

A resisténcia observada para a gentamicina foi
alta (34,5%) quando comparada com a observada
em hospitais ingleses (5,5%) e americanos (14,0%)
de assisténcia tercidria (9), mas compativel com a
descrita por autores nacionais, que encontraram
taxas entre 27 e 56% (12, 17). Confirmou-se a re-
sisténcia cruzada entre este aminoglicosideo e to-
bramicina (20,8%). Refletindo o seu emprego em
escala crescente, a amicacina foi ativa contra 82%
das amostras; apesar da taxa de resisténcia ser duas
vezes inferior A observada para gentamicina, ela foi
cerca de trés vezes superior a4 encontrada na
casuistica do "Centers for Disease Control" (7).

Embora em relago aos antibidticos os concei-
tos de resistdncia intrinseca (natural) e adquirida
estejam bem estabelecidos, para os antissépticos e
desinfetantes o termo resistente tem sido emprega-
do para indicar uma amostra que nfo ¢é afetada
pela concentragio de uso destes agentes em produ-
tos comerciais (14) ou quando ela exige concen-
tragdes superiores as demais para ser inibida (5,8),
como foi adotado nesta investigacéo.

A associag¢io entre resisténcia a antissépticos
¢ antibi6ticos, com possiveis implica¢bes epidemi-
olégicas em fungdo do uso mais frequente do pri-
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TABELA 3 —Relagfo entre a susceptibilidade aos antissépticos e aos antimicrobianos em amostras de P. aeruginosa provenientes
do ambiente intra e extra-hospitalar,

Anti ssépticos Resisténcia aos antimicro- Amostras Hospitalares Total  Amostras Exiras-Hospitalares g,
bianos (N de grupos)
Sensiveis Resistentes Sensiveis Resistentes
Cloreto de 0 46 (754! 15 (24,6) 61 67.,5) 21 (75,0) 7(250) 28(933)
Cetilpiridinio 2 2 30 (66,7) 15 (33,3) 45 (42,4) 2(100,0) 00 267
Cloreto de 0 32 (100,0) 0 (0) 32(62,7) 28 (100,0) 00 28(933)
Benzalctnio z 2 18 (94,7) 1(5,3) 19 (37,3) 2 (100,0) 00 260
Timerosal 0 14 (23,0) 47 (77,00  61(38,1) 5(17,9) 23(82,1) 28(933)
2 2 22 (50,0) 22 (50,0 44 (41,9) ()] 210000 267
Digluconato de 0 20 (66,7) 10(33,3)  30(56,6) 19 (67.9) 9(32,1) 28(933)
Clorohexidina 2 2 18 (78,3) 5@21,7) 23434 2(100,0) 00 2@
PVPI 0 12 (34,3) 23 (65,7) 35(60,3) 13,6) 27 (964) 28(933)
z 2 9(39,1) 14 (60,9) 23(39,7) 1(50,0) 1(500) 267

1-—n?de amostras (percentagem)
*—p<001

meiro grupo de agentes, foi evidenciada em S. au-
reus (5, 15, 16), e em bacilos gram-negativos com
o grupo dos detergentes catidnicos (14). Obser-
vagOes semelhantes também foram notadas em
relagfio aos metais pesados como o merciirio € a
prata (4). Stickler & Thomas (14) verificaram que
amostras de P. aeruginosa resistentes a mais de
cinco antibiéticos ndo eram susceptiveis ao diglu-
conato de clorohexidina, cetrimide e cloreto de
benzalconio. Tal relagfio foi observada por Naka-
hara & Kozukue, que também relatam que a
maioria (>80%) das amostras multirresistentes de
P. aeruginosa eram resistentes a clorohexidina
(CIM 50mg/l). Nestes dois tltimos estudos niio
houve preocupagdio em selecionar antibi6ticos
pseudomonocidas, sendo testados na maioria
agentes sem indicagfo teraputica nas infecgOes
por este microrganismo. Stickler & Thomas (14)
verificaram que as amostras resistentes (CIM >
800ug/ml) a clorohexidina vieram predominante-
mente de pacientes hospitalizados, o que nfo foi
observado neste estudo considerando que amostras
de origem extra-hospitalar nfio foram provenientes
de casos clinicos. Rutala (13) observou que
patdgenos hospitalares resistentes ou nio aos anti-
bidticos, entre 0s quais P. aeruginosa, nio se mos-
traram diferentes frente aos germicidas. Nesta in-
vestigagdo entretanto, foi observado uma relagfo
significativa (p < 0,01) entre a polirresisténcia em
amostras hospitalares e o timerosal. Este antissép-
tico apesar de ndo recomendado continua a ser um
dos mais utilizados nos hospitais brasileiros.

Os dados obtidos sio sugestivos de que as resis-
téncias aos antimicrobianos e germicidas nfo estio
relacionadas em P. aeruginosa, excetuando-se o ob-
servado com o mercurial orgnico. Os mecanismos
de resisténcia para estes dois grupos sfo diferentes,
sendo que a resisténcia mediada por plasmideos ndo
pode ser comparada com a intrinseca, que € a que
predomina frente aos germicidas.

SUMMARY

Relationship between antimicrobial and
antiseptic resistance in Pseudomonas
aeruginosa strains.

The relationship between antimicrobial (anti-
biotics and chemotherapeutics) and antiseptic
agents in one hundred and ninety strains of P. ae-
ruginosa was evaluated. They were isolated from
sinks (07) and hospitalized patients (149) in inten-
sive care units and from water (20) and vegetables
(14) came from outside hospital.

The activity of gentamicin, amikacin, tobra-
mycin, carbenicillin, azlocillin, mezlocillin, cefo-
taxime, ceftriaxone, ceftazidime, ciprofloxacin,
imipenem and polymyxina B was performed by
disk diffusion testing. The minimum inhibitory
concentration of chlorhexidine gluconate, povi-
done-iodine, thimerosal, cetyl pyridinium chloride
and benzalkonium chloride was determined by
agar dilution method.
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The hospital isolates yielded the greatest re-
sistance rates when compared with the non-
hospital ones. The data obtained for the antimicro-
bial tested are presented as follow for hospital and
non-hospital isolates, respectively: gentamicin -
34,8 and 0%, carbenicillin - 30,5 and 2,9%, amika-
cin - 18,2 and 3,0%, tobramycin - 24,4 and 6,0%,
mezlocillin - 27,7 and 11,9%, ceftriaxone - 18,0
and 4,2% and azlocillin - 11,0 and 2,9%. All
strains were susceptible to ciprofloxacin, imipe-
nem and polymyxina B. Cross-resistance between
gentamicin and tobramycin was observed in
20,8% of the patient isolates. It was observed a
high prevalence (23%) of multiresistant strains in
patient isolates.

In contrast to data found with antimicrobial,
the antiseptic susceptibility between hospital and
non-hospital strains was similar, The relationship
between the resistance of these two groups of
agents was not observed, except for the organic
mercurial,

Key words: Pseudomonas aeruginosa, antimicro-
bial, antiseptic, resistance.
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AGENTES ETIOLOGICOS DE MICETOMAS
OCORRIDOS EM GOIANIA - GOIAS.

Maria do Rosirio Rodrigues Silva
Orionalda de Fitima Lisboa Fernandes
Hildene Meneses e Silva

RESUMO

S#o relatados cinco casos de micetoma, com lesdes localizadas nos pés, méos e
nadegas, em Goiania-Go., no periodo de abril de 1987 a dezembro de 1988. Os grios
branco-amarelados encontrados em todos os casos foram cultivados, isolando-se
Pseudoallescheria boydii, Acremonium sp e Nocardia brasiliensis. Para a identificacdo
dos dois primeiros agentes, apds o cultivo em 4gar-Sabouraud fez-se microcultivo em
agar-batata. Nocardia brasiliensis foi identificada através das provas de decomposigéo da

xantina e tirosina e hidrélise da caseina.

Palavras chave: agentes etiol6gicos de micetoma.

INTRODUCAO

Micetoma € uma infecgfio de evolugdo lenta,
caracterizada por tumefacéo, formacéo de fistulas
que drenam secre¢fio purulenta contendo graos, po-
dendo se localizar em diversas partes do corpo, mas
preferencialmente nos pés (7,8,11).

Nio se tem idéia exata da ocorréncia de mice-
tomas no Brasil, devido provavelmente aos erros de
diagndstico médico, a falta de recursos técnicos-
laboratoriais, dificuldade de acesso aos laboratérios
capacitados ¢ aos dados estatisticos subestimados
num pais de grande extensio geografica como o
nosso (2,9). Em uma revisio feita por Lacaz (2) no
Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Pau-
lo, durante o periodo de 1944 a 1978, baseados
apenas no exame histopatolégico, foram observa-
dos154 casos de micetoma, sendo 113 de actinomi-
cetoma (produzido por bactérias) ¢ 41 eumicetomas
(produzidos por fungos).

Relata-se neste trabalho 5 casos de micetoma,
diagnosticados no periodo de abril de 1987 a de-
zembro de 1988 em Goidnia-Go.

MATERIAL E METODOS

Cinco pacientes com caracteristicas clinicas de
micetoma foram encaminhados ao Laboratério de
Micologia da UFG para serem submetidos a coleta
de material para exame micoldgico.

Os grios coletados das lesdes foram lavados
em solugfo salina examinados com KOH a 20%,
corados pelo Gram e também cultivados em 4gar-
sangue (semi-anaerobiose) a 37°C, afim de se obter
o0 isolamento do agente etiolégico.

Para identifica¢fio dos fungos isolados, foram
feitos microcultivos em 4gar-sabouraud-dextrose ¢
4gar-batata, enquanto que para a identificagfo das bac-
térias foi necessdrio realizar os testes de decompo-
si¢fio da tirosina e xantina e hidrélise da caseina (3).

Laboratério de Micologia Departamento de Microbiologia Instituto de Patologia Tropical e Sadde Piblica - Universidade
Federal de Goids Rua Delenda de Rezende com 12 Avenida Setor Universitdrio, s/n® - 74.000 - Goidnia - Goids - Brasil.
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RESULTADOS

O grupo estudado consistiu de 4 homens ¢ 1
mulher, de idades variando entre 24 a 56 anos, sen-
do que 3 casos possufam lesGes nos pés, um na
m#o D e um nas nadegas. Estes dados, relacionados
ao agente etioldgico isolado, sfo apresentados na
Tabela 1.

Todos os grios observados apresentaram-se
macroscopicamente de cor branco-amarelados.

O exame com KOH e a coloragéo pelo Gram
mostraram microscopicamente inimeras hifas lar-

Rev. Microbiol., Sdo Paulo,22(1), 1991

gas em 4 casos ¢ filamentos finos, ramificados,
Gram positivos em 1 caso.

Pseudoallescheria boydii ¢ Acremonium sp
foram possiveis de serem identificados através de
cultura em Aagar-Sabouraud e micro-cultivo em
Agar-batata. As coldnias de Pseudoallescheria boy-
dii mostraram-se com micélio aéreo branco, tor-
nando-se cinza claro com o passar do tempo (Fig.
1). A microscopia do microcultivo, observou-se
hifas finas, hialinas, septadas com conidios
ovéides ou piriformes, de parede espessa, lisa, dis-
tribuidos ao longo de conidiéforos (Fig. 2). Em

TABELA 1 - Sexo, idade, localizagio das lesSes e agentes etiolégicos observados em 5 casos de micetomas em Goidnia-Go.

Caso (N9) Sexo Idade (ANOS) Localizagio Agente Etiolégico
01 M 24 Nédegas Nocardia brasiliensis
02 M 32 PéD Pseudoallescheria boydii
03 F 33 PED Pseudoallescheria boydii
04 M 41 Mio D Pseudoallescheria boydii
05 M 56 PéD Acremonium sp

Fig. 1 - Coldnias de Pseudoallescheria
dgar-Sabouraud com 10 dias de crescimento 2 temperatura
ambiente.

boydii em
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Iig. 2 - Microcultivo de Pseudoallscheria boydii
mostrando conidios ovdides ligados aos conidiéforos
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um dos isolamentos observou-se a formagdo de
cleistotécios (Fig. 3).

Acremonium sp cresceu formando coldnias
com micélio aéreo branco e pigmento rosado no re-
verso (Fig. 4). O exame microscépico do micro-
cultivo mostrou hifas hialinas com conidios alon-
gados na parte terminal de conidi6foros (Fig. 5).

Nocardia brasiliensis cresceu em agar-Sabouraud
produzindos colonias elevadas, pregueadas de cor ala-
ranjada com superficie esbranquigada (Fig. 6). Obser-
vou-se microscopicamente filamentos muito finos e
formas bacilares. A amostra isolada foi capaz de com-
por a caseina e a tirosina, ndo decompondo a xantina,
separando-a das outras espécies de Nocardia.

DISCUSSAO

O histérico dos pacientes demonstrou que as
lesoes foram adquiridas apds traumatismos por ma-
teriais encontrados na natureza. Alguns agentes
etiolégicos de micetoma ja foram isolados do solo
e de vegetais (1,4,10,12).

Cieistotécio de Pscudoallescheria boydii
contendo grande quantidade de ascos.

Fig. 3 -
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Petriellidium boydii ou Pseudoallescheria boy-
dii € o agente etiol6gico de eumicetoma encontrado
no Brasil. Purchio e cols (8) citam em seu trabalho
10 casos de micetoma por este agente, ocorridos
nos estados de Sfo Paulo, Minas Gerais, Pernam-
buco, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, sendo
todos de localizag@o podal e relata 1 caso de acon-
tecimento de antebrago. Cabe-nos agora, acrescen-
tar 2 casos de localizagfio podal e 1 no dorso da
mao esquerda ocorridos no estado de Goids.

Nio foi possivel a identificagdo da espécie de
Acremonium isolada (pé direito) mas devido a for-
ma do conidio parece tratar-se de Acremonium refi-
cei. Na literatura, ha relatos de isolamentos de géne-
10 Acremonium como produtor de eumicetoma (5).

Apesear da maior frequéncia de relatos de mi-
cetoma actinomicético do que eumicético (6,7), no
periodo estudado, s6 foi observado um caso de lo-
calizag@o nas nddegas do qual se isolou Nocardia
brasiliensis, que é o agente etiolégico mais co-
mum de actinomicetoma, nfio s6 em pafses da
América do Sul, como também no México
(2,10,11),

Lig. 4 - Coldnia em placa de dgar Sabouraud de Acremoni-
um sp com 10 dias de crescimento 4 temperatura ambiente.
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Fig. 5 - Microcultivo de Acremonium sp com conidios
alongados em cachos na extremidade dos conidiéforos.

SUMMARY

Etiologic agents of mycetoma found in
the state of Goids-Brasil

Five cases of mycetoma with lesions on the
feet, hands and buttocks were studied between
April 1987, in Goiania-Go. The white-yellow
grains found in all the samples were cultivated and
Pseudoallescheria boydii, Acremonium sp and No-
cardia brasiliensis were isolated from the cultures.
The first two agents were identified after culturing
in dgar-Sabouraud and microculturing in 4gar-
potato. Nocardia brasiliensis was identified by a
test of xanthine and tyrosine decomposition and by
casein hydrolysis.

Key words: etiologic agents of mycetoma.
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SCANNING ELECTRON MICROSCOPY OF BACTEROIDES FRAGILIS EXPOSED
TO ANTIMICROBIAL AGENTS

Maria Candida Ferreira
Regina M. C. P. Domingues
In4cio D. Silva Neto

Milton de Uzeda

SUMMARY

Varied subminimal inhibitory concentrations of metronidazole, clindamycin,
penicillin G and chloramphenicol were analysed in relation to morphological aspect of
Bacteroides fragilis by scanning electron microscopy (SEM) after 24 hours of
incubation. Penicillin G, metronidazole and chloramphenicol induced filamentation as
the major modification. On the other hand, the predominant alteration exerted by
clindamycin was the presence of 'vesicles on cell surface. All these cellular
morphologies changed probably reverberate in the host-parasite relationships.

Key words: Scanning electron microscopy, Bacteroides fragilis, antimicrobial agents.

INTRODUCTION

The anaerobic infections are characterized by
a tissue destruction and also by a complex flora at
site of infection. The host, usually, answer at this
insult by a tentative remotion of these microorgan-
isms and the result is nearly always the develop-
ment of abscess (2). Bacteroides fragilis is the an-
aerobic bacterium most commoly isolated from
those clinical infections (5,12).

The antimicrobial drugs penetration in such ab-
scess is usually reduced (11) and delayed (7), even if
the serum level exceeds the values of minimal inhib-

itory concentrations (MIC) of these pathogens..

Then, the sublethal concentrations achivied may in-
duce alterations in morphology, ultrastructure, bio-
chemical behaviour and multiplication rate of these
microorganisms that certainly elicit serious conse-
quences on their virulence as well as their suscepti-
bility to the hostimune defences(13).

" As the scanning electron microscopy offers
the ability to examine cell topographic alterations
at relatively high resolution (9,3), in this study this

‘technique has been used to examine the effects

induced by chloramphenicol, metronidazole,
clindamycin and penicillin G in subinhibitory
concentration on strains of B. fragilis.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains - Strains of B. fragilis used
in this study were isolated from lung abscess and -
endometritis and keep feeze-dried in our culture
collection. Two strains from the American Type
Culture Collection (Rockeville, MD) were also
used: ATCC 25285 and ATCC 23745. The strains
were identified by the biochemical scheme of
Holdeman e al. (10).

Federal University of Rio de Janeiro, Institute of Microbiology, P.O. BOX 68040 - Ttha do Fundio, kio de Janeiro-RY -

BRASIL
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Antibiotics - The antibiotics used in the inves-
tigation were obtained from the following sources:
clindamycin hydrochloride, Upjohn; chloramphen-
icol, Sigma; penicillin G, Squibb; metronidazole,
Rhodia.

Determination of MIC - MICs of all strains
used in this investigation were determined by an
agar dilution technique (17). Stock solutions of an-
tibiotics were prepared in distilled water, except
chloramphenicol, which was dissolved in ethy] al-
cohol. Two fold dilutions of the antibiotics were
prepared in Brain Heart Infusion Agar (Merck)
(BHI) with 5% defibrinated sheep blood. The in-
oculum was approximately 10# cfu per spot, deliv-
ered by a Steer's replicate. Control plates without
antibiotic were inoculated in parallel. Incubation
was carried out anacrobically at 37°C for 24h. The
MIC was determined as the lowest dilution of anti-
biotic that inhibited visible growth,

Antimicrobial treatments - In BHI, pre-
reduced and anaerobically sterilized (PRAS) (10)
containing one half, one quarter and one eight the
MIC of a given antibiotic, was seeded an 18h cul-
ture grown at 37°C to give a final concentration of
approximately 10* cfu/ml. One antibiotic free cul-
ture was used as a control with each strain. Ali-
quots were taken after 24h incubagion, centrifuged
and the sediment washed three times with phos-
phate buffer (PB) with 140 mM NaCl (pH 7,0 +
0,02)(PBS), and right after, resuspended in the
same buffer to give bacterial suspension, with fi-
nal concentration ca 10 cfu/ml.

Scanning electron microscopy - The bacterial
suspension was fixed for 1h in 2,5% v/v glutaral-

dehyde in 0,1M phosphate buffer. After fixation, it

was washed and left to adhere on coverslips, which
had been previously covered with poly-L-lysine
0,12 M in PBS, for 15 min. After adherence of this
material the coverslips were washed five times for
10 minutes with sodium cacodilate buffer, 0,05M.

TABLE 1 — MICs of the B. Jragilis strains

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1), 1991

Afterwards, they were deydrated in ethanol, criti-
cal-point dried with CO, liquid, coated with 20nm
thick layer of gold and then observed in a JEOL
JSM-258-II Scanning Electron Microscope, oper-
ated at an acceleration voltage of 15 kV.

RESULTS
MIC determination

The strains and their MIC values are present-
ed in Table 1. All strains were susceptible to clin-
damycin, chloramphenicol and metronidazole, and
inhibited by 8-32 pg/ml of penicillin G.

Morphological studies

The appearance of the strain B. fragilis (ATCC
23745) in the absence of antibiotics is shown in
figure 1a. The cell bacterium is smooth with bacil-
lary form, some of them still bound to each other.
The figure 1b presents the strain 048203, isolated
from endometrite, when it was cultured in presence
of one eight MIC of penicillin G. After exposure,
for 24h, the surface of bacteria appeared roughened,
grossly altered with occasional small vesicles.
Spheroplast-like structures together with filaments
were formed. The super elongation observed pro-
duced 3 to 6 times lenght of the bacterium.

Sublethal concentration of metronidazole, one
eight of MIC, did not induce significant change on
cell surface of strain 0978041, but on the other
hand evoked filament formation (figure 1c), as ef-
fect of inhibition of normal septation.

In figure 1d the predominant alteration of the
cells exposed to clindamycin, in high concen-
tration (1/2 MIC), were the vesicles, spread all
over the surface. Except for the filamentation, no
major differences could be seen in electron
micrographs of SEM of the strain ATCC 25285
grown in presence of one quarter of chlo-
ramphenicol (figure 1¢).

MIC {ug/ml)
Strain number Penicillin G Clindamycin Chloramphenicol Metronidazole
048203 32,0 0,64 40 05
0978041 16,0 NI 40 Nr
ATCC 23745 32,0 0,024 32 10
ATCC 25285 80 0,096 32 10
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FIGURE 1 - Scanning electronmicrographs of B. fragilis ex-
posed to (A) no antibiotic — ATCC 23745 -10.000 X; (B)
penicillin G 4 pg/ml T (M 048203 - 10.000 S;) (C) metronida-
zole 0,125p/ml -IM 0978041 7.000 X; (D) clindamycin
0,016pg/ml - ATCC 23745 - 20.000 X; (E) chloramphenicol
8,0ug/ml - ATCC 252285 - 7.000 X.

DISCUSSION

The results clearly demonstrated that the anti-
microbial agents chloramphenicol, penicillin G,
clindamycin and metronidazole causes morpholog-
ical alterations be it to the surface or to the whole
cell.
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The shape of majority of bacteria can be de-
termined by penicillin binding proteins - PBPs
properties that catalize the insertion of precursors
in cell wall. The exposure of strain 048203 to the
low concentrations of penicillin G showed clearly
morphological alterations that probably are impli-
cated in binding to the differents PBPs (8). Pid-
dock & Wise (16) had demonstrated that B. fragi-
lis has three PBPs, PBP-1, PBP-2, PBP-3,
responsible by elongation, septum formation and
shape maintenance, respectivelly.

It is generally accept that morphological an-
swers of Gram negative bacilli to the B-lactam an-
tibiotics be filamentation at low concentrations
and formation of spheroplasts at high concentra-
tions (15). The filaments and spheroplasts of strain
number 048203 have not been seen only in the
higher concentration of the antimicrobial agent
(4), but also in small concentration of penicillin G.
The probably reason is that the majority observa-
tions, in the literature, was done only after 2 to 4
hours of exposure to the subinhibitory concentra-
tion whereas our observation-was done after 24
hours. However, we must not discard the possibili-
ty of binding to differents PBPs yielding such al-
terations. The SEM provided the opportunity of
visualization of these phenomena reflected on sur-
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face of entire population.

The metronidazole, one of most efficacious
antimicrobial agent in the anaerobic infections
treatment produced alterations on bacilli lenght
inducing long filaments. We observed varied size
of filaments as if the drug action, in such
concentration, was inhibitory of normal septation.
The analysis of those alterations, by SEM, agree
with the results of Atisso et al. (1), that in the
cito-morphological studies of B. fragilis, grown in
sub-MICs of ornidazole, analog of metronidazole,
related the presence of filaments and abnormal
cellular divisions, by the same methodology.

It was postulated by Lorian (13) that clindam-
ycin induces to elongation and in some times, fusi-
forme morphology. Nevertheless, Gemmell et al.
(6) and Namavar et al. (14), detected, both, no ef-
fect on cellular morphology of B. fragilis strains,
grown in sub-MICs of clindamycin, by optical and
transmission electron microscopy, respectivelly.
By SEM we could confirm these results, although
different subinhibitory concentration has been
used. The vesicles, observed, seems to be being
liberated from the cells. However it was not exam-
ined the possibility that clindamycin had exerted
action on liberation of outer membrane compo-
nents, for example.

The significance of elongation induced by
chloramphenicol at sub-MICs, observed by SEM,
could not be evaluated. In spite of no alteration
has been detected by optical microscopy by others
(14), the results presented here are compatible
with the observation that many alterations in Gram
negative bacteria are only detected by electron
microscopy.

All those alterations of cellular morphology
occurr, certainly, as an effort to adapt themselves
to adverses environment conditions. On the other
hand, these distortions supposably modify the bac-
terial pathogenic aspect since surface structures
are important components on host-parasite
relationships. :
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RESUMO

Microscopia eletronica de varredura de
Bacteroides fragilis exposto a agentes
antimicrobianos

Variadas concentragbes subminimas ini-
bitérias de metronidazol, clindamicina, penicilina
G e cloranfenicol foram analisadas em relagio ao
aspecto morfolégico de Bacteroides fragilis por
microscopia eletrdnica de varredura apés 24h de
incubagcfo. Penicilina G, metronidazol e cloranfen-
icol induziram & filamenta¢fio, como modificacfio
predominante. Por outro lado, a alteragdo predomi-
nante exercida por clindamicina foi a presenga de
vesiculas na superficie celular. Todas essas morfo-
logias celulares alteradas provavelmente repercu-
tem nas relagdes parasito-hospedeiro.

Palavras chave: Microscopia eletrOnica de
varredura, Bacterdides fragilis, agentes antimicro-
bianos.
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STREPTOCOCCUS SALIVARIUS: DETECCAO DE CEPAS PRODUTORAS DE
SUBSTANCIAS SEMELHANTES A BACTERIOCINAS CONTRA BACTERIAS

BUCAIS.

Vera Fantinato!
& Flavio Zelante 2

RESUMO

Foi colhido material das superficies da lingua e da mucosa da bochecha
objetivando o isolamento de Streptococcus salivarius. Ap6s identificagio bioquimica
das cepas isoladas, procedeu-se a verifica¢fio da produgao de substancias semelhantes
A bacteriocinas contra cepas de Actinomyces viscosus, Rothia dentocariosa,
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus  aureus, Streptococcus mutans e
Streptococcus sanguis. A técnica empregada foi a do antagonismo posposto, através
da qual foi demonstrada a produgdo de substancias semelhantes 2 bacteriocinas por 47
das 48 cepas analisadas. Observou-se acentuado antagonismo contra R. dentocariosa,
S. pyogenes e A. viscosus; extremamente baixa sobre S. sanguis € S. mutans e

nenhuma inibigo de S. aureus.

Palavras chave: Streptococcus salivarius, bacteriocinas

INTRODUCAO

Sabe-se que a microbiota residente na cavi-
dade bucal tem, entre outras, a fungfo de proteger
o hospedeiro, impedindo ou dificultando a implan-
tagio de microrganismos estranhos a esse am-
biente.

Algumas espécies de Streptococcus, além de
possuirem caracteristicas fisiolégicas e estruturais
que possibilitam a sua integrag¢fio rdpida na micro-
biota bucal, contam com a produgio de bacterioci-
nas como mais uma arma para manterem-s¢ na
condi¢iio de colonizadoras predommantes nesse
habitat,

Estas substincias sdo de natureza protéica,
produzidas por sintese letal e cuja adsorgfo & bac-
téria-alvo estd condicionada & presenga de recep-
tores especificos (8).

Talvez pela dificuldade de identificagfio de
tais substiincias, inimeros autores relatam antago-
nismo entre bactérias, porém sem qualquer carac-
terizagdo dos produtos envolvidos, sendo reco-
mendada a expressdo "substincias semelhantes &
bacteriocina” para os produtos bacterianos com
atividade antagbnica, mas incompletamente carac-
terizados (17).

Trabalhos recentes tem revelado o crescente
interesse em informagdes sobre bacteriocinas pro-
duzidas por estreptococos bucais (2,4,10,19). Em-
bora ainda se desconheca o significado da pro-
duco dessas substidncias "in vivo", autores como
Dempster & Tagg (4), sugerem sua participagfo
no impedimento da colonizagfio de patdgenos po-
tenciais do trato respirat6rio superior, ji que veri-
ficaram "in vitro" a inibigfio de espécies como S.
pyogenes, S. pneumoniae ¢ Corynebacterium diph-

1-  Faculdade de Odontologia, Campus de Sdo José dos Campos, Universidade Estadual Paulista "Jilio de Mesquita Filho"

Caixa Postal 314, 12245 - Sdo José dos Campos - SP - Brasil

2- Instituto de Ciéncias BiomédicasDepartamento de MicrobiologiaUniversidade de Sdo Paulo, Av. Prof. Lineu Prestes, 1374,
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theriae, por cepas de S. salivarius bacteriocino-
génicas. J4 Rutter et alii (11) e Tagg & Russell
(19), sugerem o uso de cepas produtoras de bacte-
riocinas no controle da cérie dental ou de in-
fecgdes do trato respiratdrio superior.

A pesquisa de cepas bacteriocinogénicas pode,
ainda, voltar-se para a tipagem de estreptococos,
conforme demonstraram os trabalhos de Azevedo et
alii (2), Tagg & Bannister (16) e Tagg et alii (18).

Embora a literatura sobre bacteriocinas seja
relativamente volumosa, as observagdes sobre a
produgdo de tais substincias por S. salivarius sdo
bastante escassas, 0 que nos levou a obter maiores
informacdes neste sentido.

MATERIAL E METODOS

Colheita de material — De 6 individuos com
idade entre 17 e 25 anos, foi colhido material das
superficies da lingua e mucosa da bochecha, com
0 auxilio de al¢a de platina estéril. O material as-
sim obtido foi imediatamente semeado em placas
de Mitis-Salivarius Agar (Difco), as quais foram
incubadas a 37°C durante 24 horas em atmosfera
de CO,, obtida pelo método da vela.

Identificagdo das cepas — As placas que
apresentaram crescimento foram observadas quan-
to ao aspecto morfoldgico das coldnias, escolhen-
do-se aquelas com caracteristicas de S. Salivarius
(1 a5 mm de didmetro, mucéides, azuis, lisas,
com grande quantidade de polissacarideo). Co-
lheu-se uma média de cinco coldnias de cada pla-
ca. Estas foram transferidas para caldo "Brain
Heart Infusion" - BHI (Difco) e incubadas a 37°C
durante 24 horas em atmosfera de CO,, seguindo-
se repique em dgar-sangue para estoque.

A identificagdo bioquimica das cepas de S.
salivarius foi realizada através de provas cons-
tantes do esquema proposto por Hardie & Bowden
(6), incluindo-se a prova de hemdlise e fermen-
ta¢do da inulina.

Produgdo de substdncias semelhantes ¢ bac-
teriocina — A técnica adotada foi a do antagonis-
mo posposto, utilizada por Azevedo et alii (2). As
cepas a serem testadas como produtoras foram cul-
tivadas em caldo BHI por 24 horas a 37°C e, em
seguida, semeadas por trés picadas rasas em placas
com agar BHI ¢ incubadas a 37-C por 24 horas em
atmosfera de CO,. Cada cepa foi semeada em trés
placas para posterior recebimento das diferentes
dilui¢des da pelicula indicadora.
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Foram empregadas, como indicadoras, as se-
guintes cepas: Actinomyces viscosus B-236, Acti-
nomyces viscosus WVU-627, Actinomyces visco-
sus T-14V, Actinomyces viscosus M100R, Rothia
dentocariosa ATCC 14190, S. mutans GS5 soroti-
po ¢, 8. Mutans LM7 sorotipo e, S. mutans 14B6
sorotipo d, S. sanguis 1, S. pyogenes (isolada de fa-
ringe de portador assintomético), S. pyogenes
ATCC 8133 e S. aureus Cowan I - NCTC 8530. Es-
tas cepas foram cultivadas em caldo BHI por 24 ho-
ras a 37°C, de onde se prepararam diluigoes de 1/
10, 1/50 ¢ 1/100, também em caldo BHI. A seguir
foram preparados os indculos finais, transferindo-
se 1 ml de cada dilui¢do para tubos contendo 7,5 ml
de caldo BHI acrescido de 0,75% de 4gar, mantidos
a aproximadamente 50°C, Este in6culo foi homo-
geneizado com o auxilio de agitador e vertido cui-
dadosamente sobre a superficie do 4gar previa-
mente semeado com as cepas a serem testadas
como produtoras de substincias semelhantes 2 bac-
teriocina. Ap6s solidificagdo desta pelicula indica-
dora, as placas foram reincubadas a 37°C por 24
horas em atmosfera de CO,, com excecdo de Roth-
ia dentocariosa, que foi incubada aerobicamente.

Na leitura considerou-se como resultados:

positivo - quando se observou halo nitido de
inibi¢fio do crescimento da cepa indicadora, inde-
pendente de tamanho, em torno dos pontos de ino-
culagfio das cepas produtoras;

moderadamente positivo - quando se obser-
vou halo de inibigio do crescimento da indicadora,
porém com algumas coldnias no interior do halo;

negativo - quando se observou auséncia de
halos de inibigo.

Considerou-se para andlise a placa com maior
nitidez de leitura, independentemente do fator de
dilui¢io da cepa indicadora.

Para a tipagem das cepas de S. salivarius,
utilizou-se como base o esquema desenvolvido por
Al-jumaili (1) e empregado por Tagg & Bannister
(16): dividiu-se as 12 cepas indicadoras em quatro
grupos de wés: A. viscosus T14V, A. viscosus
M100R, A. viscosus B236, A. viscosus WVU-627,
S. aureus Cowan 1, R. dentocariosa; S. pyogenes,
S. pyogenes ATCC 8133, S. sanguis; S. mutans
GSS5, S. mutans LM7, S. mutans 14B6. Uma
reaglo positiva ou modcradamente positiva para o
primeiro membro de qualquer trio (A. viscosus
T14V, A. viscosus WVU-627, S. pyogenes, S. miu-
tans (GS5) recebia o valor numérico quatro; uma
reagdo positiva ou moderadamente positiva para o
segundo membro de qualquer trio recebia o valor
dois e para o terceiro membro, o valor um; uma
reagdo negativa recebia o valor zero.
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Somando-se os valores numéricos de cada
trio, obtem-se a "impressdo digital” de cada cepa,
expressa por um niimero de quatro digitos. Assim,
uma cepa com o resultado -+++/--+/++-/---, 0s va-
lores numéricos respectivos sdo 421/001/420/000,
cuja soma gera o padrdo 7160.

RESULTADOS

Os resultados do comportamento das 48 cepas
analisadas quanto & produco de substancias seme-
lhantes & bacteriocina encontram-se na Tabela 1.

Na Tabela 2 estdo expressos o nimero de ve-
zes que cada padrio foi encontrado em ambos 0s
nichos pesquisados, bem como os respectivos per-
centuais. Observou-se o predominio de apenas um
deles, 7560, que se manifestou 11 vezes.

Considerando-se a presenca de cepas idénti-
cas nos dois nichos estudados, em um mesmo por-
tador, observou-se a ocorréncia deste fato em qua-
tro individuos.

Considerando-se cada portador - individual-
mente, observou-se que a maioria das cepas dife-
riam entre si, indicando que um tnico individuo
albergava de trés a nove tipos diferentes de S. sali-
varius.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1), 1990

Se considerarmos resultado positivo quando
uma cepa de S. salivarius produzir substincias
semelhante a bacteriocina contra, pelo menos, uma
cepa de cada espécie indicadora, poderemos
empregar o esquema utilizado por Tagg &
Bannister (16) da seguinte maneira: as seis espé-
cies indicadoras (A. viscosus, S. aureus, R. dento-
cariosa, S. pyogenes, S. sanguis € S. mutans) s30
divididas em dois grupos de trés; uma reagio
positiva para pelo menos uma das quatro cepas de
A, viscosus recebe o valor numérico quatro; uma
reacfio positiva para S. aureus Cowan 1 recebe o
valor numérico dois; reagiio positiva para R.
dentocariosa o valor um; para S. pyogenes serd
dado o valor numérico quatro se, pelo menos, uma
das duas cepas apresentar resultado positivo; se S.
sanguis  fornecer reagdo positiva, seu valor
numérico serd dois; uma reagfio positiva para pelo
menos uma das trés cepas de S. mutans recebe o |
valor numérico um; uma reagfio negativa para
todas as cepas de uma espécie recebe o valor
numérico zero.

Assim, exemplificando com uma cepa que de-
monstrou atividade apenas contra A. viscosus T14-
V, R. dentocariosa e S. pyogenes, seu resultado
seria +-+/+--, cujos valores numéricos respectivos
sdo 401/400, gerando o padrio 54.

TABELA 1 - Comportamento de 48 cepas de S. salivarius quanto a produgio de substdncias semelhantes a bacteriocinas frente as

indicadoras utilizadas.

Produtoras + * -

Indicadoras Ne %o Ne % Ne %o
A. viscosus 30 62,5 12 25,0 6 12,5
T4V 22 4538 13 27,1 13 27,1
M100R 12 25,0 13 27,1 23 479
B236 25 52,1 14 29,1 9 18,7
WVU-627
S. aureus
Cowan I 0 0,0 0 0,0 48 100,0
R. dentocariosa
ATCC 14190 43 89,5 1 2,1 4 83
S. pyogenes 26 54,1 13 271 9 18,7
ATCC 8133 22 458 11 229 15 31,2
S. sanguis 1 2 4,1 0 00 46 95,8
S. mutans
GS5 sor. ¢ 1 2,1 0 0,0 47 979
LM7 sor. e 0 0,0 0 00 48 100,0
14B6 sor. d ) 0 0,0 3 62 45 93,7

+ = produtora

+ = moderadamente produtora

- = nio produtora
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Com esta andlise, obtivemos 9 padrdes dife-
rentes (Tabela 3), com predominio marcante do
padrio 54.

DISCUSSAO

Todas as cepas de S. salivarius analisadas,
com excegdo de uma, foram capazes de produzir
substincias semelhantes & bacteriocina contra, ao
menos, um dos microrganismos do conjunto utili-
zado como indicador.

Constatamos maior nimero de cepas de S.
salivarius produtoras de substdncias semelhantes
a bacteriocina capazes de impedir o crescimento
de R. dentocariosa, havendo inibi¢cio em 89,5%
dos casos e moderada em 2,1%. Estes dados ndo
podem ser confrontados com os de outros autores,

visto que nenhum dos que realizaram tais estudos

o fez contra 0 microrganismo em questio.

No entanto, Holmberg & Hallander (7), testa-
ram cepas de S. sanguis, Corynebacterium sp,
Lactobacillus e Bacterionema contra outras das
mesmas espécies referidas, bem como contra S.
mutans, S. salivarius, Rothia ¢ Actinomyces. To-

TABELA 2 - Ocorréncia de padrGes bacteriocinogénicos de S.
salivarius, isolados da superficie da lingua e da mucosa da
bochecha.

Lingua Bochecha Total
Padrfio
Ne % N¢ % Ne %

7160 1 2,08 0 0,00 1 2,08
7560 5 1041 6 1250 11 2292
0160 1 2,08 1 2,08 2 4,16
5560 1 2,08 0 0,00 1 2,08
4140 0 000 1 2,08 1 2,08
0000 0 0,00 1 2,08 1 2,08
2140 0 0,00 1 2,08 1 2,08
7576 3 6,25 0 0,00 3 6,25
7500 1 2,08 1 2,08 2 4,16
6570 0 0,00 1 2,08 1 2,08
6160 1 2,08 0 0,00 1 2,08
7540 2 4,16 2 4,16 4 832
7474 1 2,08 0 0,00 1 2,08
4500 2 4,16 0 0,00 2 4,16
6540 1 2,08 1 2,08 2 4,16
6560 1 2,08 2 4,16 3 6,25
7460 0 0,00 1 2,08 1 2,08
6561 2 4,16 0 0,00 2 4,16
4561 1 208 0 0,00 1 2,08
6520 2 4,16 0 0,00 2 4,16
0040 0 0,00 2 4,16 2 4,16
4560 0 0,00 1 2,08 1 2,08
4520 0 0,00 2 4,16 2 4,16
TOTAL. 25 5202 23 4786 48 9990
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TABELA 3 - Prevaléncia dos padrdres bacteriocinogénicos
apresentados pelas cepas de S. salivarius frente as espécies
utilizadas como indicadoras.

Padrdes bacteriocinogénicos N@ de cepas %
401/400 - 54 33 68,7
001/400 - 14 2 41 .
000/000 - 00 1 21
401/000 - 50 4 83
401/421 - 57 1 21
400/400 - 44 1 21
401/401 - 55 3 62
000/401 - 04 2 4,1
401/420 - 56 1 21

TOTAL 48 9,8

@os os microrganismos foram sensiveis unica-
mente A agdo de S. sanguis enquanto Rothia mos-
trou-se sensivel & agfo das 4 cepas testadas. Ha-
mada & Ooshima (5), testando 8 cepas de S.
mutans contra Rothia, verificaram sensibilidade
frente a 5 delas. Estes dados, bem como 0s nossos,
indicam uma acentuada sensibilidade de Rothia
dentocariosa frente a produtos inibidores de mi-
crorganismos.

Também com elevada prevaléncia, S. pyo-
genes apresentou sensibilidade a atividade bacte-
riocinogénica de §. salivarius sendo a média de
inibicdo de 49,9%. Se considerarmos que as cepas
de S. salivarius que se mostraram moderadamente
produtoras também foram capazes de inibir, embo-
ra nfo completamente, as cepas indicadoras de S.
pyogenes, somando-se o resultado das médias das
produtoras e das moderadamente produtoras, tere-
mos um total de 74,9% de cepas de S. salivarius
capazes de interferir "in vitro” no crescimento
desses estreptococos do grupo A. Os trabathos de
Sanders (12), Crowe & Sanders (3) e Sanders et
alii (13) demonstraram concordancia no que diz
respeito a inibi¢do de S. pyogenes por estreptoco-
cos habitantes normais do trato respiratério supe-
rior, embora os citados autores nfo tenham espe-
cificado quais as espécies envolvidas. Sanders et
alii (14) demonstraram, ainda que a presenga des-
ses microrganismos indigenas confere ao seu por-
tador maior resisténcia contra infecgdes provoca-
das por aquela bactéria.

Sabendo-se que S. pyogenes ndo € habitante
normal da cavidade bucal e analisando os resulta-
dos de Tagg & Russell (19), Dempster & Tagg
(4), Sanders & Sanders (15), bem como 0s nossos,
que indicaram um alto percentual de S. salivarius
produtor de bacteriocinas contra aquele patégeno,
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podemos extrapolar que, entre os eventuais fatores
que dificultam o estabelecimento de S. pyogenes
na cavidade bucal, a atividade de bacteriocinogé-
nica de S. salivarius pode ser um componente im-
portante. Esta possibilidade, merece portanto
maiores investigacdes, ja que as amigdalites e fa-
ringites estreptocicicas, além de sua relativa
freqiiéncia, podem gerar complicacdes como si-
nusite, otite, pneumonia, febre reumdtica e outros
processos.

No caso de A. viscosus, 72,9% das cepas de S.
salivarius testadas revelaram-se inibitérias. Anali-
sando a Tabela 1, verificamos que as mesmas nio
apresentaram idéntica sensibilidade & atividade
bacteriocinogénica de S. salivarius. Observamos
ainda que, das 48 cepas testadas, 22 (45,8%) mani-
festaram ag#io contra todas as quatro indicadoras
de A. viscosus; 12 (25,0%) agiram contra trés de-
las; sete (14,5%), contra duas cepas; duas (4,1%)
manifestaram agfio sobre apenas uma cepa de A.
viscosus e cinco (10,4%) ndo exerceram qualquer
inibi¢do em nenhuma das quatro indicadoras.

Assim nossos resultados concordam com os
de Tagg & Russell (19) e Dempster & Tagg (4),
que também detectaram considerdvel sensibilidade
de A. viscosus frente a substincias semelhantes
bacteriocina produzidas por . Salivarius. Weer-
kamp et alii (20), no entanto, observaram apenas
10% das cepas de S. salivarius com atividade bac-
teriocinogénica parcial contra este microrganismo
filamentoso.

Em relagfio a S. aureus, nossos dados demons-
traram inexisténcia de antagonismo por parte de S.
salivarius, visto que, em nenhuma das oportuni-
dades, houve inibi¢io do desenvolvimento da re-
ferida bactéria. Tais resultados, em concordancia
com os de Weerkamp et alii (20), Tagg & Russell
(19), Dempster & Tagg (4) e Sanders & Sanders
(15), nos levam a considerar as possiveis in-
teracdes entre esses dois microrganismos "in
vivo". Assim sendo, nota-se que um dos mais nu-
merosos microrganismos indigenas da mucosa bu-
cal nlo oferece resisténcia a implantagio de S. au-
reus, 0 que nos leva a relacionar nossos resultados
com as observagtes de Knighton (8) e Zelante et
alii (21), que demonstraram a elevada freqiiéncia
com que S. qureus é isolado da cavidade bucal.

Quanto a §. mutans, observamos que apenas
quatro ceps (8,3%) de S. salivarius manifestaram
agdo inibitdria. Estes resultados concordam com
os de Weerkamp et alii (20), Tagg & Russell (19)
¢ Dempster & Tagg (4). Apesar de os nichos pre-
ferenciais destas duas espécies serem diferentes,
as bacteriocinas de S. salivarius demonstraram
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ndo ser fator limitante para o desenvolvimento de
. mutans, um dos principais componentes da pla-
ca dental cariogénica. ‘

De forma semelhante, os nossos resultados
em relagdo a §. sanguis 1 evidenciaram que ape-
nas duas cepas (4,1%) de S. salivarius foram ca-
pazes de inibi-lo. Estes resultados discordam dos
obtidos por Weerkamp et alii (20), Tagg & Russell
(19) e Dempster & Tagg (4) Russell & Tagg (10)
por outro lado, observaram relativa agfio bacterio-
cinogénica de §. salivares contra S. sanguis, po-
rém somente com a adi¢do de sacarose ao meio de
cultura,

Em vista da discordancia de resultados, pode-
mos citar Holmberg & Hallander (7) que, utilizan-
do quatro variagdes em técnicas de estudo de an-
tagonismo, observaram que, para cada
microrganismo testado, as técnicas mais adequa-
das eram diferentes. Estes dados refletem que a
producdo ¢ a sensibilidade a bacteriocina depen-
dem tanto da constituigio dos meios de cultivo,
como também das caracteristicas individuais dos
microrganismos. Quanto a este dltimo aspecto, &
bem elucidativo o comportamento da cepa S. epi-
dermidis T-18 utilizada por Tagg & Bannister (16)
e Tagg & Russell (19), como indicadora da pro-
ducio de bacteriocinas, por apresentar particular
sengibilidade a bacteriocinas estreptocicicas. Nes-
ta mesma linha de raciocinio, os nossos resultados
revelaram que, mesmo empregando condigdes de
cultivo padronizadas, as caracteristicas individuais
podem ser destacadas.

A verificagio do espectro de agfio das
bacteriocinas produzidas por S. salivarius reve-
lou, entre as 48 cepas estudadas, 22 padrdes dife-
rentes, 0 que deixa claro a complexidade da popu-
lagdo microbiana bucal demonstrando a existéncia
de maior diversidade do que identidade entre as
cepas. Tagg et alii (18) também detectaram varia-
bilidade de comportamento, tendo constatado 13
tipos diferentes de S. salivarius isolados de saliva
de estudantes. Considerando os nichos por nés es-
tudados, mucosa lingual e jugal, 6 padrdes bacte-
riocinogénicos (7560, 0160, 7500, 7540, 6540,
6560) foram concomitantemente encontrados nas
duas dreas consideradas, apesar das caracteristicas
anatdmicas peculiares de cada uma.

Quando consideramos os diferentes comporta-
mentos, levando em conta a atividade bacterio-
cinogénica apcnas contra espécies, reduzimos o
nimero de 23 para 9 padrdes, observando que
68,7% das cepas apresentaram o padrfio 54. Sob esta
andlise, demonstramos que, quando do isolamento
de uma cepa de S. salivarius, a possibilidade de pro-
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dug@o de bacteriocinas contra S. pyogenes, R. dento-
cariosa e A. viscosus ¢ elevada , sendo extrema-
mente baixa contra S. sanguis, S. mutans ¢ S. aure-
us, quaisquer que sejam as variagdes de tipos.

No entanto, tendo em vista o potencial ini-
bitério de S. salivarius, consideramos relevante a
interacfio entre esses microorganismos na pre-
vengdo de infecgdes bucais e respiratdrios.

SUMMARY

Bacteriocin like-substances production by
Streptococcus salivarius against oral bacteria.

Samples of tongue and bucal mucosa surfaces
were obtained from six healthy subjects with the
purpose of isolating S. salivarius. It was verified
that 47 out of 48 S. salivarius strains produced
bacteriocin-like substances against at least one of
the indicator species: Actinomyces viscosus, Roth-
ia dentocariosa, Streptococcus pyogenes, Staphy-
lococcus aureus, Streptococcus mutans and Strep-
tococcus sanguis. The method employed to test for
bacteriocin production was that of deferred antag-
onism. The results showed that there was a high
antagonism against R. dentocariosa, S. pyogenes
and A. viscosus; extremely low against S. mutans
and §. sanguis and no inhibition for §. aureus.

Key Words: Streptococcus salivarius, bacterio-
cin.
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OBSERVACOES PRELIMINARES SOBRE A SENSIBILIDADE "IN VITRO" DE
AMOSTRAS DE MYCOPLASMA E ACHOLEPLASMA DE ORIGEM BOVINA

Maira Halfen Teixeira Liberall
Ernest Boughton2

RESUMO

Testes de sensibilidade a antibidticos foram realizados "in vitro" em 10 amostras
de Mycoplasma ¢ em 8 amostras de Acholeplasma, isoladas de material bovino,
utilizando-se discos impregnados comprados no comércio. Gentamicina, clindamicina,
lincomicina, netilmicina, cloranfenicol, nitrofurantofna, norfloxacina e tetraciclina se
mostraram efetivos contra os dois géneros de Mycoplasmatales estudados. Todas as
amostras de Mycoplasma foram resistentes 2 rifampicina, enquanto todas as amostras
de Acholeplasma foram sensiveis. Por outro lado, todas as amostras de Acholeplasma
foram sensiveis, enquanto apenas 10% das amostras de Mycoplasma foram sensiveis 2
eritromicina. Porém, os resultados obtidos nfdo sdo definitivos, j4 que ndo foram
determinados os halos de sensibilidade / resisténcia, para cada antibiético. Para tal,
determinagdes do MIC (minimun inhibitory concentration) e MMC (minimum
micoplasmacidal concentration) devem ser realizadas, para cada amostra em questdo,
levando-se em consideragio também a difusibilidade de cada antimicrobiano, no meio

de cultivo utilizado (meio E).

Palavras chave: Mycoplasma, Acholeplasma, sensibilidade a antibiéticos.

INTRODUCAO

A propriedade que distingue a classe Molli-
cutes das Eubacterias é a auséncia de uma parede
celular definida, o que lhe confere algumas carac-
teristicas préprias. Os representantes dos Molli-
cutes sfio incapazes de sintetizar peptidoglican e
seus precursores, apresentando, por conseqiiéncia,
resisiéncia a penicilina e a seus anédlogos que agem
como inibidores da sintese da parede celular (7).

Existe muito pouca informacfo na literatura, 2
respeito de pesquisas realizadas visando o conhe-
cimento da sensibilidade de Mycoplasmatales aos
antibidticos (2, 3, 4), uma vez que esses organis-

mos sdo de dificil isolamento e manutencdo, e re-
querem meios de cultivo especifico para a reali-
zagdo das provas de sensibilidade.

Esta pesquisa teve por objetivo principal co-
nhecer a sensibilidade "in vitro" de amostras isola-
das de bovinos, frente a drogas antibacterianas, para
posterior direcionamento da escolha terapéutica
mais adequada, quando infec¢des por Mycoplasma-
tales forem diagnosticadas em rebanhos bovinos.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de  Mycoplasmatales - as amostras

1 Laboratério de Biologia Animal, Empresa de Pesquisa Agropecudria doEstado do Rio de Janeiro - PESAGRO-RIO,
Alameda Sao Boaventura, n® 770 24123 - Fonseca, Niter6i, Brasil
2 Central Veterinary Laboratory, Minisiry of Agriculture, Fisheries and Food - MAFF, New Haw, Weybridge, KT15 3NB

Surrey, Inglaterra
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utilizadas para realizagfio das provas de sensibili-
dade foram isoladas de material clinico de bovi-
nos. As amostras designadas "BR" foram isoladas
no Brasil (5); as de inicial "NCTC" sdo amostras
padriio do National Culture Tissue Collection, In-
glaterra; as outras amostras com iniciais "B" e
"M" precedidas e seguidas por niimeros pertencem
ao Central Veterinary Laboratory Culture Collec-
tion, Inglaterra, e foram gentilmente cedidas para
essa pesquisa.

Amostras de Mycoplasma — M. bovis (OB
823; 8B 70; BR 17; BR 69; BR 72; BR 137); M.
bovirhinis (M 1019; 7B 10); M. bovoculi (M
165/69); M. dispar NCTC 10125).

Amostras de Acholeplasma — A. laidlawii
(8M 2713; 8M 1661; BR 56; BR 84; BR 93; BR
110); A. axanthum (3B 256); A. oculi (NCTC
10150).

Antibacterianos testados — foram utilizados
discos impregnados com antibidtico, obtidos no
comércio, nas concentragdes a seguir: amicacina
(AM = 30 pg); ampicilina (AP = 10 pug); carbeni-
cilina (CR = 100 ug); cefalexina (CN = 30 11g); ce-
falotina (CF = 30 ug); cefazolina (CZ = 30 ug);
cefotaxime (CT = 30 pg); cefoxitina (CX = 30
ug); ceftriaxone (R = 30 pg); clindamicina (CI =2
11g); cloranfenicol (CO = 30 pg); eritromicina (EI
= 15 ug); fosfomicina (FO = 50 pg); gentamicina
(GN = 10 png); kanamicina (KN = 30 ug); lincomi-
cina (LI = 15 pg); acido nalidixico (AN = 30 pg);
netilmicina (NET = 30 ug); nitrofurantoina (NT =
300 pg); norfloxacina (FX = 10 ug); oxacilina
(OX = 5 pg); penicilina (PN = 10 pg); 4cido pi-
pemidico (PP = 20 pg); rifampicina (RI = 30 pg);
sisomicina (S = 10 pg); sulfazotrim (SFT = 25
1tg); sulfonamida (SF = 300 pg); tetraciclina (TT =
30 pg); tobramicina (TB = 10 ug); e vancomicina
(VC =130 ug).

Teste de sensibilidade - as amostras de
Mycoplasmatales foram propagadas em meio E
liquido (6) por 24 a 48 horas a 37°C, em estufa
bacteriol6gica. Para realizagdo do teste de sensibi-
lidade propriamente dito, a técnica descrita por
Bauer et al. (1) foi adaptada sendo utilizado o
meio E sélido, omitindo-se do mesmo a penicilina
e o vermelho de fenol. As placas semeadas com as
amostras e contendo os antibidticos em teste fo-
ram incubadas em estufa automaticamente suple-
mentada por 5% de CO,, sendo a observagio rea-
lizada com 24 ou 48 horas, dependendo da espécie
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de Mycoplasmatales analisada. Os resultados fo-
ram interpretados em relagfio ao didmetro da zona
de inibi¢do de crescimento encontrado. Os testes
de sensibilidade foram realizados desconhecendo-
se a difusibilidade de cada antibiético no meio E.
A necessidade da utilizagdo de CO, para cresci-
mento de algumas espécies de Mycoplasmatales,
pode ter influenciado a atividade de algumas dro-
gas empregadas (exemplo: tetraciclina, estreptomi-
cina ¢ kanamicina).

Interpretacdo dos resultados - para se avaliar
corretamente a a¢io de cada droga utilizada no estu-
do,sobreasdiferentes espécies de Mycoplasmatales,
seria necessdrio estabelecer o MIC (minimum
inhibitory concentration) e 0 MMC (minimum my-
coplasmacidal concentration). Porém como ainda
nfo existe uma tabela padrfio de leitura da sensibili-
dade a antibidticos para Mycoplasmatales, € o pre-
sente trabalho pretendeu realizar um estudo prelimi-
nar sobre a sensibilidade "in vitro" desses microrga-
nismos, frente as drogas disponiveis no mercado, foi
adotado um esquema arbitrario de interpretagfo dos
resultados, como se segue:

Sensivel = quando a zona de inibi¢do era
igual ou superior a 10 mm de didmetro.

Intermedidrio = quando a zona de inibicio era
inferior a 10 mm de didmetro.

Resistente = quando nfo havia zona de ini-
bicdo alguma.

RESULTADOS

Um total de 540 testes de sensibilidade foi re-
alizado com 18 amostras de Mycoplasmatales,
pertencentes aos géneros Mycoplasma (10 amos-
tras) ¢ Acholeplasma (8 amostras), frente a drogas
antibacterianas testadas.

Levando-se em considera¢do a interpretacfio
dos resultados arbitrariamente definida na metodo-
logia da pesquisa pelos autores, os resultados obti-
dos para cada espécie de Mycoplasmatales testada
estho apresentados nos Quadros 1 € 2.

Seguindo o esquema utilizado, a leitura dos
testes evidenciou que as espécies de Mycoplasma
e Acholeplasma se mostraram 100% sensiveis a
clindamicina, cloranfenicol, gentamicina, lincomi-
cina, netilmicina, nitrofurantoina, norfloxacina e
tetraciclina. Quanto a rifampicina os resultados
obtidos demonstraram 100% de sensibilidade para
as espécies de Acholeplasma e 100% de resistén-
cia para as espécies de Mycoplasma; ¢ para eri-
tromicina ocorreu 100% de sensibilidade para
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Acholeplasma e apenas 10% de sensibilidade para
Mycoplasma. Para kanamicina e amicacina os re-
sultados apresentados foram varidveis, sendo de-
monstrado 100% e 87,5% de sensibilidade para
Mpycoplasma e Acholeplasma respectivamente,
em relagdo a kanamicina; e 80% e 100% de sensi-
bilidade para Mycoplasma e Acholeplasma res—
pectivamente, em relagdo a amicacina.

DISCUSSAO

A pesquisa desenvolvida forneceu resultados
preliminares que deverfio ser ampliados, determi-
nando-se os halos de inibi¢do especificos para re-
sisténcia e sensibilidade, para cada droga antimi-
crobiana em relagio a cada espécie de
Mycoplasmatales, através da determinagfio de
MIC e MMC. Também devera ser complementado
por um estudo da difusibilidade dos antibiticos
no meio E sélido, além do tempo de incubagio e
da agio do CO, sobre as drogas utilizadas.

No estudo foram incluidas também drogas
beta-lactamicas, que por atuarem como inibido-
ras da sintese da parede celular dos microrganis-
mos, sdo tidas como nfo eficazes sobre
Mycoplasmatales. Essas drogas sio incorporadas
aos meios de cultivo utilizados para isolamento de
Mycoplasmatales, ¢ o presente trabalho mostrou
que elas aparentemente ndo causam problemas no
crescimento "in vitro” desse grupo de microrga-
nismos.

E necessdrio para enriquecer esse estudo, a
implanta¢io nos laboratérios de pesquisas nacio-
nais, da infra-estrutura prépria para os trabalhos de
isolamento e identificagfio de Mycoplasmatales, ¢
da determinagiio do MIC ¢ MMC para realizagdo
de testes de sensibilidade a antimicrobianos em to-
das as amostras isoladas e classificadas. Deste
modo poder-se-4 num futuro préximo, escolher os
antibidticos que methor se adequarem a terapcuti-
ca a ser utilizada, dependendo da sintomatologia
clinica do animal enfermo. Drogas como norfloxa-
cina ¢ nitrofurantoina, de agfio cletiva no trato
urindrio, ndo parecem proprias para tratamento de
infecgbes sistémicas de bovinos, apesar de terem
se mostrado eficientes "in vitro" contra 0 micror-
ganismos testados. Casos de mastite bovina por
Mycoplasmatales exigirio um procedimento tera-
péutico diferente do que aquele utilizado para o
tratamento de artrites ou pneumonias, também
provocados por esse grupo de microganismos.

Os resultados preliminares obtidos nessa pes-
quisa indicaram que as drogas que exerceram efei-
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tos sobre 0s Mycoplasmatales estudados, perten-
ciam aos seguintes grupos: 1) inibidores da sintese
proteica, representados pelos aminoglicosideos e
aminociclitoes (gentamicina e netilmicina) e pela
tetraciclina (tetraciclina); 2) inibidores da func¢fio
ribossomica representados pelos macrolideos e lin-
cosamideos (clindamincina e lincomicina) e pelo
cloranfenicol (cloranfenicol); e 3) antimicrobianos
sintéticos (nitrofurantoina e norfloxacina).

Estudos complementares para determinagdo
do MIC e MMC sdo imprescindiveis, para que se
possa tragar o perfil de sensibilidade das amostras
de Mycoplasmatales isoladas na rotina dos labo-
ratorios, que investigam infecgbes causadas por
esse grupo de microganismos, em animais e no
Homem.
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ABSTRACT

Preliminary Observations on "In Vitro"
Sensitivity of Mycoplasma and Acholeplasma
Strains of Bovine Origen

Sensitivity tests to antibiotics were carried out
"in vitro" with 10 Mycoplasma strains and 8
Acholeplasma strains, isolated from bovine materi-
al, using commercially available impregnated
discs. Gentamycin, clindamycin, lincomycin, netil-
mycin, chloramphenicol, nitrofurantoin, norfloxa-
cin and tetracycline were the most effective
against both genera of Mycoplasmatales. All
strains of Mycoplasma were resistant to rifampi-
cin, but all strains of Acholeplasma were sensitive.
Conversely, all strains of Acholeplasma were sen-
sitive to erythromicin, but only 10% of Mycoplas-
ma strains were sensifive. These results are not
definitive as the sensitivity/resistance zone was
not determined for each drug. The MIC (minimun
inhibitory concentration) and MMC (minimun my-
coplasmacidal concentration) determinations are
required for each strain, and will depend on the di-
fusibility of each antibiotic in the culture medium
used to perform the test (E mediumy).
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LEVANTAMENTO DA NODULACAO, PERSISTENCIA DE HERBICIDAS E

’

ISOLAMENTO DE BRADYRHIZOBIUM SP DE AREAS COM ROTAGAO
CANA-DE-ACUCAR/AMENDOIM!

Maria do Carmo de Salvo Soares Novo ?
Eli Sidney Lopes 23
Manoel Carlos Azevedo Ortolan 4

RESUMO

Foram feitas observagdes de nodulagio de plantas de amendoim coletadas em
vérias propriedades de uma regido de rotagio cana-de-agiicarfamendoim com uso
tradicional de herbicidas. Foram efetuados bioensaios para andlise de persisténcia dos
herbicidas aplicados na cana-de-agicar e testes de tolerancia de rizébios isolados de
4rea com trifluralina. Observou-se 100% de plantas naturalmente noduladas, com
nodulagiio regular a boa. A populagfo nativa de Bradyrhizobium associada ao
amendoim apresentou tolerincia a altos niveis (pelo menos 640ppm) de trifluralina em
meios de cultura. Os herbicidas empregados na cana-de-agiicar, principalmente
ametrina, apresentaram longa persisténcia e, conseqtientemente, podem apresentar
efeitos fitotdxicos em cultura subseqiiente susceptivel.

Palavras chaves: Bradyrhizobium; herbicidas, rotagio de culturas, cana-de-acicar;

amendoim.

INTRODUGAO

A regifio de Ribeirfio Preto estd se tornando a
maior produtora de "amendoim das 4guas” no Es-
tado devido a convenincia do seu cultivo em
rotagfio com a cana, por ocasifio da renovacio des-
sa lavoura. Com um ciclo de cerca de 115 dias, 0
amendoim aproveita o fertilizante residual da
cana, sofre menor ataque de pragas ¢ doengas
apresentando produtividade média de 1800kg/ha.

Por outro lado a cana se beneficia da fixagio
biolégica do nitrogénio do amendoim. Nesse siste-
ma é comum o uso de herbicidas de longo poder
residual para as canas-planta e soca. A maioria dos

agricultores evita aplicar esses produtos apos
tiltimo corte da cana, visto que poderfio ser fi-
totoxicos ao amendoim; entretanto, problemas de
fitotoxicidade ja foram observados.

Dentre os fatores que podem influenciar o
processo da fixag#io bioldgica do N,, os defensivos
podem ter efeitos prejudiciais ou benéficos depen-
dendo da natureza dos mesmos, do tipo de solo, da
estirpe de rizGbio da planta. Embora parega que 0S
herbicidas nfio venham apresentando sérios pro-
blemas para a fixagio bioldgica do N,, € possivel
que com uso intensivo do produto em lavouras
com rotagio cana/amendoim, eles possam apresen-
tar problemas. Estudos dessa natureza tem sido en-

1. Projeto financiado pela Secretaria da Indistria, Comércio, Cigncia e Tecnologia do Estado de Sdo Paulo. Convénio FUNDE-
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60



Silva, HM. et al

faticamente recomendados (3). Cabe observar que
apesar da inoculagfio de sementes nfio ser uma
pritica comum no plantio do amendoim, no geral
os agricultores também nfo aplicam adubos nitro-
genados. A contribui¢io da fixacfio pela nodu-
lacdo espontanea supre a demanda de N dos niveis
atuais de produtividade. Num levantamento reali-
zado anteriormente nessa leguminosa foi observa-
do que em média, apenas cerca de 10kg N/ha eram
utilizados. A nodula¢o natural tem sido observa-
da em praticamente 100% das plantas amostradas.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de
verificar se em lavouras com rotacdo cana-de-
agiicar/amendoim e onde se aplicava herbicida na
cana, aqueles produtos persistiam até o plantio do
amendoim; objetivou também analisar a nodulago
espontinea do amendoim, isolar Bradyrhizobium
spp. e verificar sua tolerdncia a trifluralina,

MATERIAL E METODO

Foram feitas observagdes de nodulagdo e/ou
da persisténcia de herbicidas em amostras coleta-
das nos municipios de Sertfiozinho e Dumond, SP,
em onze propriedades enumeradas onde haviam
sido utilizados herbicidas conforme indicado: 1.
Sitio Recreio - ametrina + 2,4-D amina-2,30 +
1,50 kg/ha; 2. Sitio Agua Vermelha - ametrina +
2,4-D amina, 2,30 + 1,50 kg/ha; 3. Sitio Santo An-
tonio ametrina 2,00kg/ha; 4. Fazenda Palmeiras-
ametrina + 2,4-D amina - 2,00 + 0,90kg/ha; 5. Fa-
zenda Boa Esperanga ametrina 2,10kg/ha; 6. Fa-
zenda Santa Maria - ametrina 3,34kg/ha; 7. Fazen-
da Nossa Senhora Aparecida - ametrina + 2,4 - D
amina 2,34 + 1,20kg/ha; 8 - Fazenda Palmital diu-
ron + 2,4 - D amina 1,75 + 0,90kg/ha; 9 - Fazenda
Sdo Luiz - hexazinona + 2,4 - D amina 1,75 +
0,90kg/ha. As propriedades de ndmero 10 e 11,
(Sitios Boa Fé e Patf) ndo foram amostrados por
ocasifio da reforma do canavial.

Analise de atividade e do efeito da Trifluralina
no amendoim.

Esse estudo foi feito em amostras de solo dos
locais 1, 2, 9, 10, coletadas antes da aplicagio da
trifluralina (0,93kg/ha) e imediatamente apés a sua
incorporag@o. As amostragens de solo foram com-
postas de 3 sub-amostras retiradas a profundidade
de 0-20cm. Solo adjacente as lavouras, sem apli-
cagio deliberada de herbicida, foi amostrado para
controle.

Para andlise da atividade do herbicida (persis-
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téncia), os métodos bioldgicos de Santelmann
modificado (12) e Parker (9) foram aplicados assim
que as amostras chegaram ao laboratério (1 dia apds
a coleta). Para o primeiro método usou-se a soja
(Glycine max cv. Foscarin) como planta indicadora.

* O plantio foi feito em copos pldsticos com 300g de

solo; apds a germinaciio as plantas foram mantidas
em casa de vegetacdo. A colheita foi feita 24 dias
apds o plantio, cortando-se as plantas a altura do
colo e determinando-se a produgfio de matéria fres-
ca da parte aérea. Para o segundo método, 100g da
amostra de solo foram colocadas em placas de Petri
com 9mm de didimetro interno, distribuindo-se se-
mentes pré-germinadas de sorgo (Sorghum vulgare
L.) em linha na parte superior da placa, e incuban-
do-se a 28°C por 72 horas, quando entfio foram fei-
tas medig¢es do comprimento das raizes.

Levantamento da nodulagio

As coletas de plantas para observagéo da no-
dulacdo foram feitas em duas etapas. A primeira,
nos locaisn%. 1,2, 9 ¢ 10, em 12/12/85 e a segun-
da nos restantes, exceto os locais 3 e 4. Cada coleta
foi feita com quatro repeti¢Ges, sendo amostradas
cinco plantas seguidas, de uma mesma linha, numa
drea com cerca de 2000 m2, representativa da cul-
tura. A nodulagfo foi avaliada "in situ” pelo crité-
rio de notas (baixa: 0a 1, regular 1,1 a2; boa2,1a
3; 6tima: 3 a 4), considerando-se as plantas indi-
vidualmente tanto para o cdlculo de percentagem
de plantas noduladas, como para as notas. Para os
isolamentos foram escolhidos nédulos tirgidos, de
bom aspecto que foram colocados em frascos de
dissecacfio para transporte ao laboratério (8). Para
andlise do efeito da trifluralina no amendoim foi
feito um teste em copos plasticos utilizando-se de
amostras de solo coletadas nas propriedades 1,2, 9
e 10, logo apés a aplicagfio da trifluralina e armaze-
nadas por 50 dias em temperatura ambiente do lab-
oratério. Como controle foram coletados em cada
local de amostras de solo adjacentes a da cultura
do amendoim, (pomares, estradas, jardim da sede),
que nfo haviam recebido aplicagdes deliberadas de
trifluralina. Os solos amostrados foram utilizados
para inocular plantulas de amendoim, para posteri-
or isolamento de Bradyrhizobium dos nédulos for-
mados. O cultivo foi feito em vasos com mistura
solo: areia (1:9) esterilizada com radia¢io gama
(2,5 Mrads), inoculada com uma suspenséo dos so-
los coletados. Nas rafzes dessas plantas, apés a re-
tirada dos nédulos féz-se também uma avaliagio
de coloniza¢fio micorrizica segundo método de
Phillips & Hayman (10).
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Isolamento de Bradyrhizobium sp. tolerante
a trifluralina

Os isolamentos de Bradyrhizobium sp. dos
nédulos das plantas cultivadas nos vasos com solos
foram feitos em meio de manitol-extrato de levedu-
ra (YM) sem herbicida. Os dos nédulos coletados
nas propriedades onde se aplicaram herbicidas, fo-
ram feitos no mesmo meio, sem ¢ com adigfio de tri-
fluralina. Nesses casos, a mesma suspensio dos
n6dulos esmagados foi inoculada em triplicata em
meio com 0, 10, 20, 40, 80 ¢ 160ppm de trifluralina.
Das amostras com crescimento em 160ppm foram
transferidas coldnias para meios com 320 ¢ 640
ppm de trifluralina. Das outras amostras dos meios
com crescimento (abaixo de 160ppm) foram trans-
feridas coldnias para meio com 160, 320 e 640ppm.

Um dos isolados proveniente de meio sem tri-
fluralin (SMS-746) € um com tolerancia compro-
vada a 640ppm do herbicida (SMS-747) foram in-
oculados em meio YM liquido, com 640ppm, com
trés repeticdes. Os frascos foram incubados a
28°C, com agitacio manual periédica. Apés dez
dias foi efetuado contagem das bactérias pelo mé-
todo de dilui¢fio e inoculagdo de gotas (6) em pla-
cas com meio sem herbicidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Persisténcia dos herbicidas

Os dados de persisténcia dos herbicidas apli-
cados na cultura da cana-de-agticar, observados
em 9 propriedades agricolas estdo apresentados na
tabela 1. Pode-se verificar que em 4 das 9 proprie-
dades estudadas (Fazendas Palmital, Sdo Luiz,
Boa Esperancga e Santa Maria), os herbicidas ainda
persistiam ativos cerca de 1 ano e meio apés a
aplicacfio e portanto poderiam causar fitotoxici-
dade em culturas suscetiveis subseqiientes a cana-
de-aciicar. As doses dos herbicidas aplicados esta-
vam nos niveis de recomendaciio para a cana-soca
e ressoca, (4,11), conforme se observa na tabela 1.
Somente na Fazenda Santa Maria, a dose do ame-
trina aplicada foi superior (em 31,3%) & recomen-
dada. Entretanto, a andlise residual de ametrina
mostrou que, em geral, os teores estavam baixos
(tabela 2). Convém notar que no Sitio Santo
Antdnio, onde foi constatado a maior concen-
tragdo de ametrina (0,11ppm), os dados do bioen-
saio de persisténcia mostram que ndo houve efeito
fitotéxico na soja, observando-se inclusive uma
tendéncia de estimulo no desenvolvimento da

62

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1), 1990

planta teste (tabela 1). Por outro lado, nas guatro
propriedades onde se observou persisténcia da
ametrina pelos dados do bioensaio os niveis
residuais desse herbicida estavam baixos. As mis-
turas diuron + 2,4-D amina e hexazinona + diuron,
empregadas nas Fazendas S3o Luiz e Palmital ain-
da causaram efeitos fitotéxicos na planta-teste.
Convém notar que Victéria Filho & Camargo (15)
observaram que essas misturas aplicadas em pré-
emergéncia em cana, nas doses 0,80 + 0,45 (kg/
ha) e 1,60 + 2,60 (kg/ha), respectivamente, apre-
sentavam efeito residual somente até 100 dias
ap6s a aplicagdo diferindo portanto dos dados aqui
obtidos, com persisténcia superior a 1 ano. Nos ca-
sos da aplica¢io de ametrina e de ametrina + 2,4-
D amina (propriedades de 1 a 7), os dados de
residuos foram baixos (Tabela 2), mas os da per-

TABELA 1 - Matéria verde de soja (g/vaso) em solo coletado
apds cana-de-agiicar, com e sem herbicida, aos 24 dias de
plantio. Média de 4 repetigdes.

Nome Solos Variagfio do

da desenvolvi men-

propriedade  Sem herbicida Com herbicida to em relagdo a
. testemunha®®

g %

Sitio 3,38 3,45 +2,1

Recreio

Sitio

Agua 3,14 3,67 +16,9%

Vermelha

Stio

Santo 3,26 397 +21,8

Antdnio

Fazenda 479 323 - 32,6%

Palmital ’

Fazenda 464 4,07 -12,3*%

Séo Luiz

Fazenda 4,15 401 -34

Palmeiras

Fazenda

Boa 432 3,56 -17,6*

Esperanga

Fazenda 464 3,49 - 24,8%

Sta. Maria

Fazenda

N.S. 403 372 N

Aparecida

(1) Nas glebas com asterisco as diferengas foram significativas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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sisténcia foram conflitantes (Tabela 1). A
diferengas aparentemente nfo podem ser explica-
das em base aos resultados da andlise quimica de
solo (ndo incluidos). As condi¢Ges climaticas tam-
bém eram semethantes. Elas podem ser atribuidas
as diferentes condigdes de aplicagfio nas proprie-
dades, incluindo a regulagem de equipamento, ou
mesmo a incerteza quanto a precisdo das infor-
magOes fornecidas pelos proprietérios. O efeito fi-
totéxico da ametrina nfio era esperado, pois Vic-
toria Filho (13) observou que na dose de 2,80 kg/
ha, aquele herbicida nfio mais controlava plantas
daninhas em cana aos 70 dias apés a aplicagio.

TABELA 2 - Teores de ametrina observados em amostras de so-
los coletadas de dreas de cultura de cana-de-agticar feita com uso
de herbicida e preparadas para plantio de amendoim em rotagdo.

Nome da Solos De:;arllr\i/gj;:::moe
m
Nomeds S
ppm ppm
Sitio Recreio 1,15 0,01
Sito Agua Vermelha 1,15 0,03
Sitio Santo Antdnio 1,0 0,11
Fazenda Palmeiras 1,0 0,11
Fazenda Boa Esperanga 1,1 0,01
Fazenda Santa Maria 1,7 0,06
Fazenda N.S. Aparecida 1,7 0,01

(1) Anélise realizada pela Ciba Geigy, Sio Paulo, usando cro-
matografia gasosa,
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Diem & Davis (2) relatam que o 2,4-D em mistura
com ametrina aumenta a toxicidade da ametrina,
devido ao aumento de sua absorg#o e translocago.
Isso explicaria a fitotoxidez observada nas amos-
tras coletadas nas Fazendas Palmeiras e N. S. Apa-
recida, em niveis residuais baixos de ametrina.
Convém observar entretanto que esse efeito ndo
foi observado para as amostras dos Sitios Recreio
e Agna Vermelha onde a ametrina também foi
aplicado em mistura com 2,4-D.

Como esperado, a atividade da trifluralina em-
pregada nas trés lavouras estava alta nas amostras
retiradas logo apés a sua aplica¢do; foram obser-
vadas inibi¢des do sistema radicular ¢ da parte
aérea do sorgo empregado como planta teste. As
raizes, mostraram maior sensibilidade, com ini-
bigbes de 60 a 82% em relagdio ao controle sem
herbibicida. A inibigio da parte aérea foi da ordem
de 34 a 48% (Tabela 3).

Nio foi constatada influéncia da trifturalina no
desenvolvimento da parte aérea ou da raiz de
amendoim cultivado em amostra de solo de quatro
propriedades incubadas com esse herbicida por 50
dias. Nas amostras do Sitio Agua Vermelha ¢ da
Fazenda Sdo Luiz houve uma tendéncia daquele
herbicida em aumentar o nimero de nédulos (Ta-
bela 4) Alaa-elden et al. (1) observaram que a tri-
fluralina, especialmente quando aplicada em dose
elevada (5x a recomendada), estimulou a nodu-
lagdo da soja mas reduziu a produgfo de vagens.

Nas raizes de amendoim, de plantas cultiva-
das nos solos coletado nos Sitios Recreio ¢ Agua
Vermelha, a colonizagio microrrizia foi menor nas
amostras sem a trifluralina. Entretanto, Trappe et
al. (13) observaram que a trifluralina aplicada em
doses variando de 1 a 9kg/ha nas espécies Glycine
max ¢ Liquidamber styracyflua diminuiu a coloni-
zagfio micorrizica. Nemec & Tucker (7) observa-
ram que a colonizagfo das raizes de citros, inocu-

TABELA 3 - Matéria verde da parte aérea (g/vaso) e comprimento do sistema radicular do sorgo (cm), de plantas cultivadas em
solo amostrado repeti¢Ges antes e ap6s a aplicagio de trifluralina, Médias de quatro.

LOCAIS Mat. verde da parte aérea Comp. do sitema radicular
SOLOS SOLOS
Sem . Com Efeito da Sem Com Efeito da
trif. trif, trifluralina (1) trif, trif, trifluralina®
Sttio Agua Vermelha 161 1,07 - 33,5% 63 2,7 - 60,3*
Sttio Recreio 1,19 061 - 48,7% 74 20 -70,3%
Sitio Boa Fé 094 051 - 45,7 67 12 - 82,0%

(1) Niimeros com asteriscos indicam que os efeitos foram significativos.
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TABELA 4 - Matéria seca da parte aérea (g) e de rafzes (g).
mimero de nédulos e colonizagdo micorrizica (%), observados
aos 62 dias em amendoim cultivado em copos plésticos, com
solo coletado antes e depois da aplicagio de trifluralina a cam-
po. Média de quatro repetigdes (3 copos por repetigio).

Matéria seca

Nome Colonizagéo
da Parte Raizes Nédulos  micorrizica
propriedade®  aérea das rafzes
g n? %

Sitio CI 462 3,03 14 28,7
Recreio S 4,17 245 12,2 15,1
Sitio cr 491 2,81 11,1 274
A ST 4,61 2,62 213 239
Vermelha

Fazenda CT 551 381 284 202
SioLuiz ST 542 3,15 52,8 29
Sitio CTr 463 2774 259 152
BoaFé ST 501 2,81 288 153

(1) CT = com trifluralina; ST = sem trifluralina.

lado com MVA, cultivado em vasos com solo que
recebeu trifluralina nas doses 2,2, 4,5 e 9,0kg/ha
ndo diferiu significativamente do controle sem o
herbicida.

Levantamentos da nodulagio e coleta de
nodulos para isolamentos.

Todas as plantas coletadas estavam noduladas
(100% de nodulagfio) e a nodulagfo esteve entre
regular e boa pelo critério adotado.

Das quatro propriedades que apresentaram
sintomas de fitotoxidade (Tabela 1), a Fazenda
Sao Luiz apresentou nodulagfio regular (nota de 0
a 2), mas as outras trés (Fazenda Boa Esperanga,
Palmital e Santa Maria) apresentaram nodulago
boa (nota de 2 a 3 ). Esses menores indices ndo de-
vem entretanto ser associados a efeitos fitotdxicos
dos herbicidas, mesmo porque em algumas pro-
priedades onde efeitos fitotdxicos néo foram ob-
servados, a nodulacio esteve também regular
(Sitios Boa Fé ¢ Patf).

Nas plantas inoculadas com solo coletado de
dreas sem herbicidas, s6 houve formacio de
ndédulos quando o solo-inéculo foi coletado no
Sitios Agua Vermelha, Recreio e Boa Fé, e na Fa-
zenda Palmeiras. As areas de onde essas amostras
foram coletadas nio sdo cultivadas (drea de sede,
estradas, pomares), apresentam poucas legumino-
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sas nativas e, portanto, devem apresentar baixa
populagfo de rizébios nativos.

Isolamento e teste de tolerincia de Brady-
rhizobium sp. a trifluralina. — Foram isoladas
63 estirpes de Bradyrhizobium sp. das diversas la-
vouras, sendo que 32 delas eram toleranies a
640ppm de trifluralina. Os resultados obtidos
neste teste preliminar, sugerem que a populagio de
Bradyrhizobium associada naturalmente com O
amendoim cultivado em 4reas com uso intensivo
de herbicida apresentam, no geral, alto grau de to-
lerancia 4quele herbicida. Nao houve crescimento
de provdveis riz6bios nas tentativas de isolamento.
Nas amostras coletadas na Fazenda Nossa Senhora
Aparecida s6 foi notado crescimento de provédveis
rizébios nas placas com 20 ppm de trifluralina,
quando essa colbnia foi transferida para placas
com concentragGes mais elevadas (160 ppm e aci-
ma) nio houve crescimento. As coldnias isoladas &
20 ppm de trifluralina foram entretanto perdidas ¢
ndo se pode dar continuidade aos testes que seriam
desejaveis.

Os resultados das contagens dos niimeros de
Bradyrhizobium das estirpes SMS-746 ¢ SMS-
747, originalmente isoladas de meio sem triflura-
lina e de meio com 640ppm do herbicida, respec-
tivamente observados apés incubagfio das mesmas
por 10 dias em meio liquido, sem e com dois
niveis de trifluralina estdo apresentados na tabela
5. A diminui¢fio da populagfio de bactérias devida
a trifluralina foi semelhante, para as duas estirpes.
Esse resultado sugere que parece haver na popu-
lagdo nativa de Rhizobium, estirpes naturalmente
tolerantes a elevada concentragOes de trifluralina.

Concluindo podemos afirmar que: a) dentre
os herbicidas comumente aplicados na cana-de-
agficar, a triazina ametrina ¢ as misturas diuron
+2,4-D amina e hexazinona + diuron, foram os
mais persistentes, podendo causar efeitos fi-
totoxicos em culturas suscepitiveis subsequentes;
b) ndo foi observada influéncia da trifluralina no
peso da matéria seca das raizes ¢ das partes aérea e
nem na nodulagio espontinea de plantas de amen-
doim cultivado em solo coletado no campo com ¢
sem trifluralina e armazenado por 50 dias; ¢) a po-
pulacio nativa de Bradyrzobium que nodula o
amendoim na regifio de Ribeirdo Preto apresenta
estirpes com elevado grau de tolerfncia natural a
trifluralina. e d) a nodulacfio espontineca de amen-
doim cultivado em rota¢iio com cana-de-agiicar
em drea com uso intensivo de herbicidas nas duas
culturas apresentou-se de regular a boa, com nodu-
lacdo em 100% das plantas.
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TABELA 5 - Nimero médio unidades formadores de coldnias
(UFC) de Bradyrhizobium da populagio dos isolados observa-
dos em meio liquido com 3 niveis de trifluralina. Média de 3
repetiges.

Estirpe® Trifluralina em UFEC/Bactérias/ML

meio liquido de meio

PPM NX x 102
0 7,38
SMS-746 160 2,79
640 3,53
0 7,13
SMS-747 160 1,68
640 2,71

(1) Ambas isoladas do Sitio Agua Vermelha; SMS-746, isolada
em meio sem trifluralina; SMS-747, isolada em meio com 640
ppm de trifluralina.

SUMMARY

Spontaneous nodulation, isolation of rhizobia
and persistence of herbicides in area of sugar
cane/peanut rotations

Spontaneous nodulation of peanut plants culti-
vated in rotation with sugar cane was studied in sev-
eral farms in which herbicides are tradicionally
used. Bioassays were carried out to test sugar cane
herbicides persistence, and tolerance of rhizobiaiso-
lated from soils where trifluralin had been applied. It
was observed that hundred percent of the plants
were naturally nodulated with regular to good nodu-
lation. Native Bradyrhizobium associated to peanut
presented high tolerance to trifluralin (at least to
640ppm) in culture medium, Herbicides which are
used in sugar cane, mainly ametryne, showed high
persistence and, consequently, can show phytotoxic
effects on subsequente susceptible crops.

Key words: Bradyrhizobium, herbicides, crop ro-
tation, sugar-cane, peanuts.
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SISTEMA DE AMOSTRAGEM PARA ANALISE DE AFLATOXINAS EM GRAOS

Homero Fonsecat

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo oferecer uma metodologia de amostragem
de grdos para andlise de aflatoxinas e outras micotoxinas. O método proposto, que tem
como base o do antigo Tropical Products Institute (TPI) de Londres, sugere um
sistema de amostragem pelo qual se calcula, através de férmulas, o niimero minimo de
sacos ou pontos (quando o produto estiver a granel) do lote, dos quais devem ser
retiradas subamostras. Nas férmulas foram introduzidos expoentes fraciondrios (raiz
quadrada)para diminuir gradualmente o ndmero de sacos/pontos a serem amostrados, &
medida que o lote aumenta de tamanho. Sugere, também, critérios para aceita¢do ou
rejeicio dos lotes conforme os resultados das andlises das aflatoxinas das amostras e
levando em consideragfio o limite miximo tolerdvel de aflatoxinas nos alimentos
destinados ao consumo humano, estabelecido pelo Ministério da Saride.

Palavras chave: Aflatoxinas, amostragem, grios.

INTRODUCAO

A amostragem &, indubitavelmente, o fator
mais importante para a variagfio verificada nas
andlises de aflatoxinas em produtos agricolas em
grdo. Este fato é devido a distribui¢io extrema-
mente desuniforme das aflatoxinas nos produtos
agricolas ndo processados.

A dificuldade de se amostrar grios para
anélise de aflatoxinas, deve-se a que, normal-
mente, uma pequena proporgio dos grios esta con-
taminada num lote (4) e & consideravel variago na
quantidade da toxina entre grios infectados. Esta
variag#o ja foi demonstrada em amendoim (2), em
semente de algoddo (3) e em milho (5).

O problema da amostragem de amendoim
descascado para andlise de aflatoxina tem sido in-
tensamente investigado e discutido também por
Whitaker et alii (6, 7, 8, 9,10 e¢ 11). Num destes
trabalhos Whitaker et alii (8) demonstraram que a

distribuicfio de aflatoxinas dentro de um lote de
amendoim descascado pode ser quantitativamente
representado pela funco binomial negativa, Simu-
lando matematicamente o procedimento de amos-
tragem, ficou demonstrado que o contetido de afla-
toxina de uma amostra é afetado (a) pelo tamanho
da amostra, (b) pela concentragdo média de afla-
toxina no lote e (c) pela porcentagem de grios
contaminados no lote. Estas rela¢des foram ex-
pressas na forma de tabelas de probabilidade (10).

Problemas de ordem prética surgem quando o
lote ¢ muito grande, por exemplo, em navios, vagdes
de ferrovias ou pilhas muito grandes: as amostras sdo
geralmente retiradas das camadas superficiais e isto
pode gerarresultados ndo representativos,

Jewers (1), do antigo Tropical Products Insti-
tute-TPI- (hoje, Natural Resourses Institute-NRI)
da Inglaterra, baseado no plano de amostragem
norte-americano, desenvolveu um plano alternati-
vo para um lote de 20 toneladas (400 sacos de 50

1. Depto. de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz” da Universidade de Sdo

Paulo. Av. P4dua Dias, 11 - 13400 - Piracicaba - SP.
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kg) de amendoim descascado, o qual visou dimi-
nuir a quantidade e o peso de amostras do lote
para diminuir o risco do produtor ter um lote bom
rejeitado, sem aumentar significativamente o risco
do consumidor. Seu plano previa a retirada de pelo
menos 100 subamostras de 105 g do lote, perfa-
zendo um total de 10,5 kg, que era dividido em 3
amostras de igual peso, analisando-as individual-
mente. O plano norte-americano prevé a retirada
de 3 amostras de 22,0 kg cada. Sua aplicagdo na
pratica demonstrou que, comparado ao plano
norte-americano, provocou um ligeiro aumento no
risco do consumidor e um pequeno decréscimo no
risco do produtor. A tabela 1 mostra a comparagio
entre os riscos do consumidor (RC) e os riscos do
produtor (RP) do plano TPI contra o plano USA.

O plano TPI previa um nimero fixo de suba-
mostras € amostras a serem retiradas de um lote,
independentemente do seu tamanho. Recomenda-
va apenas que, quando um lote fosse maior que 50
ton., dever-se-ia dividir o lote em sub-lotes para
amostragem,

A situag#o brasileira é bem diversa e os cerca-
listas e/ou inddstrias de alimentos , recebem e ma-
nipulam lotes dos mais diferentes tamanhos e, por
isso, a retirada de um niimero fixo de amostras nfo
preenche as nossas necessidades, nem & conve-
niente, pois uma cerealista frequentemente prepara
lotes de 20-30 sacos (1-1,5 ton) de amendoim para
pequenas inddstrias,

O sistema de amostragem recomendado e
praticado pelo Ministério da Agricultura? ¢ ainda
em vigor, estabelece uma amostragem linear de
10% dos sacos, retirando "um minimo de 30 g de
cada saco". No caso do amendoim estar a granel,
estabelece que se o lote for superior a 500 ton.,
“far-se-4 retirada de 40 kg ao acaso. Se for supe-

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1), 1990

rior a 500 ton., far-se-4 a retirada de 40 kg de cada

série de 500 ton ou fragfio". As amostras sio ho-
mogeneizadas e divididas em 3 ou mais vias, mas
apenas uma ¢é efetivamente analisada, ficando as
demais como contra-prova.

Este sistema, conquanto possa ser adequado
para a classificagdo de produtos agricolas, no o é
para a andlise de aflatoxinas, e outras micotoxinas,
pelos motivos ji expostos.

Por solitagfo expressa do Ministério da Agri-
cultura, que pretendia melhorar o sistema de amos-
tragem, procuramos desenvolver um sistema, base-
ado no do TPI e em nossa experiéneia de muitos
anos nesse campo que, levando em consideragio as
dificuldades e peculiaridades do nosso pais, pu-
desse determinar o contetido médio de aflatoxinas
de um lote, com um razodvel grau de confianga e
que resultasse em aceitdveis riscos ao produtor e
do consumidor. Este plano também deveria ser
aceitdvel em relagio aos custos decorrentes das
perdas tanto de produto, devida 3 retirada das
amostras, como dos procedimentos analiticos,

O ideal seria termos os RP ¢ RC iguais a zero,
mas isto € praticamente impossivel. O RC poderia
ser reduzido utilizando-se uma amostragem mais
intensa mas isto aumentaria n&o sé o RP mas, tam-
bém, os custos e o tempo necessirio para que uma
decisdo fosse tomada com relacdo ao lote.

METODO

O método que desenvolvemos utiliza
férmulas para amostragem tanto de amendoim em
casca quanto descascado, aplicivel a lotes de
qualquer tamanho, e sugere critérios para acei-
tacdo/ rejeicfio de lotes.

Tabela 1 - Comparagio dos riscos do consumidor e do produtor dos planos de amostragem TPI ¢ USA.

Nivel Méximo Permitido
25 ppb de aflatoxina 30 ppb de aflatoxina
RC RP RC RP
lPlano TPI (3x3,5 Kg) 1,4% 0,7% 0,6% 0,8%
I?ano USA (322,0Kg) 0,6% 0,9% 0,2% 1,3%

Fonte : JEWERS (1)

2. Portaria 329 de 30/12/81
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O sistema de amostragem, baseado no lote
padrio de 20 ton do TPI, nio & linear, pela intro-
dugio de um expoente fraciondrio (raiz quadrada)
cuja finalidade é aumentar o niimero de subamos-
tras (sacos amostrados) em lotes menores que 20
ton e diminuir progressivamente o seu niimero, em
lotes maiores que 20 ton.

Esta metodologia, que podera ser aplicada tam-
bém para outros grdos como milho, feijao, arroz,
soja, etc., ja foi discutida, aprovada e recomendada
pela Associagfo Brasileira das Inddstrias da Alimen-
tagio (ABIA), como uma amostragem minima a ser
posta em pratica pelas inddstrias associadas, € ja esta
sendo utilizada por inddstrias de alimentos e cerea-
listas, emborasomente agora estejasendo publicada.

As férmulas propostas, para o cédlculo do
nidmero de sacos a serem amostrados, diferem li-
geiramente do amendoim em casca para o descas-
cado e, também, se estiver ensacado ou a granel.

2.1. Amendoim ensacado

O niimero de sacos a serem amostrados deve
ser calculado pelas seguintes formulas:

A. Amendoim em casca:

N=4yn| - N>n se 0<n<16

B. Amendoim descascado:

N=3¥n| —->N>nse O<n<9

onde:

N = nimero minimo de sacos a serem amos-
trados

n = ndmero de sacos que compdem o lote

Quando N for igual ou maior que n, todos os
sacos devem ser amostrados. No caso do amen-
doim em casca, se n for menor ou igual a 16, todos
os sacos devem ser amostrados. Para o amendoim
descascado, a amostragem de todos 0s sacos ocor-
rerd se n for menor ou igual a 9.

De cada saco a ser amostrado, devem ser retira-
dos cerca de 200 g de amendoim (subamostras).
Juntar estas subamostras até formar uma amostra in-
dividual de, no minimo, 4,0 kg, referentes a cada 20
sacos amostrados. Cada amostra de 4,0 kg deverd
ser analisada, individualmente, para aflatoxina.
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A quantidade minima de amendoim que deve
ser retirada de um lote é de 4,0 kg.

Exemplos:

a) Lote de 10 sacos:

= 12,6 sacos a serem amostrados

N=4y10 (em casca)
= 9,6 sacos a serem amostrados
N=13Y10 (descascado)

Neste caso todos os sacos devem ser amostra-
dos: 10 x 0,2 kg/fsaco = 2,0 kg. Como nio foi atin-
gido o minimo de 4,0 kg, maior quantidade de
amendoim ( neste caso 0,4 kg) deve ser retirada
de cada saco, em lugares diferentes, para perfazer
0s 4,0 kg necessarios para andlise.

b) Lote de 100 sacos:

= 40 sacos devem ser amostrados
{em casca)

N =4Y100

40 sacos x 0,2 kg/saco = 8,0 kg + 4,0 kg/
amostra = 2 amostras a serem analisadas.

Todas as vezes que a férmula indicar a retira-
da de mais de uma amostra de um lote, este deve
ser dividido idealmente em tantos sublotes quantas
forem as amostras a serem retiradas. De cada sub-
lote ideal deve-se retirar as 20 subamostras, que
reunidas compordo uma amostra. E 0 caso es-
pecifico deste exemplo e de todos os lotes que
tiverem mais de 56 sacos. As amostras ndo devem
ser misturadas entre sf ¢ sim mantidas separadas
para posterior andlise. E de todo necessirio que
cada amostra ja identificada com a parte do lote de
onde ela foi retirada para, caso a andlise revele
que ela estd contaminada, possa-se eliminar ou re-
jeitar somente aquela parte.

N=37100

= 30 sacos devem ser amostrados
(descascado)

30 sacos x 0,2 kg/saco = 6,0 kg + 4,0 kg/
amostra = 1,5 —> 2 amostras a serem analisadas.
OBS.- Todas as vezes que o nimero de amos-
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tras a serem analisadas for fraciondrio, deve-se ar-
redondar para cima, quando a fragio for igual ou
maior que 0,5.

¢) Lote de 3080 sacos (77.000 kg):

N =4Y3080

=222 sacos devem ser amostra-
dos (em casca)

222 sacos x 0,2 kgfsaco = 44,4 kg + 4,0 kg/
amostra = 11,1 = 11 amostras a serem analisadas.

N =3Y3080

= 166 sacos devem ser amostra-
dos (descascado)

166 sacos x 0,2 kg/saco = 33,2 kg + 4,0 kg/
amostra = 8,3 ~ 8 amostras a serem analisadas.

2.2 Amendoim a granel:

Para cada lote utilizar as férmulas:

A. Amendoim em casca:

B. Amendoim descascado:

onde:
N' = niimero de onde devem ser retirados 0,4 kg
de amendoim (subamostras)
n' = ndmero de toneladas do lote

Cada amostra de 0,4 kg formam uma amostra
individual de 4,0 kg que ser4 analisada individual-
mente.

Exemplos:

a) Lote de 50 toneladas em casca:

= 56,7 = 57 pontos a serem amos-
trados

N =8Y50

57 x 0,4 kg = 22,8 kg + 4,0 kg/amostra = 5,7 —>
6 amostras a serem analisadas.

b) Lote de 50 toneladas, descascado:

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1), 1990

= 42,43 = 42 pontos a serem amos-

N'=6V50 | rados

42 x 0,4 kg = 16,8 kg + 4,0 kg/amostra = 4,2 —>
4 amostras a serem analisadas.

3. Embalagem da amostra

Tomar as amostras individuais de aproxima-
damente 4,0 kg (20 subamostras de 0,2 kg, no caso
do amendoim ensacado ou 10 subamostras de 0,4
kg de amendoim a granel) e embal4-las separada-
mente indentificando-as de acordo com o local do
lote em que foi retirada.

4. Anilise

Analisar de acordo com a técnica usual do
laboratério.

5. Critérios para aceitagio/rejeicio do lote

Critérios de aceitagaio/rejeicfo de lotes, no Bra-
sil, ainda ndo foram estabelecidos pelos Ministérios
da Agricultura e/ou da Satide. A tinica referéncia
que existe € o limite mdximo de tolerancia de afla-
toxinas em alimentos destinados ao consumo huma-
no que é de 30 ppb (somadas as aflatoxinas Bl e G1,
estabelecido pelo Ministério da Saidde em 1974.

Os critérios que sugerimos, ainda baseados
nos critérios do método TPI sdo:

a) se menos da metade das amostras acusarem
mais de 30 ppb, aceitar o lote;

b) se mais da metade das amostras acusarem
mais de 30 ppb, fazer uma nova amostragem ou
rcjeitar o lote;

¢) se todas as amostras acusarem mais de 30
ppb, rejeitar o lote;

d) no caso de nova amostragem: se mais da
metade das amostras acusarem mais de 30 ppb, re-
jeitar o lote.

SUMMARY

Sampling plan for analysis of aflatoxins in
grains.

The aim of this paper was to present a sam-
pling plan for analysis of aflatoxins in grains. This
plan, based on that of the former Tropical Products
Institute (TPI) of London, establishes, by means of
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four formulas, the minimum number of bags or
points (when in bulk) from wich sub-samples must
be drawn. Fractional exponents (square roots)
were introduced in the formulas to gradually de-
crease the number of bags/points to be sampled as
the lot size increases. The plan also proposes crite-
ria for accepting/ rejecting the lots based on the re-
sults of the analysis of aflatoxins of the samples,
taking into consideration the maximum permitted
limit of aflatoxins in foods for human consump-
tion, set up by the Brazilian Health Ministry.
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A DIAZONIUM BLUE B TEST FOR YEASTS GROWN THREE DAYS ON
YEAST CARBON BASE-UREA AGAR.

Allen N. Hagler and
Leda C. Mendonca-Hagler

SUMMARY

Yeast cultures representing 57 ascomycetous and 32 basidiomycetous species
were grown for 3 days at 25 to 28°C on Yeast Carbon Base supplemented with 2%
filter sterilized urea, 20mg% of acid fuchsin, and 2% agar. After growth cultures were
incubated 16hr at 55°C and when cooled, DBB reagent droped on the cultures. Violet
to red color was observed within 1 min for all basidiomycetes and their anamorphs,
but none of the ascomycetes tested or their anamorphs.

Key words: yeast, Basidiomycete, taxonomy, DBB test.

INTRODUCTION

Most of the tests used in conventional taxono-
my of the yeasts are based on carbohydrate meta-
bolism and represent only a small part of the ge-
nome. With application of the methods of
molecular biology, especially DNA base composi-
tion and sequence comparison, the limitations of
the conventional tests in current use has become
increasingly apparent (3). A few tests have been
found to have special importance for classification.
Examples are the diazonium blue B (DBB) and
urease tests that can be used to differentiate be-
tween basidiomycetous and ascomycetous yeasts
(1,2). g

The alkaline-ethanol-DBB method allows
standardized and easily interpreted results with
three day Yeast Nitrogen Base-Glucose cultures.
However the test is somewhat laborous involving
centrifugation and heating to 100°C, making it in-
convienent especially for laboratories that charac-
terize yeasts on solid medium by the replicaplate
method. Yeasts grown on solid media such as skim
milk agar, YM agar, and Sabouraud agar supli-

mented with yeast extract require about 3 weeks
incubation before application of DBB reagent and
even then some results are dubious. Our objective
was to develop a DBB test yielding conclusive re-
sults with 3 day growth on solid medium and with
a minimum of manipulation of the cultures.

METHODS

Type and authentic cultures were obtained
from culture collections at Georgia State Universi-
ty, Atlanta, Georgia; Northern Regional Research
Laboratory, Peoria, Illinois; University of Califor-
nia, Davis, California; and Instituto de Microbiolo-
gia, Universidade Federal do Rio de J aneiro, Bra-
zil (Tables 1 & 2). Cultures were maintained on
2% Glucose, 0,5% yeast extract, 0,5% malt ex-
tract, 0,2% dihydrogen sodium phosphate, and 2%
agar (GYMP agar) grown for 3 days at 25 to 28°C
for mesophiles or 16°C for psychrophiles and
stored at 8°C under sterile mineral oil. Cultures for
the DBB test were grown for 3 days at 25-28°C
(16°C for psychrophiles) on Yeast Carbon Base

Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, CCS, Bloco I, Tlha do Fundao, Rio de Janeiro, RJ, 21941,

Brasil.
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medium supplemented with 0.02% acid fuchsine,
2% agar, and 2% filter sterilized urea added after
autoclaving of the other ingredients (YCB-urea-
agar). This medium has a pH of about 5.5 and is
pink in color but turns colorless when the pH in-
creases from release of ammonia resulting from
action of urease. After growth cultures were incu-
bated at 55 % 5°C over night (16 hr). Cultures were
cooled to room temperature and DBB reagent was
added in drops to growth on plates or 0.5ml to
2.5ml cultures in 13mm tubes. DBB reagent was
prepared by adding 10mg of DBB (o-dianisidine,
tetraotized; Sigma, technical grade) to each 10 ml
ofcold 0.1 N pH 7.0 wis buffer and main-
tained on ice. Development of a red to violet color
of the yeast growth within 1 min after addition of
DBB reagent was considered a positive reaction
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and unchanged to yellow, orange or brown color
was considered negative. If the surface of the yeast
growth was too hydropohobic to allow good con-
tact with the DBB reagent an innoculating needle
was used to stir the reagent into the growth.

RESULTS AND DISCUSSION

All of the basidiomycetes and basidiomycetous
anamorphs tested, representing 32 species in 12
genera, were positive for this DBB test (Table 1),
but all ascomycetes, and ascomycetous anamorphs
representing 59 species in 23 genera, and the yeast
like alga Chlorella, believed to be the origin of the
oportunistic pathogen Prototheca, were negative
for this DBB test (table 2). Positive control cultures

TABLE 1 - Yeast strains with positive DBB test results for 3 day YCB-urea agar cultures.

genus species Strain n® Source
Candida amylolenta 6272 CBS
Candida philya 6272 CBS
Cryptococcus albidus 68-150 ucDh
Cryptococcus diffluens 32-71, 68-178 GSU, UCD
Cryptococcus flavus 68-184 uch
Cryptococcus laurentii 87-2, 68-201 GSU, UCD
Cryptococcus luteolus 68-261 uch
Cryptococcus neoformans 272A; 76B GSU
C. neoformans 836C; 295AD GSU
Cryptococcus terreus 57-11 uch
Filobasidiella negformans F-3502A GSU
Filobasidium capsuligenum CDC 325 GSU
Fissuricella filamenta 7140 Uch
Leucosporidium gelidum AH 177 GSU
Leucosporidium nivalis AH 176 GSU
Rhodosporidium sphaerocarpum 5941 CBS
Rhodotorula glutinis 68255 ucb
Rhodotorula marina 48-23p UCD
Rhodotorula rubra 1 UCD
Sporidibolus Johnsonii 5470 CBS
Sporobolomyces albo-rubescens 482 CBS
Sporobolomyces antarcticus Y8295 NRRL
Sporobolomyces pararoseus 484 CBS
Sporobolomyces salmonicolor 5937; 68-371 CBS, UCD
Sporobolomyces singularis 5109 CBS
Sterigmatomyces aphidis Y7954 NRRL
Sterigmatomyces elviae Y7504 NRRL
Sterigmatomyces halophilus Y4619 NRRL
Sterigmatomyces indicus Y6837 NRRL
Sterigmatomyces nectaririi Y8296 NRRL
Sterigmatomyces penicillatus Y8294 NRRL
Sterigmatomyces sp. Y7956 NRRL
Tremella foliaceae 6969 CBS
Trichosporon cutaneum 71 UFRT

Abbreviations: CBS=CentraalBureau voor Schimmelcultures, Delft Holland; GSU=Georgia State University,
Atlanta Georgia; NRRL=Northern Regional Research Laboratory, United States Department of Agriculture,
Peoria I11. USA; UCD=University of California, Davis, Calif., USA; UFRJ=Iustituto de Microbiologia, Uni-
versidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
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TABLE 2 - Yeast strains with positive DBB test results for 3 day YCB-urea agar cultures.

Genus Species Strain N® Source
Aureobasidium pullulans PL; GSU
A. pullulans F214; P763 UFRJ
Candida albicans CDC 595 GSU
Candida glabrata 39 UEFRJ
Candida guilliermondii C-138 UcCb
Candida krusei 66; 57-19 UFRJ, UCD
Candida lipolytica 257 UFRJY
C. lipolytica 1A;37-1; SOLR GSU
Candida maltosa R42 GSU
Candida parapsilosis 22019 GSU
Candida steatolytica 512 UFRY
Candida tropicalis CDC 231 GSU
Candida utilis 74-64 UCD
Candida zylanoides 619 CBS
Chlorella sp. 79-0781 GSU
Cryptococcus melibiosum 52-87 UCDh
Debaryomyces hansenii 75-17 Uuch
Debaryomyces yarrowii 72-58 UCDh
Diplodascus aggregatus 67-255 ucD
Diplodascus uninucleatus C-57 UcD
Geotrichum sp. 260 UFRJ
Hanseniaspora occidentalis 2592 CBS
Hanseniaspora osmophila 24231 GSU
Hanseniaspora uvarum 216 UFRJY
Hansenula anomala 510 UEFRJ
Hansenula saturnus UM305 GSU
Issatchenkia terricola 6622 ucp .
Kloeckera apiculata 5545 ucb
Kloeckera africana 7606 GSU
Kluyveromyces marxianus 71-58; CA 333 UCD, GSU
Lipomyces starkeyi 78-23 uch
Metschnikowia bicuspidata 67-10; 67-100 uch
M. bicuspidata 68-46; 68-47 ucDh
M. bicuspidata 78-44; 763 UCD, UFRY
Metschnikowia krisii 6131 ucD
Metschnikowia lunata 7762 uch
Metschnikowia pulcherrima C-214 uch
Metschnikowia reukaufii 62-311 uch
Metschnikowia zobellii 61-33 UcD
Nadsonia elongata 6143 UCh
Nadsonia fulvescens UM 815 GSU
Nematospora coryli 66-36 uch
Pichia cactophila T6-243A Ucb
Pichia Kuyveri 61-503 uch
Pichia membranaefaciens DF 5586 GSU
Pichia ohmeri 75-53 UcD
Pichia spartinae P14 GSU
Prototheca zopfii 66-6 ucD
Saccharomyces cerevisiae 200 UFRJ
Saccharomyces diastaticus 57-5 UcD
Saccharomycodes ludwiggi 72-178 ucb
Saccharomycopsis fibuligera 73-34; 45-149-72 UCD, GSU
Schizosaccharomyces octosporus UM 300 GSU
Schizosaccharomyces pombe C-277 ucbh
Sporopachydermia cereanus 72-313 ucD
Sporopachydermia quercuum 83-1 ucD
Taphrinia deformans C-11 uchD
Taphrinia potentillar T-442 GSU
Trichosporon eriense 5974 CBS
Trichosporon fennicum 5928 CBS
Trichosporon terrestre 6697 CBS
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of Cryptococus laurentii and Rhodotorula rubra
and negative controls of known ascomycetes were
used when running this test. Care was taken to
record only red to violet color as positive and to ad-
void use of deteriorated DBB that yielded brown
colored reagent and atypical results with controls.
‘We have used this method to characterize more than
2000 cultures from tropical substrates including
plants, fruits, animals, milk, and both marine and
fresh waters without any atypical results. Since all
of the basidiomycetous yeasts are urease positive,
the alkaline condition needed for rapid DBB results
was created by release of ammonia in the culture
medium during incubation for growth. Heating
overnight at 55°C on the alkaline medium was suffi-
cient for good results. Urease production could be
detected by color change of the medium. When us-
ing the replica plate method with multiple inocula-
tion on plates, urease results were not reliable be-
cause of interference by the strong reaction of
positive cultures. When used in 13mm diameter
tubes complete discoloration of the medium within
3 days was typical of the basidiomycetes and ap-
peared to be the equivalent of a positive result on
Christensen's urea agar. This was recorded as a 3+
result, and weaker positive reactions noted for many
ascomycetous cultures were recorded as 2+ and 1+,
Further study may permit use of urease data from
this medium in standard characterization of yeast
cultures, but this test appears to be more sensitive
than the standard test on Christensen's urea medium.
The rapid DBB test on YCB-urea agar was found to
give reliable results for a large number of diverse
cultures and was convenient for routine use.
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RESUMO

Teste do azul de diazonium B para leveduras
cultivadas por trés dias em meio contendo
uréia.

Culturas de leveduras representando 57 espé-
cies incluidas entre os ascomicetos ¢ 32 espécies
entre os basidiomicetos cresceram durante 3 dias
a 25-28°C no meio "Yeast Carbon Base" adiciona-
do de uréia a 2%, esterilizada através de filtragfo.
Ap6s crescimento as culturas foram incubadas por
16 hr a 55°C resfriadas e tratadas com reagente de
DBB (azul de diazonium B). Coloragdo violeta a
vermelha foi observada dentro de 1 minuto para
todas as culturas de basidiomicetos e seus anamor-
fos. Nas culturas de ascomicetos e seus correlatos
ndo houve desenvolvimento de coloracfo.

Palavras chave: leveduras,
taxonomia, DBB teste.

Basidiomycete,
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LOW COST ILLUMINATION SYSTEM FOR LISTERIA SPP RESEARCH

Sonia Maria Moura!

Maria Teresa Destro!
Bernadette D.G.M. Franco!

& Rogério Marcos Brancaccio?

SHORT COMMUNICATION

ABSTRACT

We describe a low cost illumination system to be used on the examination of the
blue-grayish color of Listeria spp colonies on solid media.

Key words: Listeria examination

One of the most important parameters on the
Listeria identification is the colonies' typical
blue-grayish color when examined under 45°
transillumination. Usually this is achieved by a
strong converging light beam (A0653-Reichert

653) inciding on a concave or plane mirror at
45°, reflecting in a plate and being observed
through a stereoscope (Fig. la). A low power in-
verted microscope (25x) can also be used to ob-
tain the same color (Fig. 1b). (McClain, D. &
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gement and (b) inverted microscope arrangement to observe Listeria colonies with 45°
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Lee, W. H. Development of USDA-FSIS method
for isolation of Listeria monocytogenes from raw
meat and poultry. J. Assoc. Off. Anal. Chem., 71
(3): 660-664, 1988).

Since in Brazil there are difficulties to obtain
reliable equipments, in this paper we report the de-
velopment of a low cost and effective alternative
apparatus. ,

The illuminator design can be seen in the Fig.
2. The used light source was a halogen lamp H-3,
12v, 55w POLAMP (R) (a) with similar day light
color temperature. To be closer to day light a chro-
matic coordinates x = 0,3 and y = 0,3 dieletric di-
croic ATLAS (R) reflector was used (b). The set
was put together in a covered wood box. The wood
cover is important to protect the observer eyes (¢).
A AC 110-220v, 60HZ, DC 13,8v, 10A NODAJI
(R) stabilizer was connected to the device.

In the Figure 3 one can see the lamp and re-
flector focal distances.

Various Listeria spp strains isolated from
food as well as a FDA strain(L. monocytogenes
Scott A) were used on testing the apparatus, giv-
ing the microorganism characteristic color.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1), 1991

FIGURE 2 - Design of the illuminator. The symbols are
described in the text.

35 mm

700 mm

FIGURE 3 - Lamp and relector focal distances. A - lamp; B - reflector.
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RESUMO

Proposi¢iio de um novo iluminador para
pesquisa de Listeria

Descreve-se um iluminador barato e de facil
construgdo a ser usado na pesquisa da cor azul-
acinzentada das col6nias de Listeria.spp.
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INFORMACOES TECNICO-CIENTIFICAS

ECOLOGIA - CRIACAO DE MOLUSCOS E
PEIXES EM AGUAS SERVIDAS

Uma cidadezinha do sul da Franga transfor-
ma suas 4guas servidas em ecossistema ideal para
moluscos e peixes.

A conquilicultura é, ao lado do turismo, a
principal atividade econdmica da comuna de Meze
(situada perto de Montpellier, departamento de
Hérault, sul da Franca),  desenvolvida principal-
mente no lago de Thau. Como os moluscos, ¢ es-
pecialmente as ostras, sfio organismos filtradores
muito sensiveis aos germes patogénicos, a ativi-
dade da bacia exige condigBes sanitdrias estritas ¢
regulamentadas. Para garantir a qualidade das
4guas do seu parque de ostras, nos planos ecolégico
(desfosfataco, desnitrificacio) ¢ sanitdrio (elimi-
nagfo de bactérias ¢ germes patogénicos), a prefei-
tura de Méze estd utilizando a técnica das lagoas de
estabilizagfio, com a assessoria do laboratério de
hidrobiologia marinha e continental da Faculdade
de Farmécia de Montpellier.

As lagoas ou bacias de estabilizagio consti-
tuem a melhor técnica para tratamento de aguas
servidas urbanas; a Ginica que langa no rio, lago ou
mar, efluentes com caracteristicas quimicas ¢ bac-
teriol6gicas semelhantes &s da dgua limpa, prépria
para banho.

Como funciona

Um pré-tratamento leve elimina detritos
maiores, matérias minerais e gorduras. Em segui-
da, as dguas servidas circulam num conjunto de
trés bacias, com superficie total de 8 hectares. A
primeira bacia (4 ha) recebe as dguas servidas da
comuna de Méze. Os fluxos de entrada variam en-
tre 2.000 e 3.000 m?3/dia. Sdo dguas saturadas de
poluentes diversos, principalmente de origem fe-
cal. Ao entrar em contato com as bactérias, as ma-
térias orghnicas em suspensiio vdo produzir sais
minerais. Esta dgua da primeira bacia, com alta
porcentagem de sais minerais, é langada na segun-
da bacia (2 ha), onde um longo periodo de re-
tencio otimiza o fendmeno de fotossintese (au-
mento do pH e precipitagdo). Os filoplanctons
nutrem-se¢ entdio de sais minerais (ferro, cobre,
magnésio) para liberar oxigénio. A biomassa pro-
veniente da segunda bacia alimenta o zooplanctom
contido na terceira bacia (2 ha), encerrando assim
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o ciclo natural do ecossitema. Apds cerca de 80
dias de retengfio, as 4guas sao langadas no lago de
Thau, onde ji se comegou também a criar peixes
ornamentais e tropicais, como til4pias e outros

M. BONTOUX, Directeur de Recherche,
Laboratoire d'hydro-biologie marine et conti-
nentale,

Faculté de Pharmacic de Montpellier -

15, av. Charles Flahaut -

34 060 - Montpellier Cedex -

tel: (00.33) 67 69 01 09;

M. BONDON, Directeur du Centre de Traite-
ment de Meze,

tel: (00.33) 67 43 87 67

MEDICINA - HEMOFILIA DE LEYDEN:
UMA DOENCA GENETICA QUE
DESAPARECE NATURALMENTE.

Um exemplo original de como a prépria natu-
reza pode reparar uma falha genética.

A hemofilia de Leyden é uma forma de hemo-
filia B que apresenta uma caracteristica muito es-
pecial: € transitéria. Os garotos atingidos por ela
passam toda a infancia sem produzir um fator de
coagulacfio conhecido como fator IX. Depois, por
volta dos 13-14 anos, a fase da puberdade, sua
taxa de fator IX aumenta progressivamente até se
estabilizar em uma quantidade préxima da normal.
A hemofilia desaparece.

O pesquisador francés Jean-Philippe Salier,
da Faculdade de Medicina e Farmdcia de Rouen,
vinculada ao INSERM (Instituto Francgs de Sadde
e Pesquisa Médica), descobriu 0 mecanismo mo-
lecutar que leva o gene do fator IX - isto &, o fator
IX Leyden g recuperar uma atividade quase normal.
A descoberta aconteceu durante um estdgio de Sa-
lier na Universidade de Michigan, em colaborag#io
com Shinsaku Hirosawa ¢ Kotuku Kurachi.

O processo ndo ocorre ao nivel produzido (ex-
presso) pelo proprio gene, e sim ao nivel da sequén-
cia reguladora que controla a atividade do gene.
Pouco tempo antes os pesquisadores haviam conse-
guido clonar e descrever as seqiiéncias promotoras
ereguladoras, que respectivamente desencadeiam e
modulam a transcri¢fo do gene do fator IX.

Dispondo dos instrumentos moleculares e ten-
do acesso a uma familia atingida pela hemofilia B
de Leyden, eles estudaram as seqiiéncias que aca-



bavam de identificar, procurando descobrir se a
doenga ndo seria causada por uma mutagdo. Os
pesquisadores evidenciaram nessa familia uma
regifo mutada de 40 pares de bases. Por mutagé-
nese dirigida, conseguiram demonstrar que tal
regifio pertence a uma zona de regulagfio situada
abaixo do promotor do gene, e que ela reduz a
forga desse promotor - e portanto a produgfio do fa-
tor IX. Elucidada uma das caracteristicas da
doenga, era preciso saber por que o gene passa a
funcionar de forma praticamente normal durante a
puberdade. Os hormonios esteréides pareciam ser
a resposta mais 16gica. A equipe realizou testes de
laboratério com os corticoesterdides, porém sem
resultado. Entdo fizeram experiéncias com a testos-
terona (hormodnio masculino) e observaram que o
gene mutado voltava 2 atividade. O circuito estd
completo: a hemofilia B de Leyden desaparece sob
a influéncia da testosterona. Ainda é preciso deter-
minar o mecanismo da influéncia do horménio so-
bre aregulagio de um gene coagulagiio.

Jean Philippe SALIER, INSERM U.

78 - 543, Chemin de la Breteque BP 73 -
76233 Bois Guillaume Cedex -

tel .: 00.33.16 / 35 60 02 60

DIAGNOSIS BASED UPON THE
DETECTION OF THE DNA
OF THE HUMAN PAPILLOMAVIRUS

The cells of the uterine cervix are the site of
infections and transformations, for example, when
the papillomaviruses are present. In order to char-
acterize these infections and monitor their prolife-
ration, CIS BIO INTERNATIONAL is developing
a new diagnostic test based upon the recognition
of fragments of the DNA of the virus that may be
contained in the cells taken by the gynaecologist
during a smear test.

A number of reagent are currently being vali-
dated in clinical laboratories that should allow de-
tection of certain types of papillomavirus (HPV)
which are believed to be associated more particu-
larly with the malignant transformation of cells.

CIS BIO INTERNATIONAL is developing
an original methodology based upon a number of
French an European cooperative projects.

The DNA probes constitute one of the most
promising approaches to in vitro diagnosis in the
years to come. This method recently come to
prominence in the case of the detection of cystic
fibrosis (see FTS n® 34-35, Summer 1990)

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(1), 1991

ADHESION FACTORS FOR
CELLULAR CULTURES

Conventional cell cultures are grown on a
plastics substrate. During growth, the attachment
factors are usually provided by animal serum of
various compositions. The cells have to adapt to
their new environment, a situation which, for the
differentiated cells, results in a rapid loss of their
specific functions.

It was recently demonstrated that in vitro the
attachment, morphology and functioning of the
differentiated cells all depend on their substrate,
and notably on the main constituents of the basal
layers. These cells in fact possess specific
membrane receptors for each of the matrix pro-
teins.

In this connection, BIOPREDIC has devel-
oped a wide range of basal layer constituents,
specially prepared to give a degree of purity of
95% or more. Most of the adhesion factors pro-
posed hitherto are less pure, giving biological re-
sponses of low specificity. The constituent pro-
teins of the basal Iayers include: laminine,
entactine, collagen IV and heparane sulfate prote-
oglycane (HSPG). The proteins are all isolated
from a mouse sarcoma: the Engelreth-Holm-
Swarm (EHS) tumour.

The BIOPREDIC adhesion factors are puri-
fied using a procedure developed by researchers
at the INSERM (Rennes) unit 49. The purity of
each macromolecule is determined by electro-
phoresis on polyacrylamide gel (SDS-PAGE).
The absence of cross-contamination between the
different adhesion factors is monitored by West-
ern-Blot. Biological activity is assessed by adhe-
sion and the morphology of rat hepatocytes.

Fonte: French Technology Survey, n° 36,
outubro - novembro, 1990.

CONGRESSOS E REUNIOES CIENTIFICAS

17 Reunidio Anual de Genética de Microrganis-
mos, 4 - 8 de mar¢o de 1991, Brasilia. DF.

Congresso Brasileiro de Microbiologia —, 22
a 26 de setembro de 1991, Sdo Paulo.

IV Simpésio Brasileiro de Microbiologia de
Alimentos, 2 a 5 de abril de 1991, Goiénia, Goids.

Fenabio Biolatina - II Feira ¢ Congresso Na-

- cional de Biotecnologia e I Feira e Congresso Lati-

noamericano de Biotecnologia, 6 a 10 de julho de
1991, Sao Paulo, SP.
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BOOK REVIEW

Fc Receptors and the Action of Antibodies.
Editado por Henry Metzger. American Society
for Microbiology, Washington, D.C., 1990,
368p.

A interagfio entre antigenos ¢ anticorpos, atra-
vés dos sitios combinatdrios destes dltimos, € insu-
ficiente na estimulagfio de mecanismos efetores.
Para exercer varias fungdes bioldgicas os anticor-
pos devem interagir através de sua regido Fc com
outras protefnas designadas genericamente "recep-
tores de Fc" (FcR). Este livro aborda em profundi-
dade como os anticorpos podem, através de sua
combinacdo com os FcR, regular sua prépria
biossintese, transporte através de membranas celu-
lares ¢ seu metabolismo e como podem iniciar a
ativagio do sistema complemento, estimular fa-
gocitose, desencadear a liberagfio de mediadores
celulares e promover, por mecanismos mediados
por células, a morte de outras células e microorga-
nismos.

O editor, em colaboragio com 19 autores pro-
venientes de consagrados institutos de pesquisa e
universidades da América do Norte ¢ Europa es-
creveu esta obra que € dividida em 7 partes.

A primeira parte focaliza a estrutura e fungfo
dos anticorpos numa perspectiva que facilita a
compreensdo das partes que a seguem € com-
preende trés capitulos : no primeiro, € dada uma
visfio geral sobre como a estrutura dos anticorpos
acha-se relacionada as suas principais fungdes; nos
dois capitulos subsequentes encontra-se¢ uma re-
visdo atualizada sobre as andlises realizadas por
meio de difra¢do de raios X, por estudos de anti-
corpos em solugbes e por microscopia eletrdnica
que elucidaram os conhecimentos atuais sobre a
estrutura dos anticorpos.

A segunda parte, constituida por s
capitulos, enfoca o transporte ¢ 0 metabolismo dos
anticorpos quando estes ndo se acham complexa-
dos a antigenos e o papel dos FcR nestas fungdes.
O primeiro capitulo trata da transmissfio de anti-
corpos monoméricos, tanto através do epitélio in-
testinal de roedores, como através da placenta hu-
mana. O capitulo seguinte € dedicado ao receptor
de imuneglobulinas poliméricas e seu papel no
transporte das imuneglobulinas A e M (IgA ¢
IgM) para as secregOes externas, através do epité-
lio glandular. O ultimo ¢ mais extenso capitulo
desta parte aborda vérios aspectos do metabolismo
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das imuneglobulinas, incluindo desde métodos
para sua mensuragfo ¢ caracteristicas metabolicas
de cada classe de imuneglobulina até as impli-
cagoes que devem ser consideradas quando da
aplicagiio das imuneglobulinas no diagndstico e
tratamento de vérias doengas.

O papel dos complexos imunes na ativagio
das vias cldssica ¢ alternativa do sistema comple-
mento é explorado na terceira parte da obra. Os
autores, apos breve revisdo sobre as vias de ati-
vagdo, discorrem sobre os componentes do siste-
ma complemento, com énfase na proteina Clq (ca-
paz de se ligar as regides Fc de imuneglobulinas);
discorrem ainda sobre as atividades biol6gicas que
emergem da "cascata" do complemento.

A familia de receptores de Fe de IgG (Fc R)
existentes em membranas plasmdticas de
leucéeitos € que ao interagirem com complexos
imunes desencadeiam vdrios tipos de respostas
bioldgicas é o tema da quarta parte do livro.
Acham-se descritos os recentes avangos no con-
hecimento tanto da estrutura dos Fc R, a nivel de
biologia molecular, como das relagdes entre estru-
tura e fungfo destes receptores. Destacam-se ainda
topicos atualizados sobre a evolugfio dos genes
que codificam os Fc R, os sitios da molécula de
IgG que interagem com estes receptores € 0 papel
dos Fc R nos mecanismos de endocitose.

A quinta parte é dividida em dois capitulos
contendo uma atualizacfio sobre as secre¢des
mediadas pela interagfio de IgE e FcR de IgE. A
estrutura e fungfio do receptor de alta afinidade
pela IgE, existente nas membranas de mastdcitos €
de baséfilos é explorado no primeiro capitulo. As
reagoes entre IgE e os receptores de baixa afini-
dade para esta imuneglobulina existentes nas
membranas de fagécitos mononucleares, eo-
sindfilos e plaquetas, assim como suas fungdes es-
timuladoras da liberagio de mediadores
biolégicos, sfo tratadas no segundo capitulo.

A sexta parte da obra é dedicada aos mecanis-
mos, anticorpos ¢ FcR envolvidos na citotoxici-
dade celular mediada por anticorpos (ADCC).

A tltima parte, constituida por dois capitulos,
explora o papel dos anticorpos € de complexos
imunes na regulagio da produgdo de anticorpos.
Os FcR existentes em membranas de linfécitos (T
e B), assim como os fatores soliveis, liberados por
linfécitos ativados, ("immunoblobulin binding fac-
tors") que, ao interagirem com imuneglobulinas na



superficie de linfécitos B, atuam na regulagiio da
produgdo de anticorpos acham-se descritos

Todos os capitulos incluem farta bibliografia
¢ um resumo ou item de conclusdes, muitas vezes
acompanhado de comentdrios sobre as tendéncias-
futuras de pesquisa na 4rea abordada. Esta publi-
caclo representa o "estado da arte” no assunto e
sua leitura serd, sem divida, estimuladora para os
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