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HEMAGGLUTINATION ACTIVITY OF BACTEROIDES
FRAGILIS AS A VIRULENCE MARKER

Regina M.C. Pilotto Domingues!
Silvia M. Baéta Cavalcantil
Maria Evangelina F. Fonseca?
Maria Candida S. Ferreiral

SUMMARY

Hemagglutination activity (HA) of Bacteroides fragilis strains was studied.
Several behavior patterns were found with erythrocytes from different species (human,
guinea pig, sheep) and 4 distinct groups were formed. The loss of the HA followed by
previous heat treatment of some strains, selected from the groups, showed that B.
fragilis adhesins have, probably, a proteic nature. On the other hand, treatments with a
few proteases, and also with neuraminidase, did not interfere in HA. Studies at light
and electron microscope, with the same strains, suggested the adhesins as being
associated with outer membrane proteins or with the presence of a structure defined as
microcapsule. It seems rather unprobable the role of structures such as capsule and
fimbriae in this activity, since both hemagglutinating and non-hemagglutinating
strains presented capsule, and, fimbriae were not found in all of the hemagglutinating
strains., The greater frequency of hemagglutinating strains isolated from clinical
specimens (84,2%) than from normal flora (15,8%), and, the observed difference in
the capacity of inducing subcutancous abscess in mice by hemagglutinating and
non-hemagglutinating strains suggested the HA of B. fragilis as a marker of its

virulence potential.

Key Words: hemagglutination, Bacteroides fragilis, virulence marker.

INTRODUCTION

Bacteroides fragilis has been subject of in-
tense research in the last years since it is one of
the most important anaerobic pathogen in intra-
abdominal infection, in spite of representing a mi-
nor component of the fecal flora (3). This situation
evokes the existence of particular virulerice factors
or properties that could be associated with the pa-

1. Departamento de Microbiologia Médica
2. Departamento de Virologia

thogenicity. Recent studies have suggested that its
virulence could be due to adhesive properties to
mucosal surfaces (7, 9 10). There is a general con-
sensus that adherence contributes to the virulence
of many bacterial species and it is supported by
extensive data in the literature (1, 2). Microbial
surface structures, such as capsule and fimbriae
have already been proposed as the possible adhe-
sins of B. fragilis (7, 8,9, 10, 11, 13), but there is
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a great controversy about it. As hemagglutination
techniques have often been suggested as an useful
procedure in the investigation of the mechanisms
of adherence, and since erythrocytes possess many
of the receptors found on epithelial cells, our pur-
pose, in the present study, was to screen some
types of erythrocytes for agglutination of B. fragi-
lis strains and to identify the surface components
implicated as mediators of the attachment and
their chemical composition. By the end, we tried
to verify a possible relationship between the hem-
agglutination activity and the capacity of inducing
abscess, a model of anaerobic infection.

MATERIAL AND METHODS

Strains and cultural conditions - A total of
31 strains of Bacteroides fragilis, isolated from
normal intestinal flora (10 strains) and from differ-
ent infections (21 strains), was used. All the
strains identified according to Holdeman e? al. (4).
Two reference strains obtained from the American
Type Culture Collection (Rockville, MD) - 23745
and 25285 - were also included.

Organisms were grown in brain heart infusion
broth, prereduced sterilized anaerobically - BHI-
PRAS (4), for 18 h at 37°C. Following incubation,
the bacterial cells were pelleted, washed, and re-
suspended in  phosphate-buffered saline (PBS)
0,01M pH 7.2 to a concentration of approximately
3,0 x 10 UFC/ml (optical density of 1.0 at
620nm).

Hemagglutination tests - Fifty microliters of
the bacterial suspension were serially diluted two-
fold in PBS, in a microtiter tray, and 50 pl of the
erythrocyte (human A, B, O, guinea pig and
sheep) suspension (1%) were added to each well.
The microtiter tray was gently shaken for 1 min at
room temperature, and after 60 min of incubation
at 4°C, it was read. An extra incubation, overnight
at 4°C, was also done. Hemagglutination activity
(HA) titers were expressed as the reciprocal of the
highest bacterial dilution that showed hemaggluti-
nation activity.

Treatments of bacteria - Six isolates of B.
fragilis, defined by the previous screening per-
formed, were treated separately with protease of
Streptomyces, pronase E, tripsin (lmg/ml) and
neuraminidase (0.1U/ml, PBS pH 6.0) for 30 min
at 37°C. After the treatment, the bacterial cells
were sedimented and resuspended to the original
volume. Bacterial suspensions were also heated at
100°C for 10 min. After the treatments, the hem:-
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agglutination tests were assayed, as described
above.

Light and transmission electron microsco-
py studies - Capsule formation was detected un-
der light microscope after using India ink. For
studies by electron microscopy, carbon-coated
formvar grids were floated on the top of the bacte-
rial suspension drop and were inverted successive-
ly on a drop of 1% glutaral-dehyde, distilled wa-
ter, 1% phosphotungstic acid aqueous solution
(PTA) and again in distilled water, Aflter (he stain-
ing, all the samples were examined at Phillips
electron microscope. ’

Abscess formation - Subcutaneous abscess, as
virulence determinant, was performed as described
by Joiner et al. (5). Two strains, one HA positive
(ATCC 25285) and other negative (MC,) one were
used. Healthy adult mice were employed and the
implantation of inoculum was done by infection SC
of 0.25 ml of 108 CFU/ml B. fragilis in mixture
50:50 (V/V) with sterile cecal contents from meat-
fed mice. The animals were assessed daily and after
developing abscess they were killed with ether. Ab-
scess were removed by wide dissection and cul-
tured to determine quantitative viability,

RESULTS

The results of the hemagglutination screening
are presented in Table 1. Different patterns of
hemagglutination were found and four groups
were formed. Sixteen strains agglutinated the five
types of erythrocytes tested (group I), 1 strain ag-
glutinated only human erythrocytes (group III) and
1 strain, human and sheep erythrocytes (IV). Fif-
teen out of the 33 strains did not show any HA
when tested (II). The results found to the different
human erythrocytes tested (blood group A, B, O)
presented total agreement. The screening showed
that among the strains from clinical material test-
ed, 84,2% was HA positive whereas only 15,8%

TABLE 1 - Hemagglutination activity of Bacteroides fragilis
strains with different erythrocytes

Erythrocytes
Number of
Strains Human Sheep Guinea pig  Groups
ABO
16 + + + I
15 - - . I
1 + - - I
1 + + - v
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TABLE 2 - Hemagglutinating titers of Bacteroides fragilis strains - heat and enzymatic treatments and morphological aspects

Bacterial treatments Light microscopy Electron microscopy

Strains Control

Heat  Proteases  Neuraminidase capsule fimbriae  microcapsule
Group I
ATCC 25285 16 0 16 © 16 + - +
ATCC 23745 8 0 8 8 + + +
20656-2-1 16 0 16 16 + - +
030 M 8 0 8 8 + + +
MC, 4 0 4 4 + + +
Group Il
MC, 0 0 0 0 + -

279
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from fecal normal was capable of agglutinating
erythrocytes.

Five strains from group I and one from group
1I were evaluated for HA after enzymatic and heat
treatments. The heat treatment abolished com-
pletely the HA, whereas proteases and neuramini-
dase did not affected the HA of strains from both
groups (Table 2).

By light microscopy it was observed capsule
in 6 strains: 5 HA positive and 1 HA negative, By
electron microscopy it was found that all the
strains from group I had microcapsule, 2 strains
from group I had also fimbriac and the strain from
group II did not present these two components
(Figure 1).

One strain from group I (ATCC 25285) and
one from group II (MC,) were assayed for abscess
formation and only the first one, positive for HA,
induced this pathological process.

DISCUSSION

In the last few years, the phenomenum of micro-
bialadherence hasdeserved the credit of a greatnum-
ber of researchs, as an essential parameter for the
pathogenic mechanisms, being the subject of wide
and accurate revisions, and, the binomium adher-
ence - pathogenicity has been recognized as of great
importance for differents microbial groups (1,2).

In our work, with the aim of investigating the
adherence of B. fragilis, we employed the hemag-
glutination model.

In order to determine the chemical nature of
the adhesins of B. fragilis, we proceeded to enzy-
matic and heat treatments of the bacterial suspen-
sions and we came to the conclusion that these
components have probably proteic nature, since
the previous heat treatment abolished completely
the HA, in spite of the treatments with proteolitic
enzymes having not influenced this process. Roge-
mond & Guinet (12) had already suggested the ex-
istence of lectin-like adhesins in this microorgan-

- ism.,

The observation that neuraminidase treatment
did not alter the HA of B. fragilis indicated that
sialic acid, probably, did not play a determinant
role in this process of interaction.

Based on the light and electron microscopy
studies, it seems reasonable to suggest this adhesin
as being associated to microcapsule or to outer
membrane proteins. Although surface components
as capsule and fimbriae have already been pro-
posed as the structures responsible for the interac-
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tion, their participation in the HA seems rather un-
probable, once both hemagglutinating and non-
hemagglutination strains presented capsule, and,
fimbriae were not detected in all the hemaggluti-
nating strains. Our results are according to those
of Patrick er al. (8) and the structure, here defined
as a microcapsuie, seems to be refered as an eiec-
tron dense layer by these authors.

Our data raised the possibility that the HA of
B. fragilis can be suggested as a marker of its viru-
lence, since the majority of the hemagglutinating
strains was isolated from clinical specimens. Pruz-

zo et al. (10), in recent work, have already sug-

gested this relationship, which has also been ac-
cepted to a few other microorganisms (14).
Corroborating this observation, we also detected a
relevant difference in the behavior of hemaggluti-
nating and non-hemagglutinating strains concern-
ing the ability to induce animal abscess.

Although most anaerobic abscess contains
multiple organisms, B. fragilis is the only anaero-
bic bacterium known to induce the experimental
formation of abscess without the presence of a fac-
ultative organism for synergism and this ability
has been attributed to the polysaccharide capsule
(16). Regardless of the fact that we wereable of in-
ducing abscess, without any living helper, using
an encapsulated strain (ATCC 25285), we were
uncapable to promote the same process with an-
other encapsulated strain (MC,). The use of cecal
contents in this model do not reduce the impor-
tance of this finding since its function is related
with an adjuvant effect.

This report is the first to provide a suggestion
of the HA as a virulence marker, based on clinical
and experimental data, among B. fragilis strains.
Further experiments will be certainly necessary to
define the exact role of this activity in the anaero-
bic abscess. However, the importance of this pos-
sibility can not be negleted.

RESUMO

Atividade hemaglutinante de Bacteroides
Jragilis como marcador de viruléncia.

Atividade hemaglutinante (AH) de Bacte-
roides fragilis foi estudada. Vérios padrdes de
comportamento foram encontrados com eritrécitos
de diferentes espécies (humano, cobaio, carneiro)
e 4 grupos distintos foram formados. A perda da
AH, apés tratamento com calor, de algumas cepas
demonstrou ter, provavelmente, as adesinas de B.
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fragilis, uma natureza proteica. Por outro lado,
tratamentos com algumas proteases ¢ neuramini-
dase nfo interferiram na AH. Estudos ao mi-
croscépio 6tico ¢ eletrdnico, com as mesmas ce-
pas, sugeriram que as adesinas estejam associadas
com proteinas de membrana externa ou com a pre-
senca de uma estrutura definida como "mi-
crocdpsula”. Parece improvével o envolvimenio de
estruturas como capsula ¢ fimbrias nesta atividade,
uma vez que tanto cepas hemaglutinantes como
ndo hemaglutinantes apresentaram cépsula, e, fim-
brias ndo foram encontradas em todas as cepas
hemaglutinantes. A maior frequéncia de isolamen-
to de cepas hemaglutinantes a partir de especi-
mens clinicos (84,2%) do que a partir de flora nor-
mal (15,8%), e, a diferenca observada na
capacidade de indugfio de abscesso sub-cutfneo
em camundongos por cepas hemaglutinantes e nfo
hemaglutinantes sugerem a AH de B. fragilis
como um marcador de viruléncia.

Palavras-chave: hemaglutinagfio, Bacterdides fra-
gilis, marcador de viruléncia.
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A REAGAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA NO
DIAGNOSTICO POR ROTAVIRUS

Charlotte Marianna Harsi*
José Alberto Neves Candeias*

RESUMO

Utilizando a cepa de rotavirus SA-11, cultivada em células MA-104 e purificada
em gradiente de CsCl, prepararam-se soros antirotavirus em cobaias para uso neo
diagnéstico de gastroenterites por rotavirus, através da reagfio de imunofluorescéncia
indireta. Num total de 268 casos, obteve-se uma porcentagem de positividade de
14,939% (40 amostras). A comparagio desta prova com © ensaio imunoenzimatico
(EIERA) e a cletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), revelou boa concordancia
entre os (rés ensaios, com valores de kappa entre 0,72 ¢ 0,76.

Palavras-chave: Rotavirus, imunofluorescéncia, gastroenterites

INTRODUCAO

Os rotavirus t€m sido considerados como um
dos principais agentes etioldgicos de diarréias in-
fantis e de recém-nascidos de vérias espécies ani-
mais, principalmente mamiferos e aves (9). A exis-
téncia de um antigeno de grupo, comum aos
rotavirus do grupo A, situado na proteina VP6 do
capsideo interno da particula viral (16), permite
que cepas de rotavirus animais, cultiviveis, sejam
utilizadas na produgio de antigenos ¢ antisoros usa-
dos na identificagfo de rotavirus humanos.

Os rotavirus t€m sido identificados em material
fecal através de uma variedade de técnicas labora-
toriais, seja por exame direto por microscopia ele-
tronica (1,9), por analise de seu 4cido nucléico atra-
vés da cletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA) (7,14), ou ainda, através de reacles imu-
noldgicas com a utilizagfo de antisoros especificos,
como o radioimunoensaio, 0 ensaio imunoenzi-
mdtico eareac¢io de imunofluorescéncia(2,3,5,12).

As reagdes de imunofluorescéncia podem ser

*

feitas em bidpsias, em culturas celulares inocula-
das, ou, ainda, através de precipitacio de comple-
xos antigeno/anticorpo em amostras fecais (9). A
imunofluorescéncia de amostras fecais inoculadas
em culturas celulares preparadas em microplacas,
permite o exame simultineo de um grande nimero
de amostras, com boa sensibilidade (1,2,30). Por
outro lado, quando aplicada com antisoros es-
pecificos, permite a identificacio dos sorotipos
pela neutralizagfo dos focos fluorescentes (16).

O presente trabalho teve por objetivos prepa-
rar anti-soro especifico para rotavirus, a ser utiliza-
do no diagnéstico laboratorial de gastroenterites
infantis, usando-se rea¢do de imunofluorescéncia
indireta, Ao mesmo tempo, compararam-se oS re-
sultados obtidos por esta reacfio com as reagdes de
ensaio imunoenzimdtico ¢ eletroforese em gel de
poliacrilamida.

MATERIAL E METODOS

Amostras ~ Foram analisadas 268 amostras de

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo
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fezes, colhidas entre janeiro e dezembro de 1986,
de criangas de 0 a 12 meses de idade, com quadros
clinicos de diarréia. De cada amostra preparou-se
uma suspensdo 10-20% em tampdo Tris/HClI
0,01M pH 7.3, com 1000U/ml de de penicilina e
1000 pg/ml de estreptomicina, clarificadas com tri-
clorotrifluoroetano (Freon TF, DuPont) e centrifu-
gadas a 12.350g/20min. As suspensdes foram con-
servadas a— 20°C até o momento de uso.

Antigeno - A cepa SA-11 de rotavirus de ma-
cacos (Simian Agent Antigeno 11) foi cultivada
em células MA-104 (rim de embriio de macaco
Rhesus), em monocamada, com meio de Eagle
em salina de Earle, sem soro, acrescido de 10ug/
ml de tripsina (1:250-Difco). As culturas com efei-
to citopético total foram clarificadas e concentra-
das por ultracentrifugagfo a 100.000g/15 min, em
ultracentrifuga Sorwall, DuPont, modelo OTD
75B, com rotor AH 627. O concentrado foi purifi-
cado em gradiente de CsCl 20 a 40%, em tampéo
Tris 0,05M, NaCl 0,15 M (TrisTN), em ultra-
centrifuga Beckmann, modelo 1L.5-75, com rotor
SW 65, 100.000 g por 24 horas. As aliquotas de
densidade em torno de 1,36g/ml foram agrupadas,
dialisadas contra tampdo Tris TN e tituladas por
hemaglutinagio (12).

Soro anti-rotavirus — Obtido em cobaias ino-
culadas com 0,5 ml do rotavirus purificado, de
densidade 1,36g/ml, com titulo hemaglutinante de
512 UHA/25ul, adicionado de 0,5 ml de Adju-
vante Completo de Freund, por vias intradérmica e
intramuscular. A produgfo de anticorpos foi medi-
da através da reagfio de inibigdo da hemagluti-
nacdo (12).

Conjugado anti-y-globulina de cobaia — Ob-
tido em coetho, por inoculagfio via subcutinea de
0,5ml de suspensdo de ‘y-globulina de cobaia pre-
cipitada, acrescida de Adjuvante Completo de
Freund. O titulo de soro de coelho anti IgG de co-
baia foi avaliado por prova de imunodifusio em
gel de agar a 1% em salina. A conjugacéo do soro
de coelho anti-g-globina de cobaia, com isotiocia-
nato de fluoresceina foi feita segundo técnica des-
crita por CAMARGO (6).

Titulagdo em bloco do soro e conjugado: o
soro de cobaia anti-rotavirus e o conjugado foram
titulados, simultaneamente, em placa de microtitu-
lagdo de fundo chato (Nunc), recobertas com célu-
las MA-104, inoculadas com SA-11, utilizando-se
a técnica da reagfio de imunofluorescéncia indireta
descrita a seguir.

Reacdo de imunofluorescéncia indireta. -
As amostras fecais testadas pela reaggo de IFI, se-
gundo técnica descrita por BRYDEN (2), com al-
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gumas modificactes: Inoculagdo - microplacas de
fundo chato (Nunc), com monocamada de células
MA-104, foram incculadas com 251 de cada sus-
pensdo de fezes, em duas diluigdes (1:4 ¢ 1:16),
em duplicata, acrescida de 751l de meio de Eagle
em salina de Earle, com 10ug/ml de tripsina e cen-
trigugadas a 1.200g/1h, em centrifuga Beckmann,
modelo TJ-6R, com rotor TH-4. A seguir, o
inéculo foi decantado e as cavidades preenchidas
com 100 de meio de Eagle com 10ug/ml de tri-
psina e incubadas por 18h a 37°C. Reagdo - as pla-
cas foram lavadas com PBS 0,01M pH 7,2 ¢ as
células fixadas com metanol gelado. Soro de co-
baia anti-rotavirus, diluido a 1:40, foi adicionado
(50ul) a todas cavidades. Apés incubagfio a 37°C
por uma hora, as placas foram novamente lavadas
¢ acrescidas de 50ul/cavidade de conjugado
diluido a 1:20. Ap6s a incubagéo a 37°C por hora,
as placas foram lavadas e adicionadas de glicerina
tamponada, pH 8,4 e imediatamente decantadas. A
leitura da reagfio foi feita em microscépio de epi-
fluorescéncia Microstar, Reichert-Jung.

Ensaio imunoenzimatico para rotavirus e
adenovirus (EIERA) — As amostras foram testa-
das pela técnica EIERA, seguindo a padronizagfio
feita por PEREIRA e alii (15), com reagentes for-
necidos pelo Departamento de Virologia da FIO-
CRUZ, utilizando-se placas de microtitulagiio de
PVC, Hemobag,

Eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA) — A eletroforese foi feita segundo a técni-
ca de LAEMLI, modificada por PEREIRA et alii
(14), utilizando-se gel de poliacrilamida a 7.5%,
tampdo Tris-glicina, € uma corrente de 40mA por
4 a 5h. A coloragdo das bandas de RNA foi feita
com nitrato de prata 0,011 M.

Andlise estatistica — Os resultados obtidos
pela reagfio de IFI foram comparados com os obti-
dos pelo EIERA e pela EGPA, sendo estes dois
usados como teste referéncia. Determinou-se a co-
positividade e a conegatividade das reagdes, assim
como o coeficiente estatistico de concordancia k
(kappa) (10)

RESULTADOS

A Figura 1 apresenta o perfil do gradiente de
densidade de CsCl e os titulos hemaglutinantes
das fragbes. A banda viral, obtida ao término da
centrifugaciio dos gradientes, era visivel na altura
correspondente as aliquotas 16 a 19. Os titulos
hemaglutinantes mais elevados corresponderam
as fragbes 16, 17 ¢ 18 do gradiente A ¢ 17, 18 ¢
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FIGURA 1 - Perfil do gradiente de CsCl 20-40%: (—) densidades de CsCl em g/ml (-- =) Titulos hemagluti
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do gradiente A. () Tiulos hemaglutinantes do gradiente B, Sio Paulo, 1987 & s o o

19 do gradiente B. Quando comparados com 0s
valores de densidade, notamos que a banda viral
situou-se entre as fra¢des de densidade 1,35 e
1,37 g/ml, com os titulos hemaglutinantes de cada
fracdo, semelhantc ao descrito por KALICA et
alii (12).

Na titulaciio em bloco do soro anti-rotavirus ¢
do conjugado, foram consideradas ideais para uso as
maiores dilui¢Oes que apresentaram fluorescéncia
intensa granular, sem coloracéo de fundo, sendo 1:40
parasoro-antirotavirus e 1:20 para o conjugado.

A reacdo de imunofluorescéncia indireta, pa-
dronizada com os reagentes preparados em 10sso
laboratério, foi utilizada para a andlise de 268
amostras de fezes de casos de diarréia. Foram con-
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sideradas positivas as amostras que apresentam 3
ou mais células com fluorescéncia citoplasmatica,
granular, em pelo menos uma das dilui¢des testa-
das. Identificou-se, por IFI, 40 amostras como
positivas para rotavirus (14,93%) e 228 como
negativas (85,07)

Analisando conjuntamente os dados das trés
reagdes observamos que, no total, 54 amostras fo-
ram positivas para rotavirus, tendo a seguinte dis-
tribuigdo: 20 (55,56%) foram identificadas pelas
trés reagdes; 2 (3,7%) foram positivas por IFI e
EGPA, 3 (5,56%) igualmente por IFI e EIERA, 7
{12,96%) foram positivas por EIERA ¢ EGPA; 6
(11,11%) sé por EIERA; 5 (9,26%) s6 por IFI e ape-
nas 1 (1,85%) foi identificada s6 por EGPA (Fig.2).
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Na tabela 1 comparamos os resultados obti-
dos pela IFI com EIERA. Das 46 amostras posi-
tivas por EIERA, 33 foram também positivas por
IFI, copositividade de 72%. Das 222 amostras
negativas por EIERA, 215 foram também negati-
vas por IFI, conegatividade igual a 97%. O coe-
ficiente estatistico de concordancia k (kappa) cal-
culado foi de 0,72, indicando que a concordancia
foi maior que a obtida ao acaso, sendo Z =

10,635, significativo ao nivel 0,005 com Z .,

critico = 2,813.

Na tabela 2 comparamos os resultados obtidos
por IFI com os obtidos na EGPA: 32 amostras fo-
ram positivas pelas duas reagdes, sendo a coposi-
tividade igual a 80% e 220 amostras foram negati-
vas pelas duas reagdes, com conegatividade igual
a 96%. O coeficiente de concordancia k (kappa)
foi de 0,76, sendo a concordancia maior que a ob-
tida ao acaso, significativa ao nivel 0,005 com Z =
8,549, sendo Z critico = 2,813,
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FIGURA 2 - Distribuigio das 54 amostras positivas para ro-
tavirus pelas reagGes de IFI, EIERA E EGPA. Sdo Paulo, 1987.

TABELA 1 - Comparagio entre a reagiio de imunofluorescéncia indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimatico (EIERA). Freqiiéncia de
reagGes positivas e negativas para rotavirus em casos de diarréia. Sdo Paulo, 1987.

EIERA
Positivo Negativo Total
N %% N % N %
IFI
positivo 33% 1231 7 262 40 14,93
negativo 13 4,85 215+ 8022 228 85,07
Total 46 17,16 22 82,84 268 100,00

* copositividade = 72%
**  conegatividade = 97%
coeficiente de concordincia k = 0,72, sendo Z, = 10,635

TABELA 2 - Comparagio entre a rea

¢do de imunofluorescéncia indireta (IFI) ¢ a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA).

Freqiiéncia de reagdes positivas e negativas para rotavirus em casos de diarréia. Sio Paulo, 1987,

EPGA
Positivo Negativo Total
N % N % N %
IFI
positivo 32% 11,94 8 . 2,99 40 14,93
negativo 8 299 220% 82,09 228 85,07
Total 40 14,93 22 85,07 268 100,00

* copositividade = 80%
**  conegatividade = 96%
coeficiente de concordancia k= 0,76, sendo Z, = 8,549
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DISCUSSAQ

A reacdo de imunofluorescéncia indireta tem
sido utilizada tanto para o diagnéstico de in-
fecgbes por rotavirus (1,2,3) como para a identifi-
cacéo dos tipos soroldgicos pela redugfio, por neu-
tralizagfo, do niimero de focos fluorescentes (16).
Utilizamos a técnica descrita por BRYDEN et alii
(2) com algumas modificagdes: ao invés da linha-
gem LLc-MK, preferimos a linhagem MA-104
(16). Na fase de inoculagfo das amostras utiliza-
mos meio de Eagle em salina de Earle, sem soro,
acrescido de 10ug/ml de tripsina, em vez do meio
de Eagle com 2% de soro, pelo consideravel au-
mento de infecciosidade proporcionado pelo pri-
meiro. A tripsina age sobre a proteina VP4 do
capsideo externo, clivando-a em duas outras
proteinas a VP5* ¢ a VP8*, aumento a infecciosi-
dade do inéculo (8,13), facilitando a penetragfo da
particula viral na célula (17). A eficiéncia de um
indculo pode ser melhorada, também, mediante
sua centrifugagfio a 1.200g./60 min, sobre a cultu-
ra celular confluente (2).

A reagio de IFI detecta particulas infecciosas
capazes, portanto, de penetrar nas células e iniciar
sua replicagio no citoplasma, com sintese precoce
de algumas protefnas virais, Mesmo que o ciclo
replicativo ndo se completa, as proteinas, virais po-
dem ser detectadas no citoplasma, apés 6 horas de
inoculagdo. A fluorescéncia observada caracte-
ristica é de localizago citoplasmadtica e granular.
Nenhuma célula fluorescente foi observada nos
controles ndo inoculados e nas amostras negativas,
indicando que a contaminagfo acidental de cavi-
dades vizinhas, na microplaca, nfio ocorren em nos-
sas operag¢Ges. O niimero de células fluorescentes,
que pode variar de 1 a mais de 100 por cavidade da
microplaca, depende do niimero de particulas in-
fecciosas presentes numa amostra, permitindo infe-
rir o titulo da mesma em nimero de unidades for-
madoras de focos fluorescentes (11). A toxicidade
de alguns espécimes € um dois maiores problemas
desta reagdio, mas pode ser contornado com a di-
lui¢dio das amostras inoculadas (2).

A andlise estatistica dos resultados obtidos in-
dicou que a copositividade da reag¢fo de IFI, quan-
do comparada ao EIERA e 2 EGPA foi 72 e 80%,
respectivamente, € a conegatividade de 97 e 96%.
Os coeficientes de concordancia observados foram
significativamente maiores que os obtidos ao aca-
so. As pequenas discrepancias observadas resul-
tam apenas da diferenca de sensibilidade de cada
reagio em fungdo do niimero ¢ tipo de particulas
presentes em cada amostra.
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A reagdio de imunofluorescéncia indireta
mostrou ser técnica sensivel e especifica. Ndo su-
pera a praticidade e sensibilidade do EIERA, no
entanto, permite, ndo apenas a indicagfo da pre-
seng¢a de rotavirus numa amostra como, principal-
mente, a detec¢do de particulas infecciosas. Esta
ultima caracteristica faz da reagfio uma técnica de
escolha para o estudo de rotavirus de amostras la-
boratoriais de 4gua, esgoto e alimentos, onde é
importante a determinacdio do nimero de par-
ticulas viaveis (11).

SUMMARY

The indirect immunofluorescence assay
in the diagnosis of human
rotavirus gastroenteritis

Rotavirus is the most frequently implicated
etiological agent in infectious diarrhea in children.
Several laboratory techniques were used to identi-
fy this virus in fecal material. This indirect immu-
nofluorescence assay described by BRIDEN et alii
(2) was used in the work, with some modifica-
tions, to study the frequency of rotavirus in infec-
cious diarrhea. The results were compared with
those obtained with the enzyme immunoassay
(EIARA) and the polyacrilamid gel electrophore-
sis (PAGE). :

The SA-11 strain of simian rotavirus was
cultivated in MA-104 cells, in Eagle's MEM,
without serum, with 10 pg/ml of trypsin (1:250
Difco). The cultures with total cytophatic effect
were clarified with Freon TF, DuPont. The virus
was concentrated by ultracentrifugation at
100.000 g/15 min (Sorwall centrifuge OTD-75B
with AH 627 rotor) and then purified in a 20-
40% Cesium-chloride gradient in Tris 0,05M,
NaCl 0,15M buffer at 100.000 g/24h in a Beck-
mann LS5-74 ultracentriguge with SW 65 rotor.
This purified virus was used to prepare, in guin-
ea-pigs, rotavirus antisera. Purified guinea-pig
globulin was inoculated by subcutaneous route in
rabbits to obtain antiguinea pig v - globulin anti-
serum which was conjugated with fluorescein-
isotiocianate (6).

Fecal species were collected from 268 chil-
dren, under one year of age, with acute diarrhea.
Approximatedly 20% suspensions were made in
Tris/HC1 0,01M pH 7,4 buffer, containing 15 mM
CaCl2, 1.000 U/ml penicilin and 1.000 ug/ml of
streptomicim. The suspensions were clarified by
centrifugation at 12.350g/20min after homogeni-
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zation with Freon TF, DuPont. The supernates
were examined as described below, immediatly or
after storage at -20°C.

The immunoflorescence reaction was per-
formed in polystyrene microtitration plates
(NUNQC), with 96 wells, coated with MA-104
cells monolayer. An 25 pl amount of 20% fecal
suspensions was inoculated in 2 wells, diluted at
1:4, and 25 i in other 2 wells diluted at 1:16,
The wells were filled with 75 pl of Eagle's MEM
with 10pg/ml of trypsin. The plates were centri-
fuged for 1 h at 1.200g in Beckmann TJ-6R cen-
trifuge, with TH-4 rotor. The inoculum was pofur
out, the wells refilled with fresh medium, and the
plates incubated at 37°C for 18h. After incubation
the plates were washed in PBS 0,01M pH 7,2,
fixed with frozen metanol and allowed to dry.
The infected monolayers were then treated with
guinea-pig antirotavirus serum, diluted 1 in 40
(S50ul/well), at 37°C. After 60 min, plates were
washed in PBS and stained for 60 min at 37°C
with the fluorescencein-conjugated rabbit anti-
guinea-pig serum, diluted 1 in 20 (50ul/well). Af-
ter this period plates were washed in PBS, and al-
lowed to dry. Readings oi the fluorescence were
performed in a Reichert-Jung, Microstar epifiuo-
rescent microscope. Samples with more than 3
cells with cythoplasmic granular fluorescence
were regarded as positive.

Enzyme-immunoassays were performed by
double antibody sandwich tecnique with the EIA-
RA/FIOCRUZ kit by the technique described by
PEREIRA et alii (15). Electrophoresis was carried
out by LAEMLI's technique with modifications
described by PEREIRA et alii (14). Slab gels were
stained by silver impregnation. Rotavirus antigen
could be detected in 40 out the 268 fecal samples
(14,93%) by IF and PAGE, and in 46 (17,16%) by
EIARA. A comparison between the three assays
revealed a large percentage of agreement (72%).
The results obtained were analysed using statistic
kappa and the values obtained were between 0,72
and 0,76,

Key Words: rotavirus, immunofluorescence, diar-
rhea
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RESUMO

Foram examinadas para pesquisa de Campylobacter, 102 amostras de fezes de
cdes de ambulatério com diarréia (0 - 12 meses de idade) e 102 amostras de cies
errantes sem diarréia (com idade indeterminada), No grupo com diarréia, o
Campylobacter foi isolado em 46% dos animais, notando-se tendéncia nos cées de até
cinco meses de idade estarem mais acometidos pelo microrganicmo (72%) e de 6% nos
com apenas uma semana de vida. As 47 estirpes isoladas dos cdes com diarréia foram
classificadas como sendo: C. jejuni biotipo, (49%); C. jejuni biotipo, (11%); C.
Jejunilcoli (19%); C. coli (8,5%), NARTC - grupo (8,5%) e C. sputorum (4%). No
grupo sem diarréia a incidéncia foi de 28% sendo as 27 estirpes isoladas classificadas
como: C. jejuni biotipo, (34%) e biotipo, (28%); C. jejunilcoli (24%) ¢ C. coli (14%).
Nas provas bioquimicas, o teste de tolerdncia a 1% de glicina falhou em 45% das
estirpes classificadas fenotipicamente como C. jejuni ¢ t€s estirpes néo reduziram o
selenito de sédio. Duas “estirpes do MNARTC-grupo, mostraram ainda reactes
fenotipicas cruzadas com C. jejuni e C. coli ¢ duas de C. jejuni também cresceram a 25°
C. As 76 estirpes isoladas foram sensiveis A gentamicina, 4 nitrofurantoina e a
neomicina e resistentes 4 oxacilina e A penicilina. Para as 16 drogas restantes testadas a
resisténcia bacteriana varion entre 8% a 73% das amostras. A presenca de
Campylobacter nos cdes pode evidenciar o risco de infecgdo ao homem, sendo por esse
fato a campilobactériose também frequentemente citada como importante zoonose.

Palavras-chave: Campylobacter, incidéncia, cies, sensibilidade a antimicrobianos.

INTRODUCAO diarréia(2,3). Entretanto, infecgdes extra-intestinais
também tem sido relatadas, incluindo: meningite,

A campilobacteriose tem sido apontada nos  artrite séptica, pericardite ¢ abortamento(12,13,17).

tiltimos anos como uma das principais zoonoses,  Blaser & col.(3), referiram que em 11 estados ame-
cujos agentes sfo causadores, principalmente, de  ricanos, o Campylobacter foi a bactéria mais isola-
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da em pacientes humanos com diarréia. Seme-
lhantes observagdes também foram verificadas por
Kaijser & Suedhen(11) no "Institute of Medical Mi-
crobiology, University of Gotemborg - Suécia”. O
¢fo e 0 gato tem sido apontados como uma das mais
importantes fontes de infecgio de campilobacteri-
ose ao homem(3,9,23). Esse dado também foi con-
firmado por Young(23) ao reportar que 94 pacientes
humanos com campilobacteriose, tinham cdes e ga-
tos como animais de estimagdo ¢ que o Campylo-
bacter foi isolado em 59% desses animais.

Caracterizando o cfo e o gato importante pa-
pel como fonte de infecgfo em sadde puablica, o
objetivo do trabalho foi identificar quais as espé-
cies de Campylobacter que mais acometem 0S
cdes domésticos e errantes, bem como realizar
testes de suscetibilidade bacteriana a drogas, indi-
cando-se possibilidades terapéuticas ¢ evidencian-
do a importancia potencial do cio na transmissio
da campilobacteriose ao homem.

MATERIAL E METODOS

Foram examinadas 102 amostras de fezes de
ciies com e 102 sem diarréia. As fezes de cdes com
diarréia foram colbidos no ambulatério da Discipli-
na de Enfermidades Infecciosas dos Animais Do-
mésticos, da Faculdade de Medicina Veterindria ¢
Zootecnia-UNESP-Campus de Botucatu, durante o
atendimento clinico e anotando-se as idades dos
animais. As fezes de cies sem diarréia foram colhi-
das no canil do "campus” universitdrio, durante o
inicio da quarentena dos cfies errantes capturados,
sendo estes de idade indeterminada. Logo apds a
colheita, as fezes foram semeadas em placas conten-
do (TSBA) agar tioglicolato enriquecido com 20%
de sangue bovino e suplemento antibiético de Butz-
ler (bacitracina, novobiocina, cicloheximida, colis-
tina e cefazolina) (4). A seguir, 1 g de fezes foi sus-
penso em 9 ml de solugfio fisiolégica, centrifugadoa
2500 rpm por 5 minutos ¢ o sobrenadante filtradoem
filtro de acetato de celulose (0,65 uM/) ¢ 5 gotas fo-
ram semeadas em placas contendo (TSB) agar tio-
glicolato adicionado de 20% de sangue bovino. A
microaerofilia para a incubagfio do Campylobacter,
foi obtida através de interligagdes entre o desseca-
dor a vécuo, o cilindro de gis contendo 5% de CO, e
95% de N,, o vacudmetro e a bomba de vécuo, de
modo que apds a retirada do ar ambiental do desse-
cador ¢ a respectiva introdugfio da mistura gasosa,
obtinha-se uma presséo final de 0,2 atm da mistura
de gases. Asplacas de TSB foram incubadasa37°C
e as seletivas de Butzler (TSBA) a 43° C por 72 ho-

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(4), 1991

ras. Apés o perfodo de incubagfo as coldnias cresci-
das foram examinadas ao microscopio de contraste
de fase (1000 x), observando-se as caracteristicas
morfoldgicas e amovimentagio tipica de espirilo. A
confirmacfio e classificagdo do Campylobacter fo-
ram feitas com as seguintes provas bioquimicas: 1)
provadacatalase a 1:1 com H,0, a 3%(27); 2) cres-
cimento a 25° C e a 43° C(32); 3) crescimento em
3,5% de NaCl(24); 4) produgéo de H,S em papel de
acetato de chumbo, em meio com 0,02% de cisteina
¢ em meio sem cisteina (24,27); 5) redugdo do sele-
nito de sédio a 1%(26); 6) hidrélise do hipurato de
sddio a 1% e adicionado com 3,5% de ninhidrina em
1:1 de acetona e n-butanol(7); 7) resisténcia a 30
mcg de (NA) 4cido nalidixico NARTC*(26); 8) to-
lerdncia ao 2', 3' §' cloreto de trifeniltetrazolio
(TTC)2T); 9) crescimento em 1% de glicina(24,
27). O teste de suscetibilidade bacteriana a 21 anti-
microbianos foi realizado conforme a técnica da di-
fusdo da droga em gel a partir de discos impregnados
com concentragdes conhecidas ¢ padronizadas para
cada droga e descrita por Bauer & cols.(1). Para o
indculo utilizou-se 100 uL. de suspensdo de cultura
pura de Campylobacter (escala 0,5 McFarland) em
superficie de placas contendo TSB e incubaco em
microaerofilia. As drogas utilizadas no teste de sus-
cetibilidade encontram-se na Tabela4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No contexto de sadde piblica, sob o risco da
Campylobacter-infecgfio aos seres humanos, o céo
tem sido apontado como reservatério para a
infec¢do(28). A andlise de nossos resultados (Tabe-
la 1) demonstra uma tendéncia dos cies com

TABELA 1 — Isolamento de Campylobacter em 47 cdes com
diarréia em relagdo a faixa etdria. Botucatu, 1985-88

N? de cdes % de
Idade positivos Campylobacter

0 - 1semana 3 6

1 més 8 17

2 meses 9 19

3 meses 6 13

4 meses 4 8,5

5 meses 4 8,5
6 - 12 meses 13 28

* NART - Nalidixic Acid Resistent Thermophilic Campy-
lobacter.
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TABELA 2 - Identificagio bioquimica de 47 estirpes de Campylobacter isoladas de ciies com diarréia. Botucatu, 1985-88

Identificagio C. jejuni C. jejunilcoli C. coli NARTC-GRUPO C. sputorum

Caracteristicas Biotipo 1 Biotipo 2
Catalase b + + ++ s .
Crescimento a

25°C e - - -- . +
43°C et + + + + +
Crescimento em
1% de glicina B T + - . - -
3,5% de NaCl - - - - . +
Produgdo de H,S
com cistefna A + + e -+ o+
sem cistefna ---- + - -+ s ¥
Hidrélise do hipurato et + + - -t .
Tolerdncia ao TTC - -- + + -t -
Resisténcia ao NA - -- - -- + -
Redugio do selenito + -+ + + - + +
N@ de estirpes 14/4/3/4 32 9 3 2”2 2
Total (%) 23(49) 5(19) 19 4(8,5) 435 @

Sfmbolos: vide metodologia

diarréia da faixa etdria de até cinco meses de esta-
rem mais acometidos pelo Campylobacter, (712%).
Fox(6), Nair e col.(16) ¢ Seifert & Weber(22) refe-
rindo-se apenas ao Campylobacter jejuni também
verificaram a mesma tendéncia. Todavia, a frequén-
cia de isolamento de Campylobacter nos cies com
diarréia (46%), diverge das encontradas por outros
autores(5,8,10). Prescott (19), assinalou que dife-
rengas de resultados de isolamento de Campylo-
bacter em cdes com infecgo intestinal, dependem
daidade e do ambiente em que vivem. Observando-
se ainda a Tabela 1, é importante destacar que 6%
dos ces com apenas uma semana de vida e com
diarréia estavam colonizados pelo Campylobacter.

Na presente investigagfio, quanto ao.encontro
de biotipos de Campylobacter jejuni nos animais,
verificou-se que 33 (43%) estirpes correspondem
ao biotipo; e 16 (21%) ao biotipo,. A maior
freqiiéncia de encontro do biotipo, do Campylo-
bacter jejuni também foi verificada por Skirrow
(23). Porém, o encontro do biotipo, nos cdes sem
diarréia (28%) foi mais frequente do que nos cdes
com diarréia (11%) (Tabelas 3 e 2). Analisando-
se a Tabela 2, € importante destacar duas (4%) es-
tirpes de Campylobacter sputorum isoladas de
cdes com diarréia, por ndo terem sido encontradas
na literatura consultada referéncias sobre o seu en-
contro em cfies ¢, também por terem sido encon-
tradas linhagens de Campylobacter periencentes
ao NARTC-grupo (8,5%) somente no grupo de
céies com diarréia,
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TABELA 3 - Identificagfio bioqufmica de 29 estirpes de Cam-
pylobacter isoladas de cfies sem diarréia. Botucatu, 1985-88

Identificagfio C. jejuni C. jejunil  C.
coli coli

Caracterfsticas Biotipo, Biotipo,
Catalase 4 + + +4.
Crescimento a
25°C . - - -
43°C ++ + + +
Crescimento em
1% de glicina -t - - -
3,5% de NaCl - - - -
Produgfio de H,S
com cistelna +H- + + ES
sem cisteina - + + -+
Hidrélise do hipurato ++ + + -
Tolerancia ao TTC - - + e
Resisténcia ao NA - - - .
Redugdo do selenito ++ + + 4
N2 de estirpes /s 8 7 N

Total (%)

10(34) (28) @ 414

Simbolos: vide metodologia

Com relagiio ao comportamento bioquimico
das estirpes de Campylobacter isoladas (Tabelas 2 e
3), algumas apresentaram-se fisiologicamente
atipicas. A prova de tolerincia a 1% de glicina fa-
Thouem 45% dasestirpes classificadas como C. jeju-
ni. Com relagfo as estirpes do grupo Campylobacter
Jejunilcoli ndo foi possivel observar nitida sepa-
racdo entre elas, pois coincidiram nos resultados
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positivos & hidr6lise do hipurato e ao crescimento
em meio com TTC. Provavelmente essas estirpes
merecem novos estudos com finalidade de inclui-las
num possivel novo biotipo de Campylobacter jeju-
ni. Trés estirpes (4%) que ndo reduziram o selenito
de s6dio, foram classificadas como Campylobacter
Jjejuni biotipo,, pois mostraram nas demais provas
comportamentos fenotipicos compativeis com a es-
pécie. Os resultados referentes a temperatura de
crescimento revelaram que duas (3%) estirpes
terméfilas de Campylobacter jejuni cresceram tam-
bém a 25° C e que metade das estirpes classificadas
como NARTC-grupo, mostraram reagdes cruzadas
com o Campylobacter jejuni e com o Campylobact-
er coli. Em bezerros com e sem diarréia também fo-
ram encontradas estirpes de Campylobacter com
comportamentos fenotipicos intermedidrios seme-
Ihantes aosisolados em cies (14).

As 76 estirpes de Campylobacter isoladas de
cdes mostraram ainda total sensibilidade 4 genta-
micina, nitrofurantoina ¢ a neomicina (Tabela 4),
assemethando-se assim aos resultados encontrados
para estirpes isoladas de bezerros, onde 0s mes-
mos antimicrobianos também revelaram-se efi-
cientes(19). Todas as estirpes foram resistentes a
oxacilina e a penicilina-G e em relagdo as demais
drogas, apresentaram padrio de resisténcia popula-
cional variando de 8% a 73%. Grande variagio na

TABELA 4 - Suscetibilidade de 76 estirpes de Campylobacter
de cfes com e sem diarréia a 21 drogas antimicrobianas. Botu-
catu, 1985-88

% de amostras
Drogas mcg v

resistentes
Gentamicina 10 0
Nitrofurantoina 300 0
Neomicina 30 0
Estreptomicina 10 8
Sisomicina 10 8
Canamicina 30 9
Tetraciclina 30 15
Ceftriaxona 30 16
Cefalexina 30 25
Oleandomicina 15 25
Dicloxacilina 5 25
Cloranfenicol 30 29
Cefaloridina 30 33
Polimixina-B 300 wu.i. 33
Colistina 10 42
Novobiocina 30 50
Rifampicina 5 58
Ampicilina 10 66
Sulfonamida 300 73
Oxacilina 5 100
Penicilina-G 10 u. i. 100

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(4), 1991

suscetibilidade de Campylobacter a diferentes dro-
gas antimicrobianas, também foi verificada por
Hasselbach & col.(8), Modolo & col.(15), Prima-
vesi(20) e Rubsamen(21).

De um modo geral, 0s microrganismos do gé-
nero Campylobacter demonstraram prevaléncia
considerdvel nos céies com ¢ sem diarréia 46% e
28%, respectivamente, indicando o fato que a po-
pulacio humana em nosso meio pode efetivamente
correr 0 risco em contrair a Campylobacter-
infeccfio através do convivio com esses animais,
sendo por esse motivo, a campilobacteriose tam-
bém apontada como uma importante zoonose(2).

SUMMARY

Incidence of Campylobacter in stools of
diarrheic and non-diarrheic dogs

Two hundred and four stools of 102 diarrheic
(0 - 12 months of age) and 102 non-diarrheic dogs
coming from kennel and ambulatory, respectively,
were assayed for the presence of Campylobacter.
From the diarrheic group, 46% of the samples
yelded positive Campylobacter isolation mainly
found in young animals until 5 months of age -
(72%), whereas those with age ranging from 6 - 12
months showed either a lower frequence of the or-
ganisms (28%) and a trend of the younger animals
to be more charged than the older. 47 Campylo-
bacter strains isolated from the diarrheic group
were: C. jejuni biotype, (49%); C. jejuni biotyp,
(11%); C. jejunilcoli (19%); C. coli (8,5%); Cam-
pylobacter NARTC group (8,5%) and C. sputoruns
(4%). In the non-diarrheic group, 27 (28%) Cam-
pylobacter strains were classified as: C. jejuni bio-
type, (34%) and biotype, (28%); C. jejuni/coli
(24%) and C. coli (14%). According the biochemi-
cal tests, the 1% glycine tolerance test was not tak-
ing in account for the differentiation of C. jejuni
because 45% of the strains failed in showing char-
acteristic and 3 strains did not reduce the sodium
selenite. The biochemical studies also showed
phenotipical cross reactions between two Campy-
lobacter NARTC-group strains with the C. jejuni
strains, as well as two thermophilic species grew
also at 25° C. All the 76 isolates were sensitive to
gentamicin, nitrofurantoin and neomycin and re-
sistant to oxacillin and penicillin. Furthermore, for
the remaining 16 drugs the populational resistance
ranged from 8% to 73% of strains. The presence
of Campylobacter in dogs as well their close con-
tact which man makes possible the occurrence of
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infections as also confirm the campylobacteriosis
as an important zoonosis.

Key Words: Campylobacter, dogs, incidence, an-
timicrobial susceptibility.
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CONSERVACAO DE BACTERIAS DO GENERO HAEMOPHILUS
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RESUMO

H4 vérios métodos de preservagdo de microrganismos ¢ nem sempre € facil a
escolha do método mais adequado. Descrevemos neste trabalho um estudo comparativo
com Haemophilus influenzae (biogrupo aegyptius) e Haemophilus influenzae b
preservados por liofilizago e conservagio em migangas (pérolas de vidro).

Conservamos, com Sucesso, estes microrganismos por um ano em migangas de
forma semelhante a liofilizagdo, porém com as seguintes vantagens: o método € simples
de ser executado; centenas de ragas podem ser aramazenadas por longos perfodos em
pequeno espago; a recuperagdo das culturas é rdpida com pouca ou nenhuma
perturbagfo de outras culturas estocadas; somente uma porgio de cultura € removida e
descongelada ao passo que as demais permanecem congeladas; as migangas
descongelam rapidamente quando colocadas em meio sélido e a recuperagio € imediata.

Palavras-chave: Haemophilus, conservagio.

INTRODUCAO

A manutengfio de microrganismos em uma
colego de culturas é de grande importancia, pois
ndo & suficiente que estes permanegam apenas vi-
vos, mas é extremamente relevante que estejam
puros e semelhantes & linhagem original.

A morte celular pode ocorrer durante o
processo de preservagio ¢ também durante a es-
tocagem, sendo assim mudangas nas carac-
teristicas originais podem acontecer através de
mutagdes, perdas de plasmidio, razéio pela qual o
método utilizado para manutengio deverd minimi-
zar a ocorréncia desses eventos (11).

O processo de liofiliza¢dio vem sendo utiliza-
do h4 anos para preservagdo de uma grande varie-
dade de componentes bioldgicos € microrganis-
mos (10). A maior vantagem de sua utilizagfio
sobre outros métodos, consiste no fato de que o

material pode ser mantido estivel por longos
periodos néo havendo a necessidade de condigdes
especiais de estocagem. Ademais a distribuicéo de
cepas para a comunidade interessada é imediata,
ndo requerendo uma avaliagfio prévia.

A maioria das bactérias sobrevivem bem a lio-
filizagio mas alguns géneros podem s vezes mos-
trar resultados menos satisfatérios. De acotdo com

“dados descritos na literatura o género Haemophi-

lus € assim considerado. Esses dados mostraram
que vérias espécies liofilizadas destes, inclusive o
biogrupo aegyptius apresentaram uma diminui¢io
na poténcia logaritmica na contagem apds o
processo de liofilizagdo e durante a estocagem, no
periodo de um ano (8).

Os métodos de preservagio por congelamento
na faixa de -60° a -70° C vem sendo rotineiramente
utilizados em diferentes laboratdrios devido a dis-
ponibilidade de equipamentos, entretanto apresen-

1. Segio de Colegfo de Cultura - Instituto Adolfo Lutz — 01246 - Sdo Paulo - Sdo Paulo - Brasil
2. Sec¢do de Imunologia, Instituto  Adolfo Lutz — 01246 - Sio Paulo - Sdo Paulo - Brasil.

293



Ghilardi, A. C.R. et al

tam desvantagens atribuidas aos possiveis danos
ocasionados pelos repetidos processos de congela-
mento e descongelamento das amostras. Um méto-
do alternativo foi descrito (6) baseado no uso de
suspensfes bacterianas congeladas em migangas
para contornar este problema. As bactérias podem
ser divididas em sensiveis ¢ resistentes podendo-se
atribuir aos géneros Haemophilus e Neisseria uma
maior sensibilidade.

O Haemophilus influenzae biogrupo aegyp-
tius € o agente etiolégico da febre purpurica brasi-
leira uma doenga pedidtrica fatal causada por uma
infecgdo sistémica que ainda ndo tem totalmente
elucidados os elementos responsaveis pela sua pa-
togenicidade (12) assim como o aspecio epidemio-
16gico da doenga no Brasil.

Desse modo na falta de dados mais consis-
tentes quanto a avaliacdo dos referidos métodos de
preservagdo objetivou-se neste trabalho um estudo
comparativo de métodos de preservagiio de micro-
organismos de género Haemophilus que se encon-
tram h4 mais de uma ano estocados na colegiio de
culwra do IAL liofilizados e congelados em
migangas & -70° C,

MATERIAL E METODOS

Bactérias — Foram estudadas: a. cepas epi-
deémicas de Haemophillus influenzae (biogrupo
acgyptius) isoladas de sangue de pacicntes durante
a epidemia de febre purpirica.

b. cepa padriio de H. aegyptius ATCC 111 116 (1).
¢. cepa padrdo de H. influenzae b

Cultivo — As bactérias foram cultivadas em tu-
bos ou em placas de dgar BHI chocolate (Brain
Heart Infusion - Difco) contendo 10% de sangue de
cavalo, a 3P C, 18 a 24 horas em condi¢des de mi-
croaerofilia. :

Substéncias Crioprotetoras — Como criopro-
tetores foram utilizados: glicerol a 15% (Merk) em
caldo nutriente v/v; leite desnatado 10% (Nestlé),
acrescido de glutamato de sédio 5% (Ajinomoto)
4).

Métodos de preservagio — Liofilizacdo —
Apbs crescimento em placas de agar BHI choco-
late aproximadamente 10° bac/ml foram ressus-
pensas em leite desnatado 10% com 5% de gluta-
mato de sédio e a distribui¢fo feita em ampolas de
vidro com capacidade para 1 ml.

O material foi processado conforme normas
gerais de liofilizagdo para produtos biolégicos
(10), em um aparclho modelo 30P 2 (Edward's-
England), por um perfodo de duragiio aproximada
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de 40 horas, Ap6s liofilizagdo as ampolas foram
estocadas a 4° C.

Em micangas — Preparo das mi¢angas - Mi-
cangas importadas, foram previamente lavadas
com detergente € dgua e a seguir lavadas com HCl
IN. Em seguida foram lavadas em 4gua corrente
até estabilizacfio do pH entre 6.8-7.0 (6). Vintc a
trinta migangas, foram esterilizadas em autoclave
a 121° C por 15 minutos em frascos de polipropi-
leno (Entel) com capacidade para 2 mi (KMA-
6.100).

Prepare das suspensdes bacterianas — O
crescimento bacteriano, em dois tubos de agar
chocolate (6), foi ressuspenso em 1 ml de caldo nu-
triente contendo glicerol a 15%. A seguir dis-
tribuida em frascos, contendo as mi¢angas, manten-
do-a em contato por 10 minutos. O excesso da
suspensfo bacteriana foi removido do fundo dos
frascos, para possibilitar que as migangas indivi-
duais pudessem ser removidas quando necessdrias.
Os frascos foram numerados e¢ colocados em um
congeladora -70° C.

Avaliacao da Viabilidade — A avaliagfio da
viabilidade e da pureza das bactérias liofilizadas e
estocadas por um periodo de um ano foi feita
usando-se a técnica modificada de Miles-Misra
(9). A cultura foi hidratada com 1 ml de NaCl
0,85%, correspondendo a uma dilui¢io 10* e a
partir desta, em diluigo seriada até 107, (tabela).

Usando-se uma pipeta calibrada 20 wl (dupli-
catas), de cada diluigdo foram semeadas em gotas
na placas de agar BHI chocolate ¢ incubadas nas
condigdes recomendadas.

As bactérias preservadas em micangas foram
também avaliadas quanto a viabilidade e a pureza,
como podemos observar na tabela. O frasco de
polipropileno foi retirado do congelador e cinco
migangas de cada cepa conservada, foram cluidas
em 0,5 ml de caldo nutriente ¢ a quantidade de
bactérias vidveis por micangas foi determinada
como descrito (9).

A reprodutibilidade do método foi avaliada
retirando-se o total de migangas, preservadas de
um frasco de polipropileno e colocando-as indivi-
dualmente em tubos de agar BHI chocolate ¢ a
porcentagem de crescimento bacteriano avaliada.
Quanto as bactérias liofilizadas, 10 ampolas de
cada cepa foram reidratadas e semeadas em tubos
de agar BHI chocolate.

Eletroforese em gel de poliacrilamida — A
conservacdo do perfil de componentes bacterianos
em diferentes métodos de preservaciio foi avaliada
por eletroforese em gel de poliacrilamida em pre-
senga de SD - (duodecil sulfato de s6dio). As



Ghilardi, A.C.R. et al

bactérias foram removidas'das placas de agar BHI
chocolate e ressuspensas em PBS, pH 7.2, a uma
concentragiio de 2,4 x 103 bactérias/ml (Mackfar-
land). Aliquotas de 1 ml dessa suspensdo foram
transferidas para tubos de Eppendorf (Sigma) e
centrifugados por tr€s minutos a 5.000 rpm (Micro-
fuge Incibras Spin III). Ao sedimento foi adiciona-
do 100 ul de PBS. A 10 ul da suspensdo concentra-
da adicionaram-se 10 ul de solugfio solubilizadora
contendo 4% de SDS, 2% de mercaptoetanol, 20%
de glicerol, 1.25M de Tris (hidroximetilaminome-
tano) (pH 6.8) e 0,1% de azul de bromofenol. As
amostras foram aquecidas por cinco minutos a
100° C. A eletroforese foi feita em um gel a 10%,
segundo metodologia descrita por Laemmli (7). O
estudo consistiu em comparar os perfis eletroforéti-
cos dos componentes bacterianos antes € apés um
ano de estocagem mantidos por diferentes proces-
sos de preservagio.

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(4), 1991

RESULTADOS

No estudo comparativo dos métodos de pre-
servacdio a viabilidade, pureza e andlise dos com-
ponentes foram avaliados apés um ano.

Avaliacio da viabilidade ~ A viabilidade das
bactérias lofilizadas assim como as conservadas
em migangas foram expressas pa mais alta dilui¢fio
capaz de apresentar crescimento bacteriano, como
podemos observar na tabela.

Avaliaciio da reprodutibilidade - A repro-
dutibilidade de bactérias conservadas em
migangas foi avaliada pela retirada simultanea das
micangas de uma partida. Pelo crescimento obtido
avaliou-se a capacidade efetiva de adesdio de um
nimero suficiente de bactérias &s migangas indi-
vidualmente, podendo-se atribuir a0 método uma
reprodutibilidade de 95% das migangas utilizadas
em uma partida, Quanto as bactérias conservadas

TABELA 1 - Avaliagio da viabilidade de bactérias conservadas por liofilizagdo e migangas (-70° C).

Liofilizagio * Preservagfio em migangas *
Cepas antes apds 1 ano antes apds 1 ano
H. aegyptius . :
ATCC-11116 5.6 x 108 bac/mi 8.7 x 106 bac/ml 2.4x 104 bac/ml 1.2 x 103 bac/ml
H. influezae 3.2 x 108 bac/ml 6.6 x 107 bac/ml 2.3 x 104 bac/ml 1.8 x 103 bac/ml
H. influenzae
biogrupo (aegyptius) 1.8 x 108 bac/ml 5.9 x 106 bac/ml 2.8 104 bac/ml 4.5x 103 bac/ml

+ quantidade aproximada de bactérias Liofilizadas por ampola;
* quantidade aproximada de bactérias aderida por miganga.

PE LG

~20

FIGURA 1 -Eleiroforese em gel de poliacrilamida de diferentes cepas de bactérias antes e apds os processos de preservagio.

Cepa de H. aegyptius padrio (1,2,3), Cepa epidemica H. influenzae biogrupo acgyptius (4,5,6) Cepa epidemica H. influenzae

biogrupo aegyptius (7,8,9) Cepa de H. influenzae padrdo. (10,11,12).
(1,4,7 ¢ 10) antes dos processos de preservagio.

(2,5,8 e 11) ap6s preservagio em migangas

(3,6,9 e 12) apés liofilizagdo

295



Ghilardi, A.C.R. et al

por liofilizagfo observou-se uma reprodutibilidade
de 100%.

Eletroforese em gel de poliacrilamida - A
andlise do perfil eletroforético dos componentes
bacterianos das diferentes cepas submetidas aos
diferentes métodos de preservagio (micgangas e li-
ofiliza¢fo) ndo apresentaram diferengas significa-
tivas quando analisadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida a 10%. As bandas protéicas fo-
ram evidenciadas pela coloragio por Coomassie
Blue (5).

Na figura podemos analisar o perfil eletrofo-
rético dos componentes bacterianos presentes nas
cepas utilizadas em nossos estudos antes de serem
subinctidas aos processos de preservagdo em
micangas e liofiliza¢fio. Podemos observar um au-
mento da intensidade de coloragio de compo-
nientes na regifo de 40 KDa (2).

DISCUSSAO

Microbiologistas necessitam preservar micror-
ganismos para fornecimento dos mesmos para in-
vestigagdes ou utilizagbes para finalidades diag-
ndsticas.

Uma grande variedade de técnicas sfio dis-
-poniveis para a preservagdo dos mesmo, tornando-
se dificil a escolha do método mais adequado, Esta
escolha dependera naturalmente de fatores impor-
tantes tais como manutengfo da viabilidade, con-
trole de mutagdes, pureza e freqiiéncia das utili-
zagOes das culturas (11).

De acordo com os resultados obtidos em nos-
S0s experimentos, a viabilidade e a pureza das bac-
térias estocadas por liofilizagfo preservaram-se de
forma satisfatéria confirmando os nossos estudos
prévios, onde caracteristicas antigénicas e imuno-
biolégicas foram analisadas (3).

O processo de liofilizagdo € um processo am-
plamente utilzado para preservacio de materiais
bioldgicos, incluindo microrganismos, fragdes san-
guineas, antibidticos, etc. A liofilizacio mantém
as propriedades do material estocado por muitos
anos sem a necessidade de acondicionamento es-
pecial. Entretanto, os laboratérios que necessitam
estocar microrganismos liofilizados necessitam
adquirir aparclhos de alto custo (liofilizadores).

Por outro lado as bactérias utilizadas em nos-
SOs experimentos estdo conservadas em migangas
ha um ano apresentando boa viabilidade, pureza e
conservando também as suas referidas carac-
teristicas antigénicas e imunobioldgicas (3). Essa
metodologia apresenta muitas vantagens sendo de
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facil manuseio, contornando-se o problema de des-
congelamento periddico das amostras.

Dados na literatura mostram a viabilidade de
bactérias em migangas sendo preservadas por lon-
gos periodos de tempo, além disso as micangas per-
mitem a utilizagfio das bactérias em experimentos
peri6dicos, evitando-se o subcultivo das mesmas o
que acarreta modificacdes estruturais das cepas.

Desse modo, bacterias do género Haemophi-
lus pode ser satisfatoriamente conservadas em
micangas a ~70°C. O método apresenta vantagens
por garantir a reprodutibilidade dos resultados
quando utilizados para diferentes propdsitos, é de
baixo custo e econdmico por nfo necessitar equi-
pamentos especificos.

SUMMARY
Preservation of genera Haemophilus bacteria

A wide variety of techniques is available for
the preservation of microorganisms and it may be-
come difficult to choose the most suitable for a
particular need.

We describe here a comparative study carried
out with: Haemophilus influenzae (biogroup aegyp-
tius), and H. influenzae b, preserved by processes
of lyophilization and by freezing in glass beads.

We have sucessfully préserved these microor-
ganisms over one year in glass beads similarily to
those lyophilized, but with advantages such as: the
method is simple to perform; many hundreds of
strains can be stored for long periods in a small
space; recovery of cultures is quick with little or
no disturbance of other stored cultures; only the
portion of culture removed is thawed whereas the
bulk the stock cultures remains frozen; the beads
thaw rapidly when placed on solid growth medium
and recovery is immediate.

Hitherto, in our experience good levels of via-
bility are maintained with the microorganisms on
glass beads preservation.

Key Words: Haemophilus, preservation,
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CAMPYLOBACTER JEJUNI E CAMPYLOBACTER COLI
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RESUMO

Foi realizado um estudo sobre o efeito que os meios dgar sangue cefoxitina, 4gar
Skirrow e 4gar Campy-BAP ¢ os métodos de obtengdo de microaerofilia que
empregam os principios da passivagdo do cobre, de envelopes geradores de gases
(Anaerocult C - Merck) e da evacuagfo do ar atmosférico e substituicio por uma
mistura de gases, exercem sobre o crescimento de estirpes de Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli, utilizando-se culturas puras ¢ suspensdes obtidas a partir da 4gua
de lavagem de 34 carcagas de frangos. ‘

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os métodos de obtengao de
microaerofilia no crescimento das amostras testadas, assim como no isolamento priméario
de Campylobacter termofilicos a partir de carcagas de frangos. O meio 4gar sangue
cefoxitina e o método de obtengio de microaerofilia da passivagio do cobre apresentaram
um bom rendimento, constituindo-se numa alternativa pritica e de baixo custo para o
isolamento destes microrganismos em laborat6rios de médios e pequeno porte.

Palavras-chave: Campylobacter termotolerantes, meios de cultura, microaerofilia.

INTRODUCAO

Campylobacter jejuni e Campylobacter coli
estdo entre os principais agentes de diarréia (5, 6,
12, 15, 16, 21, 23). O isolamento destes microrga-
nismos, requer ndo somente a utilizaco de meios
seletivos, como também uma atmosfera de micro-
aerofilia adequada. Vdrios meios seletivos tem
sido propostos, a maioria composto de uma base
rica adicionada de sangue de carneiro ou cavalo
suplementada com &8s ou mais antimicrobianos

(1, 4,7, 8, 20). Em vista da dificuldade de obter
sangue animal "no contaminado”, tem sido desen-
volvido mais recentemente, meios seletivos isen-
tos de sangue (2, 3, 10) adicionados de carvio e
suplementos enriquecedores e redutores. Por outro
lado, estes microrganismos s#o muito sensfveis ao
ar atmosférico, sendo inibidos na presenga de ele-
vadas tensdes de oxigénio. Embora varios méto-
dos de obtengdo de microaerofilia estejam bem pa-
dronizadas, a maioria é de dificil aplicagfio em
laborat6rios com poucos recursos materiais. As-

1. Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de Microbiologia;
2, Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina ~ Universidade Federal do Rio de Janeiro, 21.944, Rio de Janeiro, RJ,

Brasil.
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sim, métodos alternativos tem sido recomendados,
como o da passivagfio do cobre (11) e o da ‘arra
com vela (24), a fim de possibilitar a pesquisa
desses microrganismos em paises pouco desenvol-
vidos. Tendo em vista a comprovada relevancia de
C. jejuni e C. coli ¢ a crescente utilizag@o de méto-
dos alternativos por grande parte dos pesquisa-
dores em nosso meio, foi realizada wma avaliagfo
do meio seletivo dgar cefoxitina (13) e do método
da passivagfio do cobre (11) quanto a sua eficién-
cia no isolamento destes microrganismos a partir
de carcagas de frangos.

MATERIAIS E METODOS

1- Avaliaciio Quantitativa — A eficiéncia dos
meios seletivos dgar Skirrow (20), dgar Camp-
BAP (1) e 4gar cefoxitina (13) constituido de dgar
brucella, 5% de sangue de carneiro e cefoxitina
sodica (30pg/ml - Mefoxin, Merck-Sharp-Dohme)
¢ dos métodos de obtengdo de microaerofilia por
troca gasosa, pelo envelope gerador de gases e por
passivacgio do cobre no crescimento de Campylo-
bacter termofilicos, foi avaliada segundo a técnica
descrita por Miles, et al (17).

Microrganismos — Foram utilizadas cepas de
Campylobacter jejuni (CDG-G7 - Center for Dise-
ase Control), de Campylobacter coli (CDG-D145)
e 10 de Campylobacter termofilicos isoladas de
carcagas de frangos.

Preparo do Indculo — As estirpes de C. jejuni ¢
C. coli focram semeadas em caldo brucella (Merck)
¢ inoculadas a 37°C durante 48 horas em atmosfe-
ra de microaerofilia. As culturas obtidas foram pa-
dronizadas na turvagfio equivalente 3 metade do
tubo 1 da escala de MacFarland. A partir dessas
suspensdes, foram preparadas diluigbes decimais
até 10 em 4gua peptonada tamponada, pH = 7.0
+0.1(22).

Inoculacio nos Meios Seletivos — A partir das di-
luigBes 10-° e 106 foram semeadas 3 aliquotas de
20u1 na superficie de 3 placas de cada um dos
meios seletivos. Como controle foi utilizado dgar
brucella contendo 5% de sangue de carneiro sem
antibidtico. As placas foram inoculadas a 42°C,
durante 48 horas, em atmosfera de microaerofilia
obtida de acordo com descri¢iio a seguir. Para o
célculo das unidades formadoras de coldnias
(UFC) foram selecionadas as que apresentavam
entre 6 ¢ 60 coldnias em cada inéeulo.

Obtencio de Microaerofilia — Na técnica do en-
velope, foram utilizados envelopes Anaerocult C
(Merck), preparados segundo as instrugdes do fa-
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bricante ¢ jarras de anaerobiose do tipo GasPak. Na
técnica da troca gasosa, utilizou-se jarra de anae-
robiose do tipo GasPak, com capacidade de 3.5 1.
Ap6s a exaustdo parcial do ar (500mm de Hg) in-
troduziu-se na jarra uma mistura de gases, conten-
do 10,9% de H,; 9,9% de CO, e 79,2% de N,
(White Martins). Na técnica da passivagio do
cobre segundo uma modificago de Jurgensen (11),
utilizou-se como jarra os potes de Santa Marina,
Colorina, de 1700ml. As placas semeadas foram
colocadas na jarra, em posicfo invertida. Na parte
superior foi colocado o fundo de uma placa de Petri
forrado com papel absorvente. Em um recipiente, &
parte, recobriu-se 1.0g de 13 de ago (Bombril) com
15.0 ml de solugfo a 2.5% de sulfato de cobre pH
2.0. Apds esgotar o excesso de liquido a 13 de ago
foi imediatamente colocada sobre o fundo da placa
de Petri forrado com papel absorvente. Em um saco
plastico de 40 x 200mm, contendo 12.0ml de 4dgua
foi colocado um comprimido de Sonrisal (Sidney
Ross Co., Rio de Janeiro).

2- Avaliacdo Quantitativa — Os meios de
cultura seletivos e os métodos de obtengdo de mi-
croaerofilia foram avaliados quanto a eficdcia no
isolamento primdrio de C. jejuni e C. coli a partir
de carcagas de frangos pelo método da semeadura
direta.

Amostras — Foram analisadas um total de 34 car-
cagas de frangos recém abatidos coletadas em
abatedouros da cidade do Rio de Janeiro.

Preparo do Indculo ~ Foi utilizada a técnica de
ilavagem das carcagas segundo as recomendagdes
de Park et al (18) com algumas modificagoes. Para
cada frango de cerca de 1 a 2 kg foram utilizados
250ml de 4gua peptonada pH = 7.0 = 0.1 (22). A
suspenséo obtida apds a lavagem das partes inter-
nas e externas da carcacga, foi filtrada em uma ca-
mada dupla de gaze esterilizada e concentrada por
centrifugacio a 16.300 x g durante 20 minutos em
centrifuga refrigerada. O sedimento foi ressuspen-
so em 5.0ml de caldo brucella (Merck).
Inoculagiio nos Meios Seletivos — A suspensdo
ottida em caldo brucella foi semeada em triplicata
na superficie dos meios, que posteriormente foram
incubados a 42°C durante 48 horas, em microaero-
filia obtida através dos métodos descritos anterior-
mente.

Identificacdo das Estirpes de C, jejuni ¢ C. coli
Isoladas a Partir de Carcacas de Frangos — As
colonias com caracteristicas morfotintoriais de C.
Jejuni e C.coli, foram identificadas de acordo com
0 esquema proposto por Park et al (18). A diferen:
ciagfio entre as espécies foi realizada através do
teste de hidrélise do hipurato segundo Harvey (9).
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3- Avaliacio Estatistica — As diferengas entre
as UFC/ml encontradas no estudo quantitativo fo-
ram avaliadas através do teste de andlise da
varincia e pelo teste de Tuckey. Os dados obtidos
na andlise qualitativa foram avaliados pelo teste da
diferenga entre propor¢des para duas amostras (14).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A andlise da varifincia dos resultados obtidos
com culturas puras da cepa C. jejuni CDC-G7 ¢ as
10 cepas selvagens de Campylobacter termofilicos
isoladas de carcagas de frangos, revelou nfio haver
diferenga significativa (p > 0.05) com relagfio ao
efeito dos meios seletivos no crescimento destes
microrganismos. Por outro lado, quando foi utiliza-
da acepa C. coli CDC-D145, verificou-se uma ini- -
bigdo estatisticamente significativa no seu cresci-
mento (p < 0.05) O meio dgar Skirrow apresentou
menor efeito inibidor que o 4gar Camp-BAP, en-
quanto o dgar cefoxitina exerceu maior efeito inibi-
dor sobre esta cepa. Entretanto, a diferenca entre as
UFC/ml obtidas nestes meios foi inferior a 1 ciclo
logaritmico, 0 que em termos préticos ndo repre-
senta uma desvantagem com relagdo a espécimes
que apresentem elevados indices de contaminago.
Estas observagdes foram confirmadas avaliando-se
o rendimento destes meios em relagio ao Agar
sangue (controle). O 4gar Skirrow apresentou uma
recuperagio média de aproximadamente 97% da
células de C. coli, comparado a 84% do 4gar cefo-
xitina ¢ 87% do 4dgar Camp-BAP. De um modo
geral, pode-se concluir que os trés meios seletivos
testados apresentaram um bom rendimento com
relagfio ao crescimento de Campylobacter termo-
filicos, ndio exercendo efeito inibitério significati-
vo sobre estes microrganismos.
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Na andlise quantitativa entre os métodos de ob-
tenc@o de microaerofilia, foi verificado que os mé-
todos da passivagfio do cobre, do envelope gerador
de gases Anaerocult C ¢ da troca gasosa néo dife-
rem entre si quanto ao efeito sobre o crescimento
das cepas padrdo C. jejuni CDC-G7 (p > 0.05) e
C. coli CDC-D145 (p > 0.05) e das 10 cepas sel-
vagens isoladas de carcacas de frangos.

Os resultados obtidos a partir da analise quali-
tativa estfio apresentados na Tabela 1. A anilise
cstatistica revelou ndo haver difcrenga significati-
va (p > 0.05) entre o rendimento dos meios seleti-
vos ¢ dos métodos de obtencdo de microaerofilia
no isolamento primdrio de C. jejuni e C. coli a par-
tir de carcagas de frango recém abatidos através do
método da semeadura direta. -

A partir destes resultados conclui-se que a efi-
ciéncia dos meios no isolamento de Campylobacter
termofilicos a partir de espécimes que possuam
uma flora comtaminante muito rica, est4 relaciona-
da ao grau de seletividade de cada um deles. Assim,
o 4gar Camp-BAP mostrou-se mais eficiente no
sentido de inibir o crescimento da microbiota con-
taminante dos frangos, sendo C. jejuni e C. coli iso-
lados em cultura pura em vérias ocasides. Os meios
dgar Skirrow e 4gar cefoxitina se mostraram bem
menos seletivos, apresentando contudo um bom
rendimento. Uma vantagem do dgar cefoxitina foi
que ndo se observou crescimento invasor de Pro-
feus sp. cOmo comumente ocorria no dgar Skirrow,
dificultando o isolamento primdrio de C. jejunie C.
coli a partir de espécimes muito contaminadas,
como as carcagas de frangos. Resultados seme-
Ihantes £2ram isolados por Bolton et al (3) em
relagdo a eficéncia do meio Skirrow, verificando a
perda de 4 amostras positivas devido ao crescimen-
to invasor de Proteus sp. ¢ fungos saprofiticos. Por
outro lado, o fato do suplemento seletivo do 4gar

TABELA 1 - Comparagiio qualitativa entre 3 meios seletivos e 3 métodos de obtengfio de microaerofilia no isolamento primario de

Campylobacter termofilicos a partir de carcagas de frangos*,

Microaerofilia
Mg;os Troca Sistema Passivagio Total no. de
cultura gasosa Anaerocult C do cobre positivos (%)
no. de positivos
Skirrow 17(50,0) 18 (52,9) 16 (47,1) 21 (61,8)
Campy-BAP 22 (647) 23(67,7) 20 (58,8) 25 (73.5)
Cefoxitina 19 (55,9) 16 (47,1) 16 (47,1 20 (58.8)
Total 22 (64,7 24 (70,6) 21 (61,8)

*
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cefoxitina ser constituido por um antimicrobiano, a
cefoxitina, disponivel a nivel comercial em nosso
meio, como Mefoxin (Merck-Sharp-Dohme), torna
o0 seu preparo bastante accessivel, o que confirma
as observacoes de Levi (20).

Embora nenhuma diferenca estatistica signifi-
cativa tenha sido detectada entre os métodos de
obtengdo de microaerofilia, o do envelope Anaero-
cult C, apresentou maior rendimento. No entanto,
embora se constitua num método pratico, tem a
desvantagem de elevar o custo de cada andlise.
Baseado no principio da passivagio do cobre € nz
utilizacdo de antidcidos efervescentes, o sistema
proposto por Jurgensen (11) mostrou-se além de
simples e econdmico, bastante eficiente, confir-
mando as observacdes de Pennie et al (19).

Em sintese, a utilizagfo do meio 4gar cefoxi-
tina ¢ do método da passivacio do cobre constitui-
se numa alternativa simples e econdmica para o
isolamento de C. jejuni e C. coli a partir de espé-
cimes que apresentem um elevado nivel destes mi-
crorganismos.

SUMMARY

Evaluation of cefoxitin medium and the
microaerophilic environment produced by a
combination of iron, copper and sodium
bicarbonate for the culture of Campylobacter
Jjejuni e Campylobacter coli,

Campylobacter jejuni is a common cause of
diarrhea all over *he world. The standard method
for isolating C. jejuni and C. coli requires several
special conditions, as blood agar made selective
with the addition of three to five antimicrobial
agents, and an incubation in a microaerophilic en-
viroment, which turns such procedure expensive
and cumbersome for many laboratories. In the
present study it was evaluated quantitatively the
relative ability of a commercial gas generating en-
velop (Anaerocult C - Merck), the evacuation re-
placement technique and a combination of iron,
copper and sodium bicarbonate (Jurgensen, Rev.
Bras. Pat. Clin. 17, 1981), to produce a satisfactory
enviroment for the culture of termophilic campylo-
bacters on three selective media, Skirrow, Campy-
BAP and a blood agar made selective with the ad-
dition of 30 pg/ml of cefoxitin (cefoxitin medium)
(Mefoxin - Merck Sharp Dhome). For the econo-
mical method to obtain microacrophilic atmos-
phere described by Jurgensen, (11), we used inside
a glass container of 1,7 L, as performed by the au-

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(4), 1991

thor, one botton of petri dish containing fine steel
wool, previously soaked in a 2,5% aqueous solu-
tion of copper sulphate and a plastic bag contai-
ning an effervescent antiacid tablet (Sonrisal or Al-
kaSeltz) and 12,0 ml of tap water. The reaction of
a fine steel wool and copper suphate provided ap-
propriate oxygen concentration (5 to 7,5%) and the
effervescent antiacid tablet containing bicarbonate
increased carbon dioxide concentration up to 5%.

In the quantitative study each half of a plate
was inoculated with three drops (201 each) of the
standardized suspension prepared from pure cul-
tures of two reference strains and ten wild straing
isolated from chickens. After incubation at 42°C
for 48 h the results were reported as the number of
CFU/ml. The analysis of variance showed that
none statistical difference were observed between
the three selective media and microaerophilic sys-
tems in relation to the growth of C. jejuni refer-
ence strains, 10 wild strains and on the isolates
from chickens. Nevertheless, a small interference
of the selective media was observed in relation to
the growth of C. coli reference strain.

In the qualitative study, 34 chicken carcasses,
were analysed for the primary isolation of termo-
philic campylobacters. The statistical analysis
showed that the rates of isolation on the three se-
lective media and three microacrophilic systems
were not statistically significant.

Our results show that cefoxitin medium and
the microaerophilic environment produced by a
combination of cooper, iron and sodium bicarbo-
nate could be an excellent alternative for isolating
C. jejuni and C. coli.

Key Words: termophilic Campylobacter, culture
media, microaerophilic environments.
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EFFICACY OF DIRECT PLATING AND SELECTIVE ENRICHMENT MEDIA FOR
DETECTING CAMPYLOBACTER JEJUNI IN FRESH EVISCERATED WHOLE
MARKET CHICKENS - SAO PAULO - BRAZIL

Sirdéia Maura Perrone Furlanetto!
Dirceu do Nascimento?

Maria Lucia Cerqueira-Campos!
Setastidio Timo Iarial

SUMMARY

Two methodologies were evaluated to determine the need of selective enrichment
in the isolation of Campylobacter jejuni from whole chicken carcasses. They were
direct selective media on Campy-BAP (CBAP) and vancomycin, trimethoprim
polymyxin B-ferrous sulfite, sodium metabisulfite and sodium pyruvate (VTP-FBP)
agars and selective enrichment in Doyle-Roman (DR) and Preston (P) broths followed
by direct selective media on CBAP and VTP-FBP agars. The results were compared
using the x2 test at significance level of 5%. No statistically significant differences
were found between the two plating media or after enrichment in DR and P broths
with subsequent plating on CBAP agar. DR and P broths combined with VIP-FBP
agar showed a statistically significant difference in relation to all the other procedures,
except between P/CPAB and P/VTP-FBP. DR/VTP-FBP was the least effective
combination. DR/CBAP was the best among all combinations and statistically was as
efficient as CBAP and VTP-FBP isolation agars. Considering the lack of statistically
significant difference between the enrichment procedure and direct selective plating
method, we conclude that there is no need for using enrichment broth for recovering
C. jejuni from chickens carcasses.

Key Words: Campylobacter jejuni, chicken, enrichment and selective solid media,
isolation.

INTRODUCTION

In the last few years Campylobacter jejuni has
been recognized as an important cause of acute
bacterial gastroenteritis in humans (3.4,6,14,21).
Several workers (20,21) have reported its isolation
from 5-14 percent of patients with diarrhoea and
from 1 percent of asymptomatic persons. Campy-
lobacter enteritis is a cosmopolitan disease, parti-

cularly prevalent in tropical developing countries
(4,8). It is found to be more frequently in the sum-
mer months in temperate climates (3,6,14,15).

As Campylobacter species are widespread in
the animal kingdom, cats, dogs, sheep, pigs, and
especially poultry may constitute a source of hu-
man infection (12). A number of studies have
shown the presence of this organism in the caeca
or faeces of healthy chickens (5,23) and in raw

1. Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo - Caixa Postal 4365 -

CEP 01000, Sdo Paulo, SP, Brasil.

2. Departamento de Nutri¢io da Escola de Farmdcia - Universidade Federal de Ouro Preto, CEP 35400 - Ouro Preto, MG, Brasil.
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foods of animal origin, particularly retail poultry
products (5, 15,17,22,23).

Grant et al (10) isolated C. jejuni from the rec-
tal contents of 83% of the broiler chickens ob-
tained from a live poultry market in New York
city. The high counts observed (4.4 x 106 organ-
isms per g of faeces) together with the known abili-
ty of the organism to survive at normal refrigera-
tion temperatures, led them to state that in every
home in which raw chicken meat is handled, the
occupants are exposed to Campylobacter infection,

Smith & Muldoon (22) isolated C. jejuni from
5.3% of chicken carcass samples obtained at retail
outlets. This low recovery rate could be due to the
long period of sample storage prior to analysis
(17). On the other hand, higher recovery rates of
C. jejuni from chickens varying from 23 to 91%
have been reported (5,11,12,17,19,23).

Early isolation methods included direct pla-
ting procedures, developed to recover C. jejuni
from faecal specimens, where the organism is
present in relatively large numbers (3,6,14,21). In
view of the low numbers present in foods, several
enrichment broths and direct isolation media have
since been formulated and evaluated for the detec-
tion and enumeration of this organism in foods
(2,9,17). However, most of the methods that have
been proposed. for use in foods have limitations
such as being ineffective in recovering small num-
bers of Campylobacter or being time consuming
(3,18). A number of isolation media and enrich-
ment broths are now officialy recommended for
detecting C. jejuni in foods (7,24,25).

The present study was undertaken to compare
2 direct plating media and 2 enrichment broths for
their suitability in the detection of C. jejuni in
naturally contaminated pouliry, and to determine
wether the use of an enrichment procedure was
actually needed.

MATERIALS AND METHODS

Samples — A total of 42 eviscerated whole
chickens, each one purchased at a different retail
outlet in the City of S@io Paulo, Brazil, were exami-
ned for the presence of C. jejuni. The chicken car-
casses were transported to the laboratory in
insulated coolers immediately after purchase and
bacteriologically examined within less than two
hours after collection.

Media — Two selective isolation media were
evaluated: Campy brucella agar (Campy-BAP,
CBAP) (7) and Vancomycin, trimethoprim, poly-
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myxin B - ferrous sulfite, sodium metabisulfite
and sodium pyruvate agar (VTP-FBP agar). VTP-
FBP agar is an enrichment broth described by
PARK et al (18) complemented with 1.5% agar.
Two selective enrichment media were also eval-
uated for their suitability to recover C. jejuni from
eviscerated whole chickens: Doyle and Roman
(DR) broth (9) and Preston (P) broth (7).

Microaerophilic incubation — All plates and
culture flasks were incubated in anaerobic jars
(BBL) under microaerophilic conditions created by
introducing CampyPak II (BBL) gas generating en-
velopes. The final gas mix was 5% 0, and 10% CO,,.
Preparation of samples — Each chicken was
washed by shaking and massaging in a sterile plas-
tic bag containing 250 ml of nutrient broth (Dif-
co). The washings were filtered through a double
layer of sterile cheesecloth, and centrifuged at
16,300 x g for 20 min. at 4°C. The supernatant
was poured off, and the pellet ressuspended in 5
ml of brucella broth (Difco). Portions of this con-
centrate (50 x) were used to inoculated either the
direct selective media or the enrichment broths for
the enrichment-plating procedure (7).

Direct selective plating — From the concen-
trate obtained as described above, 3 loopfuls were
asseptically transferred to the surface of CBAP and
VTP-FBP agars, in duplicate, and streaked across
the plates to obtain isolated colonies. Each inocu-
lated plate was incubated under microaerophilic
conditions at 42°C for 48 h. After incubation, at
least three colonies from each plate were examined
by the Gram stain, and by phase contrast microsco-
py for typical morphology and darting motility.
Suspect colonies were cultured in semisolid bru-
cella medium aerobically at 37°C for 24 h (7) and
then subjected to confirmatory biochemical tests.

Enrichment-selective-plating procedure -
Following inoculation for the direct selective plat-
ing, the remaining concentrate was divided into two
equal portions of which one was transferred toa 125
ml Erlenmeyer flask containing 100 ml of DR broth
(7,9) and the other to a 125 ml Erlenmeyer flask with
100 m1of P broth (7). The inoculated flasks were in-
cubated under microaerophilic conditions at 42°C
for 48 h. After incubation, a loopful of each enrich-
ment broth culture was streaked on the surface of
CBAP and VTP-FBP agers, in duplicate, and the
plates incubated under microaerophilic conditions
at 42°C for 48 h. After incubation the procedure
described for direct selective plating was followed.

Identification of the colonies — Presumptive
colonies showing Gram negative rods, and motile
cells with a corkscrew motion by phase-contrast
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microscopy were confirmed as C. jejuni by the fol-
lowing biochemical tests: oxidase and catalase
production, nitrate reduction, tolerance for 1% gly-
cine, failure to grow at 3.5% NaCl, growth at 42°C
but not at 25°C, growth inhibition of nalidixic
acid, cephalothin resistance (7) DNA (16) and hip-
purate (7) hydrolysis and H,S production (16).
The identification of C. jejuni biotypes was carried
out according to the scheme reported by Lior (16).

Statistical methods — To test the equivalence
of the procedures used in this study, the data were
analysed by the X2 test (1) at a significance level of

%.

RESULTS AND DISCUSSION

The present study, using the direct selective
plating method and/or the selective enrichment
procedure, found that 23 (54,7%) out of 42 eviscer-
ated chicken samples analysed, were positive for
C. jejuni. Similar results were obtained by Park et
al (17) (32-62%), Lammerding et al (13) (38.2%),
and Wesley et al (28) (50%).

Table 1 summarizes the results obtained from
the samples plated directly on CBAP and VTP-
FBP agars, and after enrichment in DR and P
broths. By the direct selective plating procedure,
C. jejuni was recovered from 13 (31%) and 11
(26.2%) of the samples plated on CBAP and VTP-
FBP isolation agars, respectively.

After enrichment in DR and P broths with
subsequent plating on CBAP agar, C. jejuni was
recovered from 16 (38.1%) and 8 (19%) samples,
respectively. On the other hand, using enrichment
in DR and P broths combined with VTP-FBP agar
1(2.4%) and S (12%) samples were positive for C.
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Jejuni, respectively,

Table 2 shows the statistical equivalence at the
5% level of the six isolation procedures tested for
isolating C. jejuni. They are listed from greatest to
least (left to right) according to their C. jejuni re-
covery rate, and those that are equivalent at the
level are underscored by the same line. With the di-
rect selective plating procedure no significant dif-
ference was observed in the effectiveness of CBAP
(P;) and VTP-FBP (P,) agars. Among the enrich-
ment selective plating procedures DR/CBAP (P,)
was the best (38.1%) of all combinations and sta-
tistically as efficent as CBAP (31%) and VTP-FBP
(26.2%) isolations agars. The P/CBAP (P5) combi-
nation also showed no statistical difference with
the direct selective plating procedure.

Since CBAP and VTP-FBP agars gave equiv-
alent results by the direct selective plating one
would expect similar results after enrichment with
DR or P broths. However its was found that the as-
sociation DR/VTP-FBP (P,) and P/VTP-FBP Py
gave a recovery rate as low as 2.4 and 12% respec-
tively, resulting in the least effective combinations
and showing a statistical difference in relating to
the direct plating procedure. This result may indi-
cate the possiblity of some inhibition when VTP-
FBP agars is combined with DR and/or P broths.

Further studies envolving the use of these and
other selective solid media combined with diffe-
rent broths are requirid to fully ascertain the sig-
nificance of some of these results.

C. jejuni strains isolated from the positive
samples were biotyped according to Lior's scheme
(16). Among 23 positive samples of C. jejuni bio-
type I was most common, isolated from 10
(43.5%) samples, followed by biotype I (30.4%)
and both biotypes I and II (26%).

TABLE 1 - Isolation of C. jejuni strains from 42 fresh eviscerated whole chicken samples, by the direct selective plating method

and selective enrichment procedure.

N2 of N2 and % of C. jejuni — positive samples by:
. Direct Plating? Entichment?
chicken
CBAP VTP-FBP DR/CBAP DR/VTP-FBP P/CBAP P/VTP-FBP
samples
tested
Ne % N 9 N % N % N % N2 %
42 13 31.0 11 262 16 381 1 24 8 19.0 5 120

CBAP, (Campy-BAP agar) (7); VTP-FBP agar (VTP-FBP broth (18) added of 1.5% agar): selective isolation agars.
DR, Doyle and Roman enrichment broth (9) and P, Preston enrichment broth (7) combined with CBAP and VTP-FBP agars.
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TABLE 2 - Isolation procedure listed from greatest to least
with respect to Campylobacter jejuni recovery for each
procedure,

There are six procedure as follows

CODE. PROCEDURES

P CBAP, (Campy-BAP) (7)

0y VTP-FBP agar (VTP-FBP broth (18) added of 1.5%
agar

Py Doyle and Roman enrichment broth (9) combined
with CBAP

Py Doyle and Roman enrichment broth combined with
VTP-FBP agar

Py Preston enrichment broth (7) combined with CBAP

Pg Preston enrichment broth (7) combined with
VTP-FBP agar

PA PL P2 PS P6 P4

Procedure that are underscored by the same line do not differ
significantly at the o = 0.05 level.

The overall results in the present study indi-
cated that, in view of the lack of a statistically sig-
nificant difference between the enrichment proce-
dure and direct selective plating method (which
was in many instance superior in effectiveness),
there is no need for the use of enrichment broths
for recovering C. jejuni from whole chickens.

RESUMO

Campylobacter jejuni em carcagas de frangos,
avalia¢@io da eficiéncia de meios de
plagueamento e enriquecimento seletivo
no seu isolamento

Com o fim de se testar a necessidade de enri-
quecimento seletivo para o isolamento de Campy-
lobacter jejuni a partir de carcacas de frangos, fo-
ram empregadas duas metodologias, o
plaqueamento direto em dgar Campy-BAP (CBAP)
e dgar Vancomicina, trimetoprim, polimixina B -
sulfato ferroso, metabissulfito de sédio e piruvato
de sédio (VTP-FBP) e o enriquecimento seletivo
em meio de Doyle-Roman (DR) ¢ de Preston (P).
Os resultados obtidos foram comparados es-
tatisticamente através do teste do x2 fixando-se em
5% o nivel de rejeicio. A significAncia das dife-
rengas dos resultados obtidos, entre os dois meios
de plaqueamento direto CBAP ¢ dgar VTP-FBP ou
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ap0s o enriquecimento seletivo nos meios de DR e
P seguidos do plaqueamento em dgar CBAP, evi-
denciou nio existir diferengas significativas. As
combinagdes dos meios de enriguecimento seletivo
DR e P com o 4gar VTP-FBP, mostraram haver di-
ferencas estatisticamente significantes em relagfio
aos demais procedimentos, exceto entre as asso-
ciagdes P/CBAP ¢ P/VTP-FBP. A combinacfio DR/
VTP-FBP mostrou ser a menos eficiente. A DR/
CBAP foi a que apresentou melhores resultados
frente as demais associagfes e estatisticamente foi
tdo eficiente quanto os meios de plaqueamento di-
reto. Considerando-se que os resultados estatisticos
mostraram nfio haver dife-rencas significantes en-
tre a uiilizagdo do plaqueamento direto e o enrique-
cimento seletivo, concluimos nfio haver necessi-
dade do enriquecimento seletivo para o isolamento
de C. jejuni a partir de carcacas de frangos.

Palavras-chave: Campylobacter jejuni, frangos,
meios de enriquecimento seletivo, meios de pla-
queamento, isolamento.
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RESUMO

Entre abril de 1988 ¢ maio de 1990 foram isoladas 81 amostras de Neisseria
gonorrhoeae de pacientes atendidos em laboratérios publicos e privados. Dentre os
isolados, 54,32% foram resistentes a penicilina, 43,21% 2 ampicilina, 7,41% a
cefalotina, 4,94% 2 eritromicina, 24,69% 3 estreptomicina, 7,41% & gentamicina e
69,14% A tetraciclina. Trés amostras produziram 3-lactamase, representando uma
ocorréneia de 3,7% de Neisseria gonorrhoeae produtora de penicilinase na populagfio

estudada.

Palavras-chave: Neisseria gonorrhoeae, agentes antimicrobianos e 8-lactamase.

INTRODUCAO

Neisseria gonorrheae é um patégeno obri-
gatério do homem com propriedades estruturais
para colonizar o epitélio colunar. A infecgiio por
este microrganismo é a causa mais comum das
uretrites. No entanto, a localizagiio da infecgio
no trato geniturindrio, na maioria dos pacientes,
ndo € exclusiva, podendo determinar também in-
fecgdo no reto e faringe, artrite séptica e oftalmia
neonatal (14).

Isolados clinicos de N. gonorrhoeae, obtidos
nos wltimos 40 anos, t&m apresentado progressiva
resisténcia aos agentes terap@uticos, resultando no
abandono de algumas drogas e marcante aumento
nas doses de penicilina e tetraciclina (6). Segundo

o Centers for Disease Control (CDC), em 1976
haviam sido isoladas amostras de N. gonorhoeae
produtoras de penicilinase (NGPP) em 11 dife-
rentes paises, ¢ em 1977, foram confirmados por
este Centro, casos em Nova York ¢ em outros 16
estados americanos (4). Recentemente, também
tem sido descrita resisténcia a drogas alternativas
para terapia das NGPP (1, 8, 27).

Com o reconhecimento da resisténcia do go-
Nococo aos antimicrobianos, testes de.sensibili-
dade para este microrganismo foram requeridos.
No entanto, os procedimentos e critérios de inter-
pretagdo que estavam sendo utilizados eram pa-
dronizados para testes com bactérias de crescimen-
to répido, e sdo considerados de valor questionsvel
para microrganismos fastidiosos (10). Como

1. Depto. Microbiologia e Parasitologia — Centro de Ciéncias Biolégicas Universidade Federal de Santa

Catarina Caixa Postal — 476 — 88.049 Floriandpolis ~ SC
Laboratério Médico Santa Luzia Florian6polis — SC
Depto Auténomo de Satide Piblica Florianépolis — SC
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exemplo, o National Committee for Clinical La-
boratory Standards (NCCLS) recomendava, para a
nenicilina que as amostras de N. gonorrhoeae com
didmetro do halo de inibigdo maior ou igual a 20
mm fossem considerados sensiveis € aquelas com
didmetro menor ou igual a 19 mm, resistentes. Po-
rém, este critério era valido somente para amostras
NGPP e ndo para amostras com resisténcia cro-
mossOmica (10). Por esta razdo, o CDC passou a
preconizar que amostras com didmetro de halo
menor ou igual a 25 mm sejam consideradas resis-
tentes (5, 7).

Recentemente, o NCCLS, através do seu
"Subcomitee on Antimicrobial Susceptibility Test-
ing", padronizou para o teste de difusfio os crité-
rios de interpretagfio a penicilina (halo menor ou
igual a 26 mm, resistente), A espectinomicina (halo
menor ou igual a 14 mm, resistente), a ceftriaxone
(halo menor ou igual a 34 mm, resistente) e 3 te-
traciclina (halo menor ou igual a 30 mm, resis-
tente). Assim como, critério de halo menor ou
ignal a 19 mm para resisténcia mediada por
plasmidio para a penicilina e tetraciclina (13).

Considerando a magnitude do problema, e
uma vez que em nosso meio nfo sfo realizados
com freqiiéncia testes de sensibilidade padroniza-
dos com amostras de N. gonorrhoeae, este traba-
1ho teve por objetivo verificar o espectro de sensi-
bilidade dos gonococos isolados e testar a
produgfio de penicilinase das amostras que apre-
sentaram resisténcia a penicilina,

MATERIAL E METODOS
Amostras de gonococos

Os gonococos foram obtidos de pacientes aten-
didos em laboratérios privados e piblicos de Flo-
riandpolis (SC), no periodo de abril de 1988 a maio
de 1990. Foram estudadas 81 amostras de gonoco-
cos, sendo 66 isoladas a partir de pacientes do sexo
masculino (64 de exsudato uretral, uma da orofa-
ringe e uma do liquido sinovial) e 15 do sexo femi-
nino (material coletado do cérvice). Os espécimens
foram obtidos com auxilio de "swab" de algodio
estéril, exceto o liquido sinovial que foi por
pung¢do, e inoculados diretamente em placas con-
tendo meio de Thayer-Martin. As culturas foram
incubadas em microaerofilia (5-10% CO,) a 36°C
por 24 a 48 horas e posteriormente transportadas ao
Departamento de Microbiologia ¢ Parasitologia da
Universidade Federal de Santa Catarina, onde fo-
ram analisadas. As amostras, isoladas e identifica-
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das, foram mantidas em meio semi-s6lido enrique-
cido ¢ estocadas a temperatura ambiente (24).

Antimicrobianos
Teste de sensibilidade a agentes antimicrobianos:

A sensibilidade a antimicrobianos foi verifica-
da pelo teste de difusio das drogas impregnadas em
discos, no meio de cultura(3). O meio utilizado foi
0 dgar chocolate suplementado (suplemento VX,
Laborclin), usando-se como base o dgar GC (Dif-
co). O in6culo foi uma suspensio de gonococo em
solugdio fisiologica estéril (0,09%) com turvago
correspondente a aproximadamente 107 a 108
UFC/ml. A semeadura nas placas foi realizada com
auxilio de "swab" de algodao esterilizado, O
didmetro do halo de inibi¢go foi medido apés a in-
cubacdo nas condicGes descritas anteriormente. O
teste foi realizado com a ampicilina, cefalotina,
eritromicina, estreptomicina, gentamicina, penicili-
na e tetraciclina.

Teste de producgdo de f-lactamase

Para as amostras, que no teste de sensibili-
dade apresentaram os valores dos diimetros dos
halos de inibicfio iguais ou inferiores a 19 mm
para a penicilina, foi verificada a produgfo de B-
lactamase através do método acidométrico (29).
Para isso, foram dissolvidos 250 mg de ampicilina
sédica (Fontoura Wyeth) em 1,0 il de tampio
fosfato contendo 0,8% de cloreto de potdssio
(peso/volume) e 0,1% de vermelho de fenol
(solucdo de cor vermelha). No momento do uso,
para cada 20 pl da solugfio acima, adicionavam-se
mais 100ul do tampio fosfato e 30 pl de uma sus-
pensdo espessa do gonococo, também preparada
no mesmo tampdo. Os tubos foram agitados e in-
cubados a 37°C em banho de dgua e observados a
cada 30 minutos durante 3 horas. Quando ocorreu
a mudanga de cor para amarelo a prova foi consi-
derada positiva, sendo negativa com a permanén-
cia da cor vermelha.

RESULTADOS

Os resultados dos testes de sensibilidade das
81 amostras de Neisseria gonorrhoeae obtidas du-
rante este estudo estfio sintetizados na Tabela 1.

Trés amostras resistentes 3 penicilina e 7 re-
sistentes & tetraciclina apresentaram halo de ini-
bigcdio menor ou igual a 19 mm. Aquelas 3 resis-
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TABELA 1 - Sensibilidade de 81 amostras de Neisseria
gonorrhoege a antimicrobianos.

Agentes Amostras
Antimicrobianos Resistentes (%)

Penicilina 54,32%
Ampicilina 43,21%
Cefalotina 7.41%
Eritromicina 4,94%
Estreptomicina 24,69%
Gentamicina 7,41%
Tetraciclina 69,14%

TABELA 2 - Modelo de resisténcia das 3 amostras de Neisse-

ria gonorrhoeae produtoras de penicilina.

Amostras Antibiograma

MIP 89027  Amp® Ceff Er™ Es* Gent™ Pen® Tet™
MIP 89031  Amp® Ceff E/™ Es* Gent™ Pen® Tet®
MIP 90012  Amp® Cef' Er¥f Es* Gent™ Pen®’ Tetl

ientes a penicilina e diferenciadas por este critério
foram também resistentes aos outros 8-lactdmicos
testados e a estreptomicina, sendo uma delas ainda
resistente & tetraciclina e outra 2 eritromicina e te-
traciclina (com halo de inibi¢io menor que 19
mm) (Tabela 2). As 3 amostras foram testadas
quanto a produgfo de f-lactamase e foram positi-
vas, representando uma coeréncia de 3,7% de
NGPP na populagao estudada.

DISCUSSAO

A habilidade do gonococo para adquirir resis-
téncia aos antimicrobianos é reconhecida desde a
introdugfio dessas drogas para uso clinico (19, 22).
A penicilina tem sido a droga escolhida para o
tratamento das infecgdes por N. gonorrhoeae des-
de a década de 40. Porém em 1957 algumas amos-
tras de gonococo ji apresentavam resisténcia 20
vezes maior que em 1944 (22). Em 1972 o sucesso
terapCutico s6 foi obtido com uma dose 50 vezes
maior que a inicial (20).

Atualmente, além dos altos niveis de resistén-
cia 4 penicilina, os gonococos também estdo
adquirindo resisténcia a outras drogas de primeira
linha (10). No estudo realizado por Conde-Glez et
al. (8), 34,4% das amostras isoladas foram resis-
tentes a penicilina, 33,4% a ampicilina, 39,0% a
eritromicina e 41,3% 4 tetraciclina. Entre as amos-
tras testadas por Ng et al. (21), 10,9% foram resis-
tentes & penicilina, 78% a tetraciclina, 51% 2 es-
treptoricina e 37% a cefalotina.
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Os resultados encontrados neste estudo, tam-
bém mostraram altos percentuais de resisténcia
dos gonococos aos antimicrobianos, nos casos que
foram utilizados os critérios de sensibilidade
descritos por Joncs et al. (13). No entanto, a refe-
réncia acima n#o inclui a padronizagfo 2 eritromi-
cina, A estreptomicina, & cefalotina e 3 gentamici-
na. Para estas drogas, foram utilizadas os critérios
padronizados para testar bactérias comuns e de
crescimento rapido (2,3), ¢ os resultados foram
distintos dos descritos na literatlura, j4 que nossas
amostras mostraram-s¢ mais sensiveis.

Ainda com referéncia ao antibiograma, os re-
sultados obtidos indicaram que a ampicilina foi
mais efetiva com as amostras isoladas do que a pe-
nicilina. Estes dados concordam com os descritos
por Thorsberry et al (26), no entanto, s3o distintos
daqueles encontrados por Coovadia er al (9). E
possivel que essas diferengcas decorram de
mutagdes nos "loci" pen A, mtr, pen B ¢ Env, que
podem conferir niveis distintos de resisténcias
para as drogas citadas (25).

Concomitantemente 4 progressiva resisténcia
cromossdmica A penicilina, vem aumentando tam-
bém a propor¢do de amostras NGPP em vdrias
partes do mundo (15, 23). Em Lisboa, a presenca
de NGPP aumentou de 1,1% em 1983, para 19,2%
em 1985 ¢ 27% em 1987 (28). Em Zurique a
freqiiéncia aumentou de 1,7% em 1981 para 6,7%
em 1985 (11). No Brasil, somente na década de 80
foram relatados os primeiros casos de NGPP. Em
Recife a freqiiéncia aumentou de 1,4% em 1983
para 8,3% em 1986 (18). Além de Pernambuco,
também foram descritos casos em Brasilia (12) e
Sdo Paulo (16). Neste trabalho, a ocorréncia de
NGPP foi de 3,7% na populagfio estudada, resulta-
do inferior aos encontrados por outros autores em
estudos realizados na mesma época. No entanto,
segundo Magalhdes (17), somente em 1983 foi
descrito o primeiro caso de urctrite por NGPP no
Brasil, ao passo, que na maioria dos paises onde
os indices sfo mais elevados, as linhagens NGPP
surgiram ja no final da década de 70.

Considerando-se que em nosso Pais estfio pre-
sentes todos os fatores de natureza demografica,
econdmica, social ¢ comportamental que favorecem
a disseminagdo das NGPP, ser necessario o estabe-
lecimento de um programa de controle das Doengas
Sexualmente Transmissiveis, que inclua a monitori-
zago da sensibilidade das amostras de gonococos e
pesquisa de NGPP. Assim, seria possivel orientar
uma prescri¢io antimicrobiana apropriada, evitan-
do-se dessa forma dados mais alarmantes do que os
atualmente notificados em paises desenvolvidos.
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SUMMARY

Resistance to antimicrobial agents of
Neisseria gonorrhoeae strains isolated at
Floriandpolis, Santa Catarina

Eighty one Neisseria gonorrhoeae. strains
were obtained from public and private laborato-
ries, throughout the period from April 1988 to
May 1990. Specimens were plated directly onto
Thayer-Martin medium and incubated at 36°C
under carbon dioxide (5-10%) atmosphere during
24-48 h. All strains isolated were maintained in a
semi-solid medium and stored at room tempe-
rature.

Sensibility to seven antimicrobial agents was
determined by the disk diffusion agar method.
This test was performed on chocolate agar pre-
pared with GC agar base and 1% VX as a supple-
ment. The inoculum was produced as a suspension
of gonococci in physiological salt solution pre-
pared at turbidity equivalent to 107 -108 CFU/ml.
A swab was used to inoculate Neisseria over the
surface of the -medium in agar plates. The results
obtained with these isolates were as follows:
54,32% were resistant to penicillin, 43,21% to am-
picillin, 7,41% to cephalothin, 4,94% to erytromy-
cin, 24,69% to streptomycin, 7,41% to gentamicin
and 69,14% to tetracycline. Strains that appear re-
sistant to penicillin inhibition zones smaller than
20 mm were tested for penicillinase production by
an acidometric method. This test is based upon a
color change showed by a pH indicador when acid
is produced from the splitting of ampicillin to pe-
nicilloic acid. Sodium ampicillin was added in a
buffer-salt solution containing 0,8% potassium
chloride and 0,01% phenol red to a concentration
of 250 mg/ml. Immediately before testing, 20ul of
ampicillin (250 mg/ml) were added in 100yl of
buffer, previously to the addition of 30 pl of a
thick suspension of gonococci made in the same
buffer. Tubes were shaken and incubated at 37°C
in a water bath. They were observed at 30 minutes
intervals and the definitive reading was made after
3h. The test was considered positive or negative
when a yellow or red color appeared, respectively.
Three strains were B-lactamase producers, repre-
senting an occurrence of 3,7% off penicillinase-
producing Neisseria gonorrhoeae in the studied
population.

Key Words: Neisseria gonorrhoeae, antimicro-
bial agents, 8- lactamase.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF A NEW PARA-CHLOROPHENOL
DEGRADING STRAIN OF PSEUDOMONAS FROM SAMPLES OF NATURAL

WATERS
Sonia Korol
Patricia Natale
Juan Moretton
Pilar Santini
Miguel D'Aquino
SUMMARY

Five para-chlorophenol degrading bacteria were isolated from samples of natural
waters. All the strains isolated were Gram negative rods, and oxidase positive.
Evidence of the fast and complete mineralization of para-chlorophenol was obtained
only for a strain of the genus Pseudomonas (strain CS2).

Parameters associated with growth rate, concentration of para-chlorophenol,
toxicity, and xenobiotic biodegradation were studied for this new indigenous strain.

The support of growth by diverse organic chemicals is reported. Growth rate and
removal of the substrate under study were determined simultaneously. Degradation of
para-chlorophenol by strain CS2 was shown to be complete. No toxic effect of the
undissociated form of para-chlorophenol was observed when the removal of this
compound was tested at different pH. Removal of target substrate from mixtures
containing alternative carbon source demonstrated the possibility of concurrent
growth. Changes in the biodegradation rates have been observed in microbial

populations pre-exposed to para-chlorophenol.

Key Words: Para-clorophenol, degradation, Pseudomonas

INTRODUCTION

Para-chlorophenol (p-CP) is a common estu-
arine pollutant resulting from chlorination of do-
mestic waste water, pulp mills, chemica! and tan-
nery industrial effluents, and the breakdown of
such biocides as 2-4-dichlorophenoxyacetic acid
and pentachlorophenol (10). Because of the wide-
spread occurrence of p-CP, a certain amount of
this haloorganic compound may enter the environ-
ment in a number of ways. This phenol derivative
is toxic to a wide spectrum of organism resulting

in a serious environmental pollution. Although, a
variety of physicochemicals techniques is availa-
ble for the cleanup of soil and surface water, inter-
est in the use of microbial biodegradative activity
is growing (7,8). There is, therefore a need to de-
velop a microbial technology in order to remove
the contaminants "at source”,

Only a few microorganism able to degrade
chlorinated phenols have been described. Among
them, some strains of the genera Pseudomonas,
Alcaligenes, and Aspergillus are capable of utiliz-
ing chlorobenzoate and chlorophenols as the

Cétedra de Higiene y Sanidad. Facultad de Farmacia y Bioquimica.

U.B.A. Junin 956 - 1113 - Buenos Aires. Argentina.
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unique source of carbon and energy (12). Pseudo-
monas B13 has demonstrated the ability to utilize
p-CP (13). This widely studied microorganism
(5,13) tolerates just a low concentration of phenol
or p-CP in liquid cultures. Therefore, long incuba-
tion period are required before p-CP can be uti-
lized in continous cultures. The extreme sensitivi-
ty to chlorophenols makes this strain useless in
waste treatment plants.

Our plan was to isolate a p-CP metabolizing
bactcria, able to perform biodegradation even in
the most rigorous conditions as found in industrial
effluents. In present study, p-CP degrading bacte-
ria were isolated from samples of surface waters
with a different degree of contamination.

The degraders were characterized and kinetic
parameters associated with growth rate, concentra-
tion of p-CP, and toxicity were studied for a new
indigenous strain of Pseudomonas (CS2). These
parameters were chosen for their significance in
any application of biodegradation to the removal
of chlorinated phenols from waste water or other
polluted environments.

MATERIALS AND METHODS

Isolation and characterization of
microorganism

The bacteria were isolated by enrichment of a
number of 100mL, surface water samples from
two polluted rivers located near Buenos Aires city
area (Rio de la Plata and Rio Reconquista).

Enrichment was performed with the samples
by subculturing periodically in the same medium.
Traces of organic nutrients carried by the original
inocula were rapidly lost.

The concentration of the organic substrate (p-
CP) under assay was maintained between 50 and
100 mg/L throughout the enrichment period.

Both, culture and enrichment were performed
on a synthetic minimal medium as previously de-
scribed (1,6).

p-CP was purchased from E. Merck. All the
other chemicals were analytical reagent grade,
from Mallinckrodt Chemical Co and E. Merck.
The solution was prepared by dissolving the nec-
essary amount in sterile 0.1 N NaOH.

The mixed cultures obtained by enrichment
were streaked on nutrient 2zar (Merck) and mini-
mal medium plates (minimal medium plus 1.5%
agar) supplemented with p-CP. The pure cultures
isolated from these plates were examined for reac-
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tion to Gram staining, morphology and biochemi-
cal tests. Biochemical tests for identification of the
bacteria were performed as detailed in Manual of
Clinical Microbiology (4). Sensitivity to antibio-
tics was tested by means of either Bacto sensitivity
disks or Bacto-unidisks (Difco).

Biodegradation test

The isolated bacteria were adapted by inocu-
lation in minimal medium suplemented with 80
mg/L of p-CP as the only source of carbon, and in-
cubated in a rotatory shaker at 28°C for 5 days.
The stock culture was stored at 5°C for no more
than 3 days. -

Biodegradation assay was perfomed in a New
Brunswick Multigen TA Microfermentor aerobi-
cally operated with mechanical agitation, at 28°C
with a working volume of 1,250 mL. The pH was
maintained at 7.4 with 0.2 N NaOH added from an
automatic tritration unit. The system was inoculat-
ed with 5 mL of stock culture.

Batch experiments for the determination of in-
itial substrate concentration, pH and alternative
carbon sources (acetate and pyruvate) effects in
the p-CP biodegradation, were performed in 500

mL Erlenmeyer flasks containing 100 mL of mini-

mal medium. The flasks were inoculated with
0.5mL of stock culture suspension and incubated
at 28°C in a rotatory shaker.

During incubation 10mL samples were re-
moved from the system at appropriate intervals, In
order to determine the amount of remaining p-CP,
the bacterial cells were separated by centrifuga-
tion, and the filtered supernatant fluid was submit-
ted to spectrophotometrical analisys (Shimadzu
UV 210 A Spectrophotometer) measuring the ab-
sorbance at 249 nm. A standard curve with p-CP
in different concentration was running simultane-
ously.

Determination of cell viability was performed
by spreading samples dilutions on the surface of
nutrient agar plates.

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation and characterization of p-CP
degrading bacteria

Closeyy related bacteria capable of degrading
p-CP were isolated from both aquatic habitats. A
history of prior p-CP exposure was not required
for the isolation of p-CP degraders.
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The degradation of p-CP in the minimal medi-
um started after a.lag of 3 to 4 weeks. There was no
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TABLE 2 ~ Biochemical reactions of CS2 strain

correlation between p-CP degradation and the ex-  Test CS2 strain
tent of initial bacteérial growth. After the first degra- Oxid
dation of p-CP, subsequent reinoculations in mini- &, ::
mal medium resulted in a degradation period of  Molity N
only 24 h. After 3 reinoculations in minimal medi-  Nitrate reduction -
um plus p-CP, the population remained mixed. Indole -
When the mixed population was plated on nutrient Q,Ajﬂgl}f;dskaucr i
agar plus p-CP, small, translucents colonies routine- U,ése +
Iy predominated after 3 days of incubation. The col-  H,S production (Kligler's medium) -
onies had the ability to utilize p-CP as the sole car-  ONPG -
bon source. OF .Gl'uoos?, ) oxidative
Table 1 shows a characterization of five p-CP ﬁ;ﬁ;ﬁ;"gegﬁ;‘;ﬁzse i
degrading bacteria strains by physiological and  Omithing decarboxylase ¥
morphological cr! iteria. Phenylalanine deaminase -
~Evidence of the fast and complete mineraliza-  Starch: hydrolysis -
tion of p-CP was provided by a batch growth of gsc“l.m hydrolysis i
. . p . clatin hydrolisis -
strain CS2. The use of this fast degrader strain was A cid production from:
considered more convenient for further kinetic stud- inositol -
ies. ) xilose -
Strain CS2, Gram negative, non sporulating, S“Clrose -
aerobic, small to medium size rod, showed bio- e *
chemical characteristic of the genus Pseudomonas thamnose .
(Table 2). Table 3 shows the sensitivity of strain arabinose -
CS2 to antibiotics. lactose
Growth at 42° C -
Growth at 4°C -
TABLE 1 - Characterization of p-CP degrading bacterial g:g:m ;ﬁ gizc()ﬁ,(:;izy :
strains by physiological and morphological criteria Cetrimide tolerance _
origin Rio de la Plata Rio Reconquista
strain CS2 CS3 Cs4 RS1 RS2
Gram staining - - - - -
morphology rods rods rods rods  rods TABLE 3 — Sensitivity to antibiotics of CS2 strain
pigmentation™® - yeloow - - brown
cytochrome oxidase + 4+ + + + Antibiotic CS2 strain
catalase + - + + -
. . Penicillin R
acid production to: Methicillin R
glucose anaerobic - - - - - Rifamycin R
gluos)se aerobic + + - + - Rifampin R
arabinose - + - + - Paramomycin S
xylose - + - + - Novobiocin R
sucrose - + - + - Oleandomycin R
mosnt'ol - + - + - Erythromycin R
mannitol - + + + + Lincomycin R
lactose - + - - - Tetracycline N
. - Streptomycin S
sensitivity to antibiotics: Gentamicin S
novobiocin ) R S R S S Kanamycin S
chloramphenicol R S R S S Colistin S
tetracycline S S R S S Nalidixic acid s
colistin . S R N R R Trimetoprim S
polymyxin S R S S R Ampicillin R
T Chloramphenicol R
Note: R, resistant; S, sensitive Polymyxin S

*: nutrent agar or minimal medium (plus 1.5% agar)
containing 50 mg/L of p-CP

Note: R, resistant; S, sensitive
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TABLE 4 - Utilization of organic compounds by CS2 strain as
the sole source of carbon and energy

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 22(4), 1991

TABLE 5 — Influence of initial substrate concentration on the
p-CP removal by CS2 strain

Carbon source (mg/L) 80 800

Phenol
Catechol
Benzoate
Benzene
2-chlorophenol
3-chlorophenol
4-chlorophenol + -
Pentachlorophenol - -
Lactose - -
Glucose + +
Maltose - -
Mannitol - -
Sucrose - -
Arabinose
Citrate
Acetate
Pyruvate
Histidine
Asparagine
Glycine
Lysine

A

+ o4+ A+
+

Note: Organic chemicals were sterilized separately.
Growth responses was recorded as negative (-) or positiv
(+) after 48 h of incubation in a rotatory shaker at 28° C.

Diverse organic compounds were tested as the
sole carbon source for strain CS2 (Table 4). The
strain under study was not able to use either 2-
chorophenol or 3-chlorophenol as the sole carbon
source. These results suggested that the p-CP degra-
dation could be performed by a highly stereospecif-
ic enzyme in an "NIH shift" type reaction. The NHI
hydroxylation has been described in Pseudomonas
and occurs with a sufficiently large number of en-
zimes and substrates that could be considered as a
general phenomenon of aromatic hydroxilation
(2,18).

Biodegradation test

Table 5 shows the effect of increased concen-
tration of substrate on the p-CP removal kinetics by
strain CS2 pre-exposed to p-CP. The removal kinet-
ics shows no variation with increasing p-CP con-
centrations up to 100 mg/L (0.77 mM). Concentra-
tions above this level significantly decrease the
removal velocity. This response was reported as
characteristic of toxic substrate metabolism. (3).

Shimp and Phaender (14) suggested that ex-
tended exposure (adaptation) to phenol resulted in
adaptation to structurally related aromatic com-
pounds like p-CP. Fig. 1 shows an extended lag pe-
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Removal %

p-CP (mg/L)
Incubation (h) 80 90 100 150
10 10.8 20.0 220 4.1
20 243 34.1 320 16.0
30 54.1 55.5 56.0 226
40 94.5 88.6 60.0 24.0
50 98.6 917 954 46.6

100

50 -

% p-CP

20 40 60 80 100
Hours

FIGURE 1 - Biodegradation rates of p-CP with CS2 strain,
Baich experiment was performed in Erlenmeyer flasks
containing minimal medium plus p-CP inoculated with non
pre-exposed Cells wmmApmm , cells pre-exposed to 100 mg/L of
phenol.eaf Jeuuss, 01 to 80 mg/L of p-CPe @ .

riod when an unadapted strain was assayed with the
p-CP concentration under study. The same strain
pre-exposed to phenol showed no difference in the
lag period. The p-CP adapted culture demonstrated
a dramatic fall in the lag period. These results differ
from those of Shimp and Phaender (14), probably
due to the high sterospecificity of the enzymatic
complex in p-CP degradation.

In spite of the use of chemical neutralization
before the biological treatment of waste waters, the
wastes of industrial process like tannery, suffer sud-
den pH variations along the day. There is a need of
more information about the growth rate under ex-
cessively acid or alkaline conditions. Data from
batch experiments for the determination of the pH
influence on biodegradation are reported in Table 6.
The strain under study showed a delay in the utili-
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TABLE 6 — Effect of pH on the p-CP biodegradation by CS2
strain

p-CP  Undissociated* p-CP

Added p-CP Removal %

(mg/b) (mg/l) 24*% 48 72
5 80 79.99 175 714 94.3
7 80 79.50 541 %45 94.5
9 80 49.05 842 974 974

* ¢ The amount of undissociated p-CP was calculated from the
Henderson-Hasselbalch equation: log (salt/acid) = pH - pK,
The pK,of p-CPis 9.2 at 20° C.

zation of p-CP at pH 5 (undissociated p-CP: 79.99
mg/L at 20°C). Stanlake and Finn (15) demonstrated
that the growth of a chlorophenol (pentachlorophe-
nol) degrader strain was inhibited by increases in
the concentrations of the undissociated form of the
substrate. In our case, the concentrations of the
undissociated form of p-CP at pH 7 (79.50 mg/L at
20°C) resulted similar to those found at pH 5. At
pH 7 the p-CP biodegradation during the first 24 h
was considerable. The results suggested that the de-
lay observed at pH 5 is related with the pH and do
not correlate with toxic effects of the undissociated
form of p-CP.

The kinetic of growth and substrate removal
were determined in minimal medium with 80mg/L
of p-CP as a sole carbon source. The experiments
were performed in Microfermenor in order to avoid
sudden variation in oxygen concentration, agitation,
pH, and temperature during the growth period. Re-
sults are illustrated in Fig 2. The strain grew expo-
nentially in the presence of p-CP with a growth rate
of 0.21 doubling per hour (u: 0.16 h-1), biodegrad-
ing 95% of the substrate within 40 hours. The expo-
nential phase of growth ended at 5.2 x 107 cells/mL.

The relative rate of biodegradation for man-
made chemical in the presence of mixtures of alter-
native substrates in a matter of great pratical impor-
tance in waste water treatment. Experimental
evidence for sequential, concurrent or interactive
substrate utilization patterns has been reported
(16,17). Most of these studies on kinetics of biodeg-
radation were performed using natural mixed mi-
crobial communities and glucose as non toxic sub-
strate (9,11). In our case, the use of glucose in
minimal medium containing p-CP resulted in a
browning that inhibited the quantification of the
substrate under study. Considering this last point,
acetate and pyruvate was chosen as non toxic test
compounds because the chemical structure did not
interfere with p-CP determination and they were
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FIGURE 2 - Biodegradation of p-CP

Growing cells of CS2 strain =@«
Remaining p-CP ——f— .

TABLE 7 — Removal of p-CP (80 mg/l) from minimal medium
containing the same concentration of acetate or pyruvate

Removal %
Incubation (h) p-CP p-CP pCP
+ acetate + pyravate

8 10.8 154 13.1

16 10.8 216 205

24 243 513 263

32 54.1 82.1 564

949 23

40 919

readily metabolized by the strain CS2 as a sole car-
bon source. Batch experiments were carried out in
Erlenmeyer flasks containing the same concentra-
tion of substrate under study and either acetaté or
pyruvate in 100 mL of minimal medium. Experi-
mental results are shown in Table 7. In both cases
the percentage of p-CP removed after 8 and 16 h in-
cubation was higher than corresponding to the ex-
periment reported in Fig 2.

The data reported suggest a concurrent sub-
strate utilization and simultaneous growth on both
substrates. The presence of a second substrate could
result in the formation of an additional active cell
mass, which in turn results in an overall increase in
the rate of target substrate utilization. Further re-
search is needed to describe the behavior of multi-
substrate growth in order to obtain a better under-
standing of such a system.
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We expect that the use of the isolated strain
will provide the possibility of increasing the rate of
destruction of, at least, certain toxic chemical that
otherwise may be only too slowly transformed
when released into natural waters.
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RESUMO

Isolamento e caracterizacio de uma nova
raca de Pseudomonas capaz de degradar
p-clorofenol.

A partir de amostras de dguas naturais foram
isoladas cinco cepas bacterianas capazes de degra-
dar o p-clorofenol, as quais foram caracterizadas
como bacilos Gram-negativos e oxidase-positivas.
Uma das cepas (CS2) foi caracterizada como per-
tencente ao género Pseudomonas, logrando uma
mineraliza¢io rdpida e completa.

Para esta cepa autéetone, se estudou a influén-
cia de diferentes parAmetros, tais como a concen-
tragdo de p-clorofenol, toxidade, biodegradacio de
compostos xenobidticos associados com a veloci-
dade de crescimento.

A velocidade de crescimento e a remogio do
substrato em estudo foram determinadas de forma
simultinea. A forma n#o dissociada do p-clorofenol
ndo mostrou efeitos téxicos quando utilizado em
diferentes pH. A remogfio do substrato em misturas
contendo fontes de carbono alternativas demonstrou
a possibilidade de um crescimento concorrente. A
pré-exposi¢dio das populagdes microbianas ao p-
clorofenol, indicam mudangas nas velocidades de
biodegradaco observadas.

Palavras-chave:
Pseudomonas

Para-clorofenol, degradago,
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OCORRENCIA DE AFLATOXINAS B, E G; EM AMENDOIM
COMERCIALIZADO EM GOIANIA - GO, BRASIL
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RESUMO

Foram realizadas dosagens de aflatoxinas B, ¢ G, em 104 amostras de amendoim
em gréo, sendo 68 de amendoim cru e 36 de amendoim torrado recoberto por peliculas
doce ou salgada. As amostras foram coletadas nos supermercados, feiras, armazéns ou
trazidas ao laboratério pela comunidade. Os resultados revelaram que em 34,6% das
amostras, a soma das aflatoxinas B, e G, ultrapassou o nivel de 30 pg/kg estabelecido
pela resolucdo 34/76, da CNNPA (Comissdo Nacional de Normas e Padrdes de
Alimentos) do Ministério da Sadde, e que o percentual de amostras com nivel de
contaminagio acima de 30 pg/kg nfo foi estatisticamente significante em relagfio ao
tipo de grdo. Em todas as amostras contaminadas por aflatoxinas B, o nivel de
contaminacfo estava acima de 30 pg/kg. Na maioria das amostras contaminadas o
conteiido de B, foi maior que G,. Niveis elevados como 522,0 pug/kg foram
encontrados para a soma dos valores médios de B, ¢ G,, enquanto niveis inferiores a 30

ug/kg ndo foram encontrados.

Palavras-chave: aflatoxina, amendoim.

INTRODUCAO

As aflatoxinas sfio metabdlitos secunddrios,
altamente téxicos produzidos por fungos do géne-
ro Aspergillus, principalmente Aspergillus flavus
Link e Aspergillus parasiticus speare que tem am-
pla distribuicio na natureza, contaminando um
grande ndmero de produtos alimenticios.

Quimicamente, as aflatoxinas sfo cumarinas
substituidas ligadas a deidrofurano. As mais co-
mumente encontradas em alimentos, sdo as afla-
toxinas By, B, G, e G,. As quatro substancias sdo
distinguidas com base nas suas fluorescéncias a

luz uliravioleta. As aflatoxinas B, ¢ B, emitem
fluorescéncia azul ("blue”) e as aflatoxinas G, e
G,, verde ("green"). Em lcite e derivados assume
lugar de destaque a aflatoxina M,, produto me:
tabdlico da aflatoxina B, ingerida pelo animal.
Embora 17 substincias do grupo das aflatoxinas
sejam conhecidas, as mais importantes na natureza
sdo as aflatoxinas B,, G, e M, (12).

Incidentes como a morte de 100.000 filhotes
de peru na Inglaterra, em 1960, onde a presenca de
aflatoxina foi detectada na torta de amendoim in-
gerida por estas aves, ou mesmo a presencga de he-
patomas em trutas criada em escala comercial ¢

1. Departamento de Anélises Clinicas Bromatolégicas e Toxicolégicas da Faculdade de Farmicia da
Universidade Federal de Goids — Praga Universitdria S/N® — Cx. Postal 315 — CEP. 74.000 — Goifnia — GO
2. Instituto de Patologia Tropical e Satide Pdblica da Universidade Federal de Goids
Rua 235 com 12 Avenida ~ Cx. Postal 131 - CEP. 74.000 - Goiénia - GO
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alimertadas com farelo de algodio contaminados
por A. flavus, serviram para postular uma possivel
atividade cancerigena das aflatoxinas. Procurou-se
entfo relacionar a contaminagdo de alimentos com
csta toxina ¢ hepatomas em seres humanos
(4,6,9,10).

Aflatoxina produz morte em animais por dano
direto no figado, devido a necrose centriolobular,
altera¢do dos condutos biliares, fibrose ¢ hemorra-
gia intestinal, como atestaram estudos subse-
qiicntes (10).

A contaminag¢fio de alimentos principalmente
o amendoim por aflatoxina observada atualmente
(3,5,7) oferece perigo potencial para a saiide
piblica, uma vez que das numerosas substincias
quimicas naturais ou sintéticas as aflatoxinas pare-
cem ser as mais potentes hepatocancerigenas
(1,5,8). E portanto importante adquirir infor-
macdes que possam ajudar num controle mais efe-
tivo da contaminagfio dos produtos que sfo consu-
midos pela populacéo.

O presente trabalho objetivou detectar e dosar
aflatoxinas B, e G, em amendoim em grfio cru ou
torrado comercializado em Goidnia — GO.

MATERIAL E METODOS

Sessenta ¢ oito amostras de amendoim em
grio cru, trinta ¢ scis de amendoim torrado reco-
berto por pelicula doce ou salgada foram coletados
a0 acaso pela Superintendéncia de Vigilancia
Sanitdria da Secretaria de Satide do Estado de
Goids nos diversos supermercados, ou adquiridos
nas feiras livres, armazéns ¢ trazidas ao labo-
ratdrio pela comunidade. :

A técnica de dosagem de aflatoxinas B, e G,
utilizada para o experimento foi a da cromatogra-
fia em camada delgada, baseado no método (Nor-
mas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz) (9). Onde
em 30g de cada amostra triturada em liquidifica-
dor, foi adicionado 10 ml de dgua destilada aque-
cida a 40° C e 100 ml de cloroférmio P.A., agitada
por 60 minutos em agitador mecénico ou deixada
em 1epouso por 12 horas, filtrada em papel de fil-
tro whatman n® 04 e evaporada em banho-maria
fervente,

O residuo foi transferido para um funil de se-
paragdo com 50 ml de solugio de cloreto de sodio
a4% e 50 ml de metanol P.A. e agitado.

A extragdo dos lipideos foi feita com trés
por¢des de 50 ml de n-hexano P.A., a das aflatoxi-
nas com duas por¢des de 50 ml de cloroférmio
P.A. Apos evaporagio em banho-maria o residuo
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foi diluido em 2 ml de cloroférmio P.A. e usado
para cromatografar. 10, 20 ¢ 30 pl da amostra e
dos padr@es de B, e G, foram aplicados em placas
de silica gel, para cromatografia em camada delga-
da, colocadas para desenvolver numa cuba conten-
do fase movel de benzeno/acetato de etila/ etanol

38/2) ou cloroférmio/acetona (50/10). A leitu-
ra das placas foi realizada sob luz ultravioleta em
365 nm com a lampada a 30 c¢cm da placa aproxi-
madamente.

Ap0s o desenvolvimento ¢ leitura da cromato-
placa, foi aplicado uma gota de 4cido sulfdrico P.A.
a25% sobre amanchae observado. Se ocorresse mu-
danca na fluorescéncia de azul para amarelo, confir-
mava-se apresencade aflatoxina. Este teste ndo é es-
pecifico, pois muitos materiais reagem com 4cido
sulfiirico, mas o fato de nfio mudar de coloragfio para
amarelo, denotaaauséncia de aflatoxina.

O céilculo da concentragfio de aflatoxina foi
feito por comparagdo visual da intensidade de
fluorescéncia dos padrdes e da amostra pela se-
guinte férmula:

ug de aflatoxina _ Sx Y xV
por kilograma W x7Z

S = Microlitros de aflatoxina padriio deé fluo-

rescéncia igual & da amostra.
= Concentra¢do de aflatoxina B, ou G,
padrdo em microgramas por ml,

V = microlitros do solvente requerido para di-
luir o extrato final.

Z = microlitros da mancha do extrato da
amostra de intensidade de fluorescéncia igual & do
padrio.

W = peso em gramas da amostra original,
contida no extrato final.

A concentracdo dos padrdes utilizados foi:

B, — 1,12 pg/ml e 3,1 pg/ml

G, — 1,12 ug/ml e 5,0 pg/ml

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Nas 104 amostras analisadas, 36 apresenta-
vam uma concentragdo de aflatoxina B, acima de
30 ng/kg; os menores valores alcangados foram
49,3 ug/kg atingindo niveis de até 298,0 pugkg
como mostra a Tabela 1.

As amostras contaminadas por aflatoxinas G,
tinham niveis que variavam de 14,9 pug/kg a 224,0
pg/kg como mostra aTabela 2.

A concentragio mais alta para a soma de afla-
toxina B, e G, encontrada foi de 522,0 ug/kg.

Amostras contaminadas com a soma de afla-
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TABELA 1 - Concentragio de aflatoxina B, em amendoim

N®de amostras  Média aritmética Marcas Percentual
B, nglksg %
68 N.D.* (vérias) 65,48
04 49,3 D 3,85
08 74,6 A 769
10 1120 F 9,61
06 149,3 B 5,77
05 2240 C 4,80
03 298,0 E 2,88

N.D.* —N&o detectada mancha fluorescente. Limite de de-
tecgdio do método 8,0 pgkeg.

TABELA 2 - Concentragiio de aflatoxina G, em amendoim

N¢ de amostras ~ Média aritmética Marcas Percentual
B1 pa/kg %
80 N.D.* (vérias) 76,92
04 14,9 C 385
07 24.8 B 6,73
01 29,8 A 0,96
04 112,0 F 3,85
05 136,0 D 4,80
03 2240 E 2,88

N.D.* —N#o detectada mancha fluorescente. Limite de de-
tecglo do método 8,0 pgke.

TABELA 3 - Soma das médias aritméticas de aflatoxinas B,
e G, em amendoim.

N2 de amostras B, + G, ugkse Percentual %

64 N.D.*

04 37,3 61,54

04 74,6 3385

08 99,4 3.85

04 1269 7.69

04 1493 385

04 2488 385

04 2538 3.85

04 2613 ggg

04 5220 b

’ 3,85
N.D.* ~N&o detectada mancha fluorescente. Limite de de-
tecgio do método 8,0 pugke.

toxinas B, e G, maior que 30 ug/kg ndo foram en-
contradas como mostra a Tabela 3.

A soma das concentragdes de aflatoxinas B, e
G, maior que 30 pg/kg foi encontrada em 35, 29%
das amostras de amendoim em grio cru, em
33,33% de grio torrado e 34,61% do total como
mostra a Tabela 4.

Pelo teste do X n#o observou-se diferenga
significativa entre os tipos de grio.

A legislacfio brasileira, resolugio 34/76 da
CNNPA (Comisséo Nacional de Normas e Padrdes

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(2), 1991

TABELA 4~ Amendoim contaminado por aflatoxina B, +
G, por tipo de gréo,

X B, + G, acimade  Percentual
Tipo de grio 30 pg/kg % Total
Cru 24 35,29 68
Torrado 12 33,33 36
Total 36 34,61 104

N.D.* — Nio detectada mancha fluorescente. Limite de de-
tecgio do método 8,0 ug/ke.

de Alimentos) do Ministério da Sadde (2), fixa
para os alimentos a tolerfincia de 30 pg/kg para
aflatoxinas calculadas pela soma dos conteidos
de aflatoxinas B; e G,, a Tabela 4 mostra que
34,6% das amostras analisadas estfio com niveis
acima do permitido pela legisla¢o. Este percen-
tual aproximou-se dos 39,0% obtidos por Miran-
da & Cols (3), em amostras de amendoim em
Salvador —~ BA.

A Tabela 1 mostrou que em todas as amostras
contaminadas o nivel de aflatoxina B, estava aci-
ma de 30 pg/kg, o suficiente por si s6 para torna-
las impréprias ao consumo e, na Tabela 2 verifica-
se¢ que metade das amostras contaminadas por
aflatoxina G, apresentavam o nivel acima de 30
ng/kg, diferindo de Ricciardi & Ferreira (5) que
dosando aflatoxina B, em amendoim e doces de
amendoim detectou 67,2% de amostras contamina-
das onde apenas 24,5% estavam com niveis acima
de 30 pg/ke.

Na maioria das amostras contaminadas o
conteddo de B, foi maior do que em G, 0 que é
bastante grave uma vez que a aflatoxina B, é a
mais téxica (5, 8, 12).

Niveis altos como 522,0 ug/kg encontradas
nas amostras analisadas tornaram-se preocupantes
uma vez que ja foram registrados surtos agudos de
intoxicagfo em seres humanos como o ocorrido na
india em 1974, onde uma hepatite epidémica fatal
apresentou taxa de mortalidade de 20% e onde 400
pessoas foram afetadas. InvestigagOes posteriores
revelaram que o milho componente principal da
alimenta¢do desta comunidade estava altamente
contaminado com aflatoxina em concentracdes de
250 a 15600 pg/kg (11).

Concluindo podemos afirmar que o amen-
doim que estd sendo comercializado em Goiania —
GO, oferece riscos populagao quer pelo percen-
tual de amostras com niveis de aflatoxinas B, e G,
acima do permitido pela legisla¢do, bem como al—
tos niveis detectados.

321



Oliveira, V. de ef al

Nio houve diferenga significativa nos niveis
de contaminag&o por aflatoxina B, ¢ G, no amen-
doim segundo o tipo de grdo, cru ou torrado.

O controle deste tipo de contaminacgfio deveria
ser mais afetivo.

SUMMARY

The occurrence of aflatoxins B, and G, in
peanuts dealt in Goifinia — Go, Brazil

Some dosages of aflatoxins B, and G, were
made by thin layer cromatography in 104 samples
of peanuts, being 68 in roasted peanuis, covered
with a thin layer of sweet or salty covering. The
samples were collected in supermarkets, market
places, storehouses or brought to the laboratory by
the community. The results showed that in 34,6%
of the samples the amounts of aflatoxins B, and G
were higher than 30 ug/kg the level established by
the resolution 34/76 of CNNPA (Comissdo Na-
cional de Normas e Padrdes) of the health Mini-
stery and that the number percent of samples with
contamination level higher than 30 ug/kg was not
statistically significant in relation to the kind of
seeds. In all samples, contaminated with B, afla-
toxin, the contamination level was above 30 ug/kg
while in the samples, contaminated with G afla-
toxin, 50% presented contamination levels higher
than 30 pg/ kg. In most contamined samples the
amount of B, was higher than G,. Very high levels
as 522,0 pug/kg were found in B, and G, aflatoxins
while levels lower than 30 pug/kg were not found.

Key Words: aflatoxin, peanuts.
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RESUMO

Nove cepas de Staphylococcus aureus,

isoladas de amostras de leite

comercialmente pasteurizado, tiveram os seus parAmetros de resisténcia térmica
determinados, utilizando-se duas metodologias diferentes (método do frasco e método
dos tubos capilares), veiculadas em dois meios de aquecimento diversos: tamp#o
fosfato valor de pH 7,0 e caldo de caseina-soja com 50% v/v de leite reconstituido. Em
ambos 0s casos, a cepa F. de S. aureus demonstrou ser a mais termorresistente,
apresentando -valores de tempo de reducgfio decimal de 245,51 seg e 197,91 seg,
respectivamente em tampdo fosfato e em leite reconstituido, & temperatura de 60°C. A
resisténcia relativa (Z) da cepa F de §. aureus hfo apresentou diferencas significativas
nos dois casos, confirmando que o tipo de metodologia nfio exerceu influéncia no

resultado final.

Palavras-chave; Staphylococcus aureus, resisténcia térmica

INTRODUCAQO

O Staphylococcus aureus é um dos agentes
patogénicos mais comuns, responsavel por surtos
de toxinfecgfio alimentar. As peculiaridades do seu
"habitat” tornam a sua presenga largamente dis-
tribuida na natureza, sendo transmitido aos alimen-
tos por manipuladores, na maioria portadores as-
sintomadticos, € por animais, principalmente gado
leiteiro portador de mamites, que apresenta altos
indices de microrganismo no leite (Olson e cols.,
1970; ICMSF, 1978; Iaria e cols., 1980; Clemente
dos Santos e cols., 1981; Arantes e cols., 1982).

O agente causal de intoxicagOes alimentares
no homem sfio enterotoxinas, produzidas por ce-
pas especificas de S. aureus (laria, 1978); ICMSF,
1978; Iaria e cols., 1980).

1. Dept? de Tecnologia Bioquimico-Famac@utica
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP
Caixa Postal 66.355 05389 Sdo Paulo, SP, Brasil

As enteroxinas estafilocécicas sdo termorre-
sistentes, suportando aquecimentos & temperatura
de 100°C durante 30 minutos, sendo estiveis 2
temperatura de 4°C durante meses de armazena-
mento (Stumbo, 1973; Tatini, 1976; Linton, 1982).
Alimentos fluidos, particularmente o leite, se fo-
rem mantidos por algumas horas as temperaturas
6timas para o crescimento de estafilococos, podem
permitir produgfio de doses clinicas de enteroxinas
(ICMSF, 1978). A pasteurizagfio serd capaz de
diminuir de alguns ciclos logaritmicos a flora bac-
teriana, incluindo S. aureus, porém as enterotoxi-
nas termorresistentes permanecerfo ativas, mesmo
se o leite pasteurizado for submetido ao processo
de secagem (ICMSF, 1978; Firstenberg-Eden,
1979; Clemente dos Santos, 1981; Agel ¢ cols.,
1982).
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Préticas higiénico-sanitdrias inadequadas na
usina de beneficiamento podem contribuir para o
aumento da populagdio estafilocicica antes, du-
rante e apds o processo de pasteurizagio (Cle-
mente dos Santos, 1981; Clemente dos Santos e
cols., 1981; Agel 1982; Bouman e cols., 1982).

A ausénecia de condigSes higiénicas na pro-
dugdo de leite cru permitiu a ocorréncia de popu-
lagbes que superaram niveis de (log) 5,99 Uni-
dades Formadoras de Colonias de S. aureus por
mililitro, cm 46% das amostras pesquisadas, pro-
cedentes de fornecedores da usina de Juiz de Fora
(Clemente dos Santos ¢ cols., 1981). Devido 2 ha-
bilidade de crescimento e produgfio de toxinas, em
grande variedade de alimentos, em diversas con-
di¢des de armazenamento e por apresentarem ter-
morresisténcia no leite, maior que aquela observa-
da para cepas de Salmonelia enteritidis sorotipo
Senftenberg e por outros microrganismos patogéni-
cos de importancia na pasteurizagdo do leite, o S.
aureus merece destaque especial no contexto
socio-econdmico e na escolha do par tempo-
temperatura de pasteurizagio (Stumbo, 1973);
Clemente dos Santos e cols., 1981; Clemente dos
Santos, 1981).

O desenvolvimento deste trabalho teve por
objetivo a determinagfio dos parimetros de resis-
téncia térmica de cepas de S. aureus em solugdes
tampéo fosfato através do método do frasco, e em
leite reconstituido, com teor de gordura de 3,2%
m/v e residuo seco desengordurado de 8,96% m/v,
através do método do tubo capilar.

MATERIAL E METODOS
Solucdo tampio Fosfato pH 7,0

Fosfato de sédio 12H20 (14,3376 g) e fosfa-
to de potéssio (3,6312 g) foram dissolvidos em 2
litros de 4gua destilada, o valor de pH foi ajustado
para 7,0 e a solugdo esterilizada em autoclave a
121°C durante 20 minutos.

Caldo de caseina-soja com 50% v/v de leite de
vaca reconstituido

Composigao:

Triptona......ccerecrnccrneirennnnn 17,0 g
Pepiona de soja.......ccueueeennnnn, 30g
Cloreto de sddio......uuceeun...... 50g
Fosfato de potdssio dibasico.... 2,5 g
D-gliCoSe..cuvrrrerririrircrceneenns 25g

Os solutos foram dissolvidos em 500 ml de
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4gua em ebuli¢do. O meio foi filtrado, resfriado 3
temperatura de (45 £+ 1)°C e adicionado de 500 ml
de leite em p6 reconstituido (26 g para 200 ml de
4gua). O meio foi esterilizado em- autoclave a
121°C durante 20 minutos.

Microrganismo

As cepas de S. Aureus selecionadas para a
realizagio do presente estudo foram isoladas de
amostras de leite de vaca pasteurizado (teor de
gordura a 3,2% m/v). Todas as cepas sdo produto-
ras de enzimas catalase e coagulase, ¢ foram ca-
racterizadas em fungfio da fonte de origem huma-
na ou bovina, do respectivo fagotipo e¢ da
capacidade de produgio de enterotoxinas, recehen-
do a denominagéo de cepas A, B, C, D, E, F, G, H,
¢ I (Vessoni Penna, 1985).

Tratamento térmico de cepas de S. aureus em
solucio tampao fosfato, através do método do
frasco de 3 bocas (Machoshvili, 1990).

Cultura de 48 horas de S. aureus, desenvolvi-
da na superficie de 7 ml de 4gar inclinado (Agar
para Métodos Padronizados — BIOBRAS), foi
transferida para erlenmeyer contendo pérolas de
vidro e barra magnética, com auxilio de 40 ml de
solugdo tampao fosfato na proporgiio de 2 ml para
cada tubo de 4gar inclinado, obtendo-se contagens
iniciais de 107 UFC/ml. A suspensdo foi homoge-
neizada por agitagio magnética a 1060 rpm, du-
rante 60 minutos, & temperatura de (4 + 1)°C.

Aliquota de 500 ml de solugzo tampdo fosfato
foi transferida assepticamente para baldo de 3 bo-
cas estéril, provido de 100 g de pérolas de vidro.
Um termopar acoplado a um termdmetro digital
foi introduzido em uma das extremidades do fras-
co ¢ mergulhado abaixo da superficie da solugfio
tampdo fosfato. A abertura central do frasco foi
utilizada para a introdugio da haste do agitador
mecanico. A terceira abertura foi utilizada para in-
oculagdo da suspensiio de células vegetativas de S.
aureus ¢ retirada das amostras.

O conjunto foi mergulhado em banho de dgua
termostaticamente controlado, de tal modo que a su-
perficie da 4gua do banho estivesse 2 centimetros
acima da superficie da solugdo tampdo fosfato. O
contedido do frasco permaneceu sob agitagdo con-
stante até atingir a temperatura de tratamento. Apds
alcangar o equilibrio térmico, foi retirada uma amos-
trade 5 mldo contetido do frasco, para caracterizar o
teste de esterilidade do meio de aquecimento.

Mantendo-se 0 meio sob - agitacio constante,
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procedeu-se a determinagfo da resisténcia térmica
dacepade S. aureus. Inoculou-se 5 ml da suspenso
de células de S. aureus e o crondmetro foi acionado
para a contagem do tempo de tratamento térmico.
Aproximadamente 5 ml do meio foram retira-
dos, a intervalos regulares de tempo, € imediata-
mente transferidos para tubos de ensaio estéreis,
previamenie resfriados, e levados ao banho de
gelo e 4gua, sendo agitados manualmente durante
20 segundos, para prevenir posterior destrui¢fio ou
multiplicagdo dos microrganismos sobreviventes.
A viabilidade das células de S. aureus sobre-
viventes aos tratamentos térmicos foi determinada
pelo método padrdo de contagem em placas, por
semeadura em profundidade (Agar para Métodos
Padronizados — BIOBRAS). As placas foram in-
cubadas 2 temperatura de (33 + 1)°C durante (48 +
2) horas. Unidades Formadoras de ColOnias foram

contadas nas placas que apresentaram de 10 a 300

coldnias. Os niimeros de sobreviventes, em funco
dos tempos de tratamento, forneceram 0S fempos
de redugiio decimal (D) das cepas de S. aureus,
calculados a partir das inclinagtes das curvas de
sobreviventes, para cada temperatura de tratamen-
to, pelo método da regressdo linear, através dos
minimos quadrados.

Tratamento térmico de cepas de S. aureus em
leite reconstituido, através do método dos tubos
capilares (Vessoni Penna, 1985)

Para cada par tempo-temperatura de aqueci-
mento, foram empregados 20 (vinte) tubos capilares
(76 mm x 1,5 mm x 0,8 mm), inoculados com
aliquotas de 0,01 ml de caldo de caseina-soja acres-
cido de 50% v/v de leite reconstituido, as concen-~
tracOes entre 105 ¢ 109 células por mililitro. Os tubos
foram dispostos vertical e isoladamente em cestos
de aco inoxid4vel, previamente estocados a tempe-
ratura de 4°C, durante tempo nfo superior a 2 horas.

Previamente ao tratamento térmico, os tubos
capilares arranjados em cinco cestos foram manti-
dos em estufa a temperatura de (33 * 1)°C durante
15 minutos. Em seguida, os cincos cestos foram ao
mesmo tempo imersos em 40 litros de dgua
constantemente agitada, previamente estabilizada
a temperatura de tratamento e termostaticamente
controlada. Para cada temperatura de aquecimen-
to, foram pré-fixados 5 tempos diferentes,
cronometrados.

Ao final de cada tempo de tratamento, um
cesto com 20 tubos capilares contendo amostras
inoculadas teve o seu aquecimento interrompido
por imersdo em 40 litros de dgua e gelo com tem-
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peratura variando entre 0° ¢ 2°C.

Para cada cepa de 8. aureus e temperatura de
tratamento, seis tubos capilares contendo amostras
inoculadas foram escolhidos ao acaso e submeti-
dos aos mesmos procedimentos utilizados para os
demais tubos, excetuando-se o tratamento térmico.
Foram denominados tubos controles correspon-
dentes ao tempo zero e ao nidmero inicial de célu-
las de cada cepa de 8. aureus submetida ao aque-
cimento.

Para cada tempo-temperatura de tratamento, 2
capilares vazios e outros 2 contendo 0,01 ml de
tampao-fosfato esterilizado foram dispostos nos
cestos de aco inoxidével, ao lado dos 20 tubos ca-
pilares contendo amostras inoculadas, e submeti-
dos aos mesmos procedimentos que estes ltimos,
servindo de controle das condictes de esterilidade
durante o trabalho realizado. Os tubos capilares,
submetidos ou nio ao tratamento térmico, foram
imersos em acetona 99% m/v durante 5 minutos,
em seguida em solucfo sulfocrdmica por 6 minu-
tos e duas vezes em 20 ml de dgua destilada por 3
minutos.

Cada tubo capilar foi transferido para tubo de
ensaio contendo 3 ml de caldo de casefna-soja (DIF-
CO). Os tubos capilares foram fragmentados dentro
dos tubos de ensaio e estes incubados a (33 = 1)°C
durante (24 & 2)horas ¢ (48 + 2) horas. Havendo tur-
vagiio do meio, procedia-se &4 confirmagio da pre-
senga e pureza da cepa em estudo, por inoculagio
do meio de 4gar de Baird-Parker (DIFCO), subme-
tendo-se as culturas desenvolvidas a coloragdo de
Gram e as provas catalase e coagulase.

Os valores de tempo de reduciio decimal e das
constantes de destruigao térmica foram calculados
através do Numero Mais Provavel de Sobrevi-
ventes (Stumbo, 1973). O método de regressdo li-
near, através dos minimos quadrados, foi aplicado
no célculo das inclinacGes das retas, que fornece-
ram os valores de Z.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estfio representados os tempos de
redugfio decimal (valores D), calculados a partir
das inclinagGes das retas que representam as cur-
vas de sobreviventes das cepas A, B, C,F,HeIde
S. aureus, submetidas aos tratamentos térmicos em
solugdio tampio fosfato (pH 7.,0), & temperatura de
60°C, utilizando-se 0 método do frasco de 3 bocas.

A cepa F de S. aureus, que exibiu o maior
tempo de redugfo decimal & temperatura de 60°C
(245,51 ), foi submetida a tratamentos térmicos
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TABELA 1 - Tempos de redugdo decimal (valores D),
equagBes das curvas de sobreviventes e coeficientes de corre-
lagdo das cepas A, B, C, F, H e I de S. aureus, 3 temperatura de
60°C, em solugio tampéo fosfato (pH 7,0).

Cepa D,,.(s) Equagdo da curva de sobreviventes r
A 11436 Log N = 8,0800 - 0,00;‘379 -0,997
B 160,78 Log N =6,3759 - 0,00626 -0,850
C 130,83 Log N =7,4442 - 0,00760 -0,997
F 24551 Log N =7,7707 - 0,00410 -0,966
H 14423 Log N =6,8378 - 0,00696 -0,991
I 169,18 Log N =8,2712 - 0,00596 -0,987

TABELA 2 - Tempos de redugdo decimal (D), equagBes das
curvas de sobreviventes e coeficientes de correlagiio da cepa F
de S. aureus, is temperaturas de 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C
e 65°C, em solugdo tampdo fosfato(pH 7,0).

Temperatura D(s) Equagfo da reta T
60 1245,51 Log N =7,7707 -0,00416 -0,966
61 14233 Log N =7,9484 - 0,00708 -0,995
62 107,15 Log N =7,6875-0,00938 -0,993
63 61,16 Log N =6,9996-0,01646 -0985
64 38,05 LogN=69464-0,02630 -0977
65 24,16 Log N =6,7843 -0,04140 -0988

na faixa de temperaturas de 60°C a 65°C, veicula-
da em solugio tampao fosfato valor de pH 7,0.

Na Tabela 2 estdo representados os tempos de
redugdo decimal (D) da cepa F de S. aureus, sub-
metida a tratamentos térmicos as temperaturas de
60°C a 65°C, em solugfo tamp#io fosfato pH 7,0.

A Figura 1 representa graficamente as incli-
nagOes das retas que forneceram os valores da
Tabela 2.

A Tabela 3 apresenta os tempos de redugdo
decimal, calculados a partir das curvas de sobrevi-
véncia das cepas A, B,C, D,E,F, G, H,elde S.
aureus, veiculadas em caldo de casefna-soja com
50% v/v de leite microrganismo, submetidas s
temperaturas de 58°C, 60°C, 62°C, 64°C, 66°C e
68°C. A populagio inicial de cada cepa é represen-
tada pelo nimero de Unidades Formadoras de
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FIGURA 1 - Curvas de sobreviventes ¢ parimetros de resistén-
cia térmica da cepe F de S. aureus em solugio tampio fosfato
pH 7,0, is temperaturas de 60°C (@), 61°C(V), 62°C(®),
63°C(0O), 64°(¥), e 65°C ([I).

Coldnias por mililitro de amostra.

As curvas de tempo de destrui¢io térmica
(TDT) foram construidas a partir dos tempos de
redugdo decimal, referentes A cepa de S. aureus
ensaiada. O método de regressdo linear, através
dos minimos quadrados, foi aplicado no célculo
das inclinagGes das retas que forneceram os va-
lores Z, representados na Tabela 3.

DISCUSSAQ

A temperatura utilizada na incubacfo das ce-
pas de §. aureus em tubos de 4dgar inclinado, a par-
tir dos quais se preparou as suspengdes bacterianas
utilizadas nos tratamentos térmicos em solugio
tampdo fosfato, foi de 33°C, considerada 6tima de
crescimento, ¢ teve como finalidade a obtengfio de
nimero elevado de células, em fase estacionaria de
desenvolvimento. Este fato permitiu a utilizaggo do
método padrdo de contagem em placas, por semea-
dura em profundidade, para a enumeragsio das célu-
las vidveis, seguido de incubagfio durante 24 ¢ 48
horas, & temperatura de (33 + 1)°C (APHA, 1976).

Na avaliagfo da densidade de células sobrevi-
ventes aos tratamentos térmicos pelo método dos
tubos capilares, com populagOes por vezes extre-
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TABELA 3 - Tempos de redugdo decimal (D) das cepas A, B, C, D, E, F, G, H, eI de S. aureus, as temperaturas de 58°C, 60°C,
62°C, 64°C, 66°C e 68°C, em leite reconstituido, e os respectivos valores Z.

Cepa Populagio inicial
(UFC/ml) 58°C 60°C 62°C 64°C 66°C 68°C Z(°C)
A 1,54 x 10° 173,28 60,67 24,12 8,19 5,42 2,45 5,43
233x10° 227,82 86,97 32,20 11,60 5,61 2,89 5,19
B 1,76 x 10° - 77,71 28,92 6,75 3,70 1,45 4,60
1,58 x 108 213,80 54,85 18,29 6,80 2,59 1,46 4,59
C 5,38 x 10° 280,28 163,68 76,44 2421 9,41 3,83 5,17
2,70x 10 186,83 102,25 37,87 14,06 7,06 2,83 5,38
D 1,58 x 108 77,71 29,14 9,71 3,56 1,78 0,97 5,14
2,73 x 10° 88,27 31,78 10,90 4,19 2,22 1,14 5,25
E 1,94 x 10° 169,74 85,65 35,64 13,23 5,73 2,48 5,33
3,73x10° 529,67 197,91 73,10 25,59 13,25 4,87 494
G 1,37 x 10° 304,97 117,30 33,24 14,79 7,23 - 4,82
1,87 x 10 286,49 110,97 39,28 15,16 6,11 2,64 4,87
H 2,02 x 10° 594,12 202,01 78,73 26,88 10,54 3,98 4,61
I 498 x 10° 198,03 69,25 22,55 9,35 4,76 - 4,87
1,03 x 10° 257,77 88,33 22,64 8,89 3,38 - 4,20

mamente reduzidas, o método do Nimero Mais
Provavel, utilizando o caldo de caseina-soja, foi
preferido ao método da semeadura. A confirmagfo
da presenca de S. aureus nos tubos de caldo de
caseina soja foi realizada em meio especificos de
Agar de Baird Parker, e a quantificacio da popu-
lagiio pelo método da semeadura em profundidade,

utilizando 4gar de caseina-soja, que assemelha-se-

em composi¢o ao caldo de caseina-soja. O método
do Ndmero Mais Provavel, com caldo de caseina-
soja, permitiu a recuperag¢io de populacdes tio re-
duzidas quanto de uma tnica célula sobrevivente.
Se o tempo méiximo de 48 horas de incubagfo, das
células tratadas em caldo de casefna-soja for pro-
longado, a verificagfo da viabilidade celular torna-
se dificil, sendio impossivel, prevendo-se até que a
fase logaritmica de morte tenha sido atingida. Por
esta razdo a semeadura confirmatéria em 4gar de
Baird Parker foi realizada ap6s incubacfio de 24 e
48 horasa (33 + 1)°C.

Normalmente, o método do frasco é o preferido
na determinago da resisténcia térmica de microrga-
nismos mesdfilos, as temperaturas inferiores a 100°C,
devido a uma série de vantagens, dentre as quais de-
staca-se a auséncia de uma fase lag inicial nos
tracados das curvas de sobreviventes, em decorréncia

do aquecimento instantineo das células inoculadas
no meio de aquecimento (Stumbo, 1973). O método
do tubo capilar, proposto por Stern & Proctor (1954),
pode ser utilizado na determinacfo de parametros de
resisténcia térmica de células e esporos bacterianos,
para amplo intervalo de temperatura, incluindo va-
lores inferiores a 100°C. O método do tubo capilar
apresenta a grande vantagem de submeter ao trata-
mento térmico simultdneo o niimero de amostras que
for necessério, recebendo todas tempos de aqueci-
mento e resfriamento idénticos. Também neste caso
os tempos de tratamento dispensam corregfo, visto
que os tempos de aquecimento e de resfriamento, se
existentes, podem ser desprezados.

Das cepas de S. aureus estudadas, a cepa F,
produtora de enterotoxina E, foi aquela que apre-
sentou os maiores pardmetros de resisténcia térmi-
ca, para todas as temperaturas experimentais, quan-
do adaptada ao caldo de caseina-soja com 50% v/v
de leite reconstituido (tubos capilares) € em solugio
tampéo fosfato (frasco de 3 bocas).

Os tempos de redugdo decimal obtidos para as
cepas F e Hde S. aureus a temperatura de 62°C em
caldo de caseina-soja com 50% de leite reconsti-
tuido, foram muito préximos (Tabela 3). Porém,
como a cepa F apresentou maior valor Z que a cepa
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H, os valores D respectivos se distanciaram para
temperaturas mais elevadas, confirmando ser a cepa
F mais termorresistente. A cepa F apresentou
pardmetros de resisténcia térmica muito préximos
daqueles caracteristicos de cepas mais sensiveis de
Mycobacterium tuberculosis (Stumbo, 1973).

Walker (1966) obteve, 2 temperatura de 62°C,
os tempos de reducdo decimal de 21 seg, 12 seg e
45 seg para cepa 161-C de S. aureus aquecida
respectivamente em leite com teor de gordura 3,6%,
leite desnatado e soro de leite com 0,4% de gordura
¢ valor de pH de 6,5.

Stiles (1965) estudou a termorresisténcia de
cepa 196-E de S. aureus em leite desengordurado,
com valor de pH 6,5 e obteve Z igual a 7,2°Ce tempo
de reducfo decimal de 203,21 seg 2 temperatura de
62°C; em solugdo tampdo com valores de pH 4,5;
5,5; 6,5 ¢ 7,5 para os quais foram obtidos os valores Z
de 10, 11°C; 9,61°C; 9,11°C; 8,24°C respectiva-
mente, e os tempos de reducdo decimal correspon-
dentes foram de 37,57 seg; 51,33 seg; 89,23 seg
39,01 seg atemperaturade 62°C.

A utilizagfo dos tubos capilares e do método do
frasco na determinag@o dos parimetros de resisténcia
térmica indica a ocorréncia de diferengas significati-
vas. Os tempos de redugfio decimal obtidos pelo mé-
todo do frasco apresentaram-se superiores aos obti-
dos pelo método dos tubos capilares, A temperatura de
60°C. Esta discrepancia pode ter sido devida ao tipo
de metodologia e a0 meio de aquecimento utilizado.

A observag@o dos dados obtidos na resisténcia
térmica da cepa F de §. aureus pelo método do fras-
cos (em tampdo fosfato) confirma os resultados
obtidos pelo método dos tubos capilares (em caldo
de caseina-soja com 50% v/v de leite reconstituido).
Em ambos os casos, a cepa F demonstrou ser a
mais termorresistente, apresentando valores Z
préximos tanto em solugfio tampéo fosfato, quanto
em caldo de caseina-soja com leite reconstituido. O
valor Z calculado para a cepa F em solugfio tampdo
fosfato, a partir do logaritmo dos tempos de
redugfo decimal da Tabela 2, foi de 5,00°C. Para o
caldo de caseina-soja com 50% de leite reconsti-
tuido, este valor foi de 4,94°C,

Concluindo podemos afirmar que: das cepas de
S. aureus estudadas, a cepa F, produtora de entero-
toxina, apresentou 0s maiores parimetros de resis-
téncia térmica, para todas as temperaturas experi-
mentais, veiculada tanto em caldo de caseina-soja
com 50% v/v de leite reconstituido como em
solugfo tampao fosfato (pH 7,0):

— a utilizacfio das metodologias do frasco e dos
tubos capilares apresentou diferengas significativas
nos tempos de redugfo decimal porém houve con-
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cordancia nos resultados das resisténcias relativas
dacepaF de S. aureus.
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SUMMARY

Thermal inactivation studies on Staphylococcus
aureus strains in potassium phosphate solution
at pH 7,0 and in reconstituted milk

Heat resistance parameters have been deter-
mined for nine strains of Staphylococcus aureus,
by determining the D and Z values, using the flask
method and the capillary tube method. The heating
medium were potassium phosphate buffer solution
at pH 7,0 and casein-soy broth added with 50% v/v
reconstituted milk. The temperature ranged be-
tween 60°C and 66°C. For both methods used and
heating medium, the Staphylococcus aureus enter-
otoxigenic strain termed F showed the greatest ther-
mal resistance parameters, exhibiting mean D60°C
value of 245,51 seconds and 197,91 seconds, re-
spectively, in buffer and in milk. The mean Z value,
for different work sets, was around 5.00°C. The
mean D values, were obtained from the number of
positive growth samples and death vegetative cells
from Halvorson equation by using the capillary
tube method; and from the survivor curve by using
the flask method. The mean Z values were obtained
from the thermal death time curves.

Key Words: Staphylococcus aureus, heat resis-
tance
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FLORA BACTERIANA HETERO’[‘ROFICA EM OSTRAS
(CRASSOSTREA RHIZOPHORAE) E AGUAS DA BATA NORTE,
ILHA DE SANTA CATARINA, BRASIL

* R.L., Cerutti & T.C.P., Barbosa

RESUMO

A populagdo bacteriana das dguas da Bafa Norte da ilha de Santa Catarina foi
estudada utilizando-se a osira Crassosirea rhizophorae como biondicador. Foram
realizadas avaliagBes quali-quantitativas de bactérias heterotréphicas origindrias da
dgua do mar e de ostras de trés locais da Bafa. Nas ostras, analisou-se a massa
digestiva e o corpo inteiro do animal. Os resultados mostram altas concentrages de
bactérias na dgua e nos bivalves. A maior acumulagfio de microrganismos foi
detectada no traty digestivo das ostras. Enterobactérias predominam na agua enquanto
as Pseudomonadaceae sdo mais frequentes nos bivalves.

Palavras-chave: bactérias heterotréficas, bivalves, ostras, Crassostrea rhizophorae.

INTRODUCAO

A 4gua das bafas e estudrios normalmente
contém milhdes de bactérias em cada mililitro;
esta microflora é constituida de grupos marinhos
autictones e de outras espécies de origem terres-
tre; parte dessas bactérias, de origem entérica, sdo
lancadas ao mar pelos - efluentes domésticos e
atuam como indicador de contaminagio fecal(12).
Assim, a descarga dos efluentes urbanos contribui
duplamente para o crescimento bacteriano, seja
pelo aporte de residuos organicos ou pela intro-
dugfo de novas espécies(2).

As substncias orgénicas, dissolvidas ou sus-
pensas na dgua atuam como importante fonte de nu-
trientes para os microrganismos heterotréficos . Em
bafas poluidas e portos a concentragfio de matéria
orgnica pode atingir valores préximos a 100mg de
substancia organica por litro. A composigdo ¢ o ta-
manho das populagdes bacterianas ou fiingicas de
um corpo de dgua dependerd portanto da concen-

* Bolsista de Aperfeicoamento do CNPq

trag&o € composigio dessas substancias (13).

A contaminagfio do mar devida ao lancamento
de efluentes origina dois tipos de problemas rele-
vantes em satide piiblica: riscos associados a ba-
nhos em locais contaminados e riscos ligados ao
consumo de animais habitantes destas zonas(14)-
Neste dltimo caso é importante citar que os mais
incriminados sdo os moluscos bivalves (ostras e
mexilhdes), que sendo filtradores sio responsdveis
pela acumulagfio de residuos e bactérias associa-
das(2,5). O mecanismo de acumulagfio e sobrevi-
véncia destes microrganismos em bivalves est4 re-
lacionado ao fendmeno digestivo(4) e a utilizagdo
direta dos 6rgdos envolvidos nesse processo pa-
rece mais confidvel quando se visa avaliar as car-
gas bacterianas do meio exterior(10).

Numerosos trabalhos na 4rea de poluigdo bac-
teriana classificam o comprometimento de zonas
costeiras utilizando-se das contagens de coliformes
fecais e totais(1). O cultivo de bactérias hete-
rotr6ficas pode auxiliar na avaliagio do compro-

Departamento de Biologia/CCB - Universidade Federal de Santa Catarina — C.P. 476 — 88049 - Florianépolis - SC.
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metimento da 4gua a nivel de atividade decomposi-
tora, A constatagfo de altas densidades bacterianas

indica intensa quantidade de nutrientes orgénicos,

assimildveis por esta microflora(7).

O estudo conjunto das microfloras hete-
rotréficas e coliformes €& importante e reco-
mendével quando se trata de avaliagdes do com-
prometimento da qualidade de dguas receptoras de
efluentes domésticos, utilizdveis para banho e con-
sumo de animais(6). A utilizacio de um animal fil-
trador como indicador da contaminac¢fio bacteriana
¢ importante porque fornece informagdes ante-
riores ao momento da coleta(3).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o com-
prometimento das dguas da baia norte da ilha de
Santa Catarina. Este estudo fez-se necessario devi-

‘Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(4), 1991

do a existéncia de projetos de implantacfio da
ostreicultura na regifio. Com este intuito, tentou-se
simultaneamente avaliar os coliformes e bactérias
heterotréficas totais na dgua, estendendo a anélise
das heterotréficas totais as ostras nativas (Crassos-
trea rhizophorae).

METODOLOGIA

Estabeleceram-se trés pontos de coleta na
Baia Norte da Ilha de Santa Catarina, demarcados
na Figura 1. Todos os pontos recebem, direta ou
indiretamente, canalizacGes de efluentes domésti-
cos. Os nimeros correspondem as estacdes de
coleta:1 - Estacfio da Ponta do Coral, que recebe

o9

ILHA DE SANTA CATARINA

FIGURA 1 - Tlha de Santa Catarina. Locais de Coleta: 1- Ponta do Coral; 2 - Santo Antonio de Lisboa; 3 - Mangue do Itacorubi.
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efluentes do centro da cidade Floriandpolis;

2- Estagfio de Santo Antonio de Lisboa, que re-
cebe efluentes das comunidades de Cacupé, Santo
Antdnio de Lisboa e Sambaqui, além dos efluentes
diluidos do Mangue do Itacorubi e Ponta do Coral,
conforme as correntcs marinhas que atuam na
regifo;

3 - Estacfio do Mangue de Itacorubi, que recebe
efluentes do centro da cidade ¢ dos bairros Santa
Monica, Itacorubi, Pantanal e Campus Univer-
SitArio.

Amostras mensais de dgua e ostras (C. rhizoph-
orae) coletadas A maré baixa foram acondicionadas
em recipientes de poliestireno com gelo a uma tem-
peratura média de 5° C e transportadas ao labo-
ratério para anilise bacteriolgica, A temperatura
da dgualocal foi medida em todas as coletas.

Em laboratorio, as ostras foram escovadas
sob agua corrente. Um exemplar foi aberto assép-
ticamente. A massa digestiva (intestino ¢ glandula
digestiva) foi retirada, pesada e triturada em ma-
ceradores manuais de vidro jateado, adicionando-
se 5 ml de dgua do mar estéril. Um segundo indi-
viduo foi aberto, o corpo inteiro, exceto a dgua in-
tervalvar foi recolhido, pesado ¢ macerado da mes-
ma forma. A 4gua do mar, solugfio homogénea de
massa digestiva e de corpo inteiro foram semeados
em 4gar 2216E(11) que propicia o crescimento de
bactérias heterotroficas totais do meio marinho.,
As culturas, em duplicatas, foram enumeradas
apo6s 7 dias de incubagfio a 25°C em obscuridade.

Tentativas de enumeragiio de coliformes totais
na agua do mar foram efetuadas, utilizando-se da
técnica de MF (Millipore 0,45u) cultivadas em
AEMB (Agar Eosine-Metilene Blue Teague-
MERCK), incubado a 37° C por 48 horas(1).

A partir das amostras de 4gna e de ostras prove-
nientes das estagdes 1 €3, isolaram-se 54 cepas bac-
terianas (28 da dgua do mar ¢ 26 das ostras). As ce-
pas foram submetidas aos seguintes testes para
identificagfio do grupo taxondmico: fermentago da
glicose, catalase, oxidase, crescimento sobre
AEMB (Agar Eosine-Metilene Blue Teague), cres-
cimento a5 ea44° C, coloragie Ge Gram, morfolo-
gia e mobilidade segundo a metodologia corrente.

RESULTADO E DISCUSSAO

Os dados provenientes das amostragens das
estages 1, 2 e 3, totalizando 16 coletas estdio
expressos na Tabela 1,

A 4gua do mar de todas as esia¢Oes apresenta
oscilagGes das densidades bacterianas heterotréficas
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Estagdo 1
meses 4gua do mar| massa digestiva | corpo inteiro
marco
abrif 2100 5800000 26000
maio 390000 320000 68000
junho 110000 250000 1100000
setembro 28000 180000 87000
novembro 34000 120000 620000
dezembro 2100 9000 4400

Estagéo 2
meses agua do mar | massa digestiva | corpo inteiro
margo 18000 35000 34000
abril 14000 1300000 50000
maio 4000 690000 82000
junho 98000 1500000 230000
setembro 3700 150000 150000
novembro 10000 21000
dezembro

Estagdo 3
meses agua do mar| massa digestiva | corpo inteiro
marco
abril
maio 200000 800000 190000
junho 910000 1500000 580000
setembro
novembro 39000 82000 8700
dezembro 160000 2000 430000

TABELA 1 - Enumeragdes de bactérias heterotréficas nas trés
estagBes de coleta. Os resultados sdo expressos em Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) por grama (massa digestiva e
corpo inteiro) ou mililitro (4gua do mar).

variando de 1000 a 100.000 UFC ml'l, As densi-
dades elevadas sfio mais frequentes nas estacges 1
e 3. Estes valores sfo préximos ao citados por ou-
tros autores(9, 10) para locais poluidos. As densi-
dades bacterianas aqui encontradas tm estreita
relagdo com a qualidade da dgua da bafa, pois to-
dos os sitios de coleta sofrem efeitos de conta-
minagdo natural (mangues) ¢ antropogénica
(efluentes e residuos). Em zonas abrigadas, como a
que se refere o estudo, a dispersdo da carga polui-
dora é mais lenta e ocorre uma acumulagfio de
residuos organicos que atuam como nutrientes para
0 crescimento bacteriano. Numerosos trabalhos re-
latam que proliferagdes bacterianas tém estreita
relagdo com o alto nivel tréfico de algumas regides
como as zonas costeiras(7,13).

Coliformes totais foram detectados esporadi-
camente nas trés estacdes; no més de setembro, a
estacdo 2 apresentou 100 coliformes em 100 ml de
dgua, no mes de novembro as estagdes 1 ¢ 3 apre-
sentaram valores superiores a 300 UFC por 100
ml. A auséncia de periodicidade aqui observada re-



Cerutti, R L. & Barbosa, T. C. P.

sultou em dados pouco confidveis e inconsistentes,
mas que indicam uma provavel poluigfio fecal na
Baia Norte.

As contagens obtidas na massa digestiva das
ostras oriundas das trés esta¢tes de coleta sdo fre-
quentemente superiores a 100.000 UFC g1). Para o
corpo inteiro estes valores oscilam muito (1.000 até
1.000.000 UFC g1). As densidades bacterianas das
ostras (massa digestiva e corpo inteiro) variam de
um local para outro como também variam em
relagfio as densidades bacterianas da dgua do mar
(vide tabela). Crassostrea rhizophorae assim como
outras espécies de ostras apresentam uma microflo-
ra bacteriana comensal(9) que pode ser detectada
em meios de cultura para heterotréficas marinhas.
O uso da ostra como bioindicador é discutivel,
neste caso, pois a sua flora comensal é quantificada
juntamente com as heterotréficas totais. A utili-
zagdo da massa digestiva na andlise bacteriana
destes animais evidenciou altas concentragtes de
bactérias neste 6rgdo, corroborando resultados de
outros autores (8, 10)-

Em relagdo a andlise qualitativa, do total de
cepas isoladas da dgua do mar, 50% pertenciam ao
grupo das Enterobacteriaceae, 38,5% eram Pseu-
domonadaceae, 7,6% Vibrionaceae e 2,6% foram
cocci ndo identificados. Nas ostras, 50% das cepas
isoladas e analisadas eram Pseudomonadaceae,
21,4% Enterobacteriaceae/Photobacterium, 17,9%
Vibrionaceae ¢ 10% foram cocci ndo identifica-
dos. Tais resultados revelam uma possivel selegfio
bacteriana nos bivalves, que acumulam e favore-
cem o estabelecimento de uma flora mais adaptada
as condigOes internas do animal. E natural, portan-
to, que nas ostras sobrevivam microrganismos ma-
rinhos, mais adaptados a este ambiente como algu-
mas Pseudomonas. Resultados semelhantes foram
observados em Mytilus edulis (4). A instalagfo das
microfloras no animal é temporiria, e alguns en-
saios de contaminagfio bacteriana em mariscos, re-
cuperaram Serratia marcecens no intestino do ani-
mal até 0 maximo de 24 horas, enquanto que as
pseudomonadiceas sdo encontradas mesmo apds
72 horas(3). No presente trabalho a detecgdo me-
nos representativa de Enterobactérias nas ostras
talvez seja uma comprovagio deste fato.

Fatores como a resisténcia bacteriana 3 degra-
dagfio enzimatica, adaptagfio ao meio rmarinho e a
habilidade em utilizar o conteddo digestivo do ani-
mal(4) como fonte de nutrientes s3o provavel-
mente os fatores essenciais da selegfio bacteriana
pelos bivalves, '

A falta de relagfo entre a quantidade de ente-
robactérias na ostra e na 4gua nio deve inibir estu-

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(4), 1991

dos similares visando a deteccfio de bactérias con-
taminantes, pois na verdade nfio existe uma real si-
mulianeidade entre a amostra de dgua ¢ a amostra
do bivalve. A primeira fornece resultados
instantaneos da massa d'dgua no momento da cole-
ta, a segunda corresponde a integragfio total ou
parcial do molusco 2s caracteristicas bacte-
rioldgicas e ambientais de massas d'dgua que se
sucederam antes da coleta.

Os resultados aqui obtidos sfo insuficientes
quanto a indicacdo da contaminagfo bacteriana da
bafa. Faz-se necessdrio um estudo mais longo, sa-
zonal, efetuando uma anélise mais precisa das bac-
térias, no minimo a nivel de genéro, antes de implan-
tar qualquer sistema de ostreicultura ou mitilicultura
naregifio. O aprofundamento deste estudo, avaliaria
o comprometimento local, tempo de sobrevivéncia
das bactérias contaminantes na dgua, selegio bacte-
riana e tempo necessdrio para a depuragio dos bi-
valves cultivdveis antes da sua comercializaggo.,

SUMMARY

Heterotrophic bacteria in oysters and
waters of North Bay, Santa Catarina, Brazil

The bacterial populations in North Bay, Santa
Catarina Island (SC, Brazil) were studied, using
Crassostrea rhizophorae as bioindicator, The
heterotrophic bacterial contend, in the water and
oysters, collected at three differents sites in the bay
was analysed. Digestive gland and hind gut, and
the whole tissue of the animal's body were also
studied. Higher levels of bacterial contamination
were found in both, water and oysters, and
bacterial accumulation was clearly shown in the
digestive gland and hind gut of oysters. Qualitative
analysis revealed Enterobacteriacea, mainly in the
water. Pseudomonadaceae were predominant in
oysters tissue.

Key Words: heterotrophic bacteria, bivalve,
oysters, Crassostrea rhizophorae.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. American Public Health Association - Standard Methods
for Examination of Water and Wastewater. 22 Ed. Wash-
ington, APHA, 1985.

2. Ayres, P.A,, Burton, HW. & Cullum, M.L. - Sewage and
shellfish in Techniques for the Stady of mixed popula-
tions. Academic Press. N.Y. 51-62, 1978.

3. Barbosa, T.C.P. - Le processus d'accumulation des bacté-

333



Cerutti, R L. & Barbosa, T. C. P.

334

res chez les mollusques bivalves. Fitude expérimentale
chez Mytilus edulis. These de doctorat de I'Université de
Bretagne Occidentale. Brest. France. 134p, 1987.
Barbosa, T.C.P. & Prieur, D. - Comparative Study of the
bacterial flora of seawater and Mytilus edulis stored 10°
C. Proceedings 2nd Biennal Water Quality Symposium:
Microbiological aspects. 229-232. Vifia del Mar. Chile,
19%0.

Bayne, B.L. - Marine mussels: their ecology and physiol-
ogy. Cambridge University Press. London. 506p, 1976.
Hagler, A. & Hagler, L.M. - Microbiologia Sanitiria. In
Tratado de Microbiologia. vol. 1. Isaac Roitman, Luiz R.
Travassos, Josio Licio Azevedo, Ed, Manole. Sio Paulo.
186p, 1988.

Jacq, E.- Etude des peuplements bactériens plantoniques
et dans deux syst®émes ctiers de Bretagne: la Rade de
Brest et la zone frontale d'Ouessant. These de doctoratde
I'Université de Bretagne Occidentale, Brest. France.
127p, 1986. ’

Kueh, C.S.W. & Chan, K. - Bacteria in bivalve shellfish
with special reference to the oyster. J. Appl. Bact. 59: 41-
47, 1984.

10.

11.

12.

13.

14.

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(4), 1991

Lovelace, T.E., Tubiash, H. & Colweel R.R. - Quantita-
tive and qualitative commensal bacterial flora of Crassos-
trea virginica in Chesapeake bay. Proceedings of the Na-
tional Shellfisheries Association, 58: 82-87, 1968.

Minet, J.; Barbosa, T.C.P.; Prieur, D. & Commier, M. -
Mise en évidence le processus de concentration des bac-
téries par la moule Mytilus edulis (L.). C.R. Acad. Sci.
Paris. Vol. 18: 41-44, 1988,

Oppenheimer, C.H. & Zobell, C.E. - The growth and viabil-
ity of sixty three species of marine bacteria as influenced by
hydrostatic pressure. J. Mar. Res. 11: 10-18,1952.
Plusquellec, A. - Contribution a l'étude de la pollution
bactérienne des eaux littorales. Cas particulidre de la baie
de Concarneau. La foret. These de 3éme Cycle Oceanog.
Biol. Université de Bretagne Occidentale. 202p, 1984,
Rheinheimer, G. - Aquatic Microbiology. 2nd Edition.
John Willey & Sons. N.Y. 235p, 1980,

Riichi, P. & Sakasaki, R. - Halophilic vibrio infections.
In: food borne infections and intoxications. Academic
Press. 115-118, 1968.

Recebido para publicagiio em 12/11/90



Rev. Microbiol., Sio ’Paulo, 22(4): 335-339, 1991

EMPREGO DE ALGUMAS FONTES NITROGENADAS NA OBTENCAO
DE BIOMASSA DE OSCILLATORIA LIMNETICA

Bluma Linkowski Faintuch
Sunao Sato
Eugenio Aquarone!

RESUMO

Foi realizado um estuado do rendimento de biomassa e de proteinas totais da
cianobactéria Oscillatoria limnetica em meios sintéticos com diferentes fontes de
nitrogénio. Utilizaram-se nitrato de potéssio, uréia e cloreto de amdnio, em cinco
diversas concentragtes cada um. A melhor produgdo de biomassa da O. limnetica foi
conseguida em meios contendo nitrato de potassio a 2,57 g/l, porém com uma oferta
de 1,0 g/l, obtiveram-se resultados bastante favoraveis, assim como com a uréia € o
cloreto de amodnio em baixas concentragfes. As concentragdes protéicas determinadas
ficaram na faixa de 30,3 - 82,7%. Conclui-se que valores satisfatorios de biomassa ¢
proteina podem ser obtidos com concentragdes econdmicas de nitrato no meio de
cultura, ou empregando-se baixas concentra¢tes de uréia e amdnio, a um custo ainda

mais reduzido.

Palavras-chave: Oscillatoria limnetica. Biomassa. Cianobactéria.

INTRODUCAO

As cianobactérias representam uma das fontes
alternativas de proteinas e sua utilizagdio como
complemento alimentar ji foi ensaiada em con-
digdes experimentais e industriais.

A maior experiéncia disponivel relaciona-se a
Spirulina maxima, mas muitas investigagdes fo-
‘ram realizadas também com espécies do género
Oscillatoria (5,9,10).

'O genéro Oscillatoria ainda nfio é bem apro-

veitado em termos de suprimento alimentar, mes-
mo sabendo-se que contém alto teor protéico, em
parte por apresentar teores de DNA/RNA extrema-
mente elevados. Este género ndo possui um sabor
atraente ¢ algumas espécies, como a Oscillatoria
brevis (4) excretam compostos de odor desag-
radavel como a geosmina.

Caracteristicas do genéro — As "Oscillatorias”
sfo cianobactérias formadas apenas de células ve-
getativas que possuem tricomas livres, solit4rios,
pluricelulares, retilineos € com inflexdes.

As necessidades nutritivas e a tolerAncia ao
oxigénio permitem as cianobactérias desenvolve-
rem-se nas camadas ricas de O, dos ambientes
aquéticos, proximos 2 interface ar-4gua. Porém al-
gumas cianobactérias crescem junto com as bac-
térias vermelhas e verdes em ambientes aquticos
ricos em H,S. E o.caso da O. limnetica que exibe
tanto fotossintese oxigénica quanto anoxigénica.

Uma das principais dificuldades para a ampla
utilizagfio destas fontes de biomassa diz respeito
aos custos de producio elevados, devidos em parte
a necessidade de consumo de fontes nitrogenadas
dispendiosas.

Neste trabalho, definiram-se fontes experimen-

1. Departamento de Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica, Faculdade de Ciéncias Farmacuticas da Universidade de Sdo

Paulo. Caixa Postal 30786 Sdo Paulo, SP, Brasil
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tais de nitrogénio visando a diminuig¢fo de custo de
produgdo, e 0 estabelecimento de novas opgdes para
aproducdo de biomassaapartirda O. limnetica.

MATERIAL E METODOS

Estudou-se uma cepa de O. limnetica prove-
niente do "Centro di Studio dei Microorganismi
Autotrofi” da Universidade de Florenga, Itdlia.

~#A-cepa foi-ativada-por-repicagem em tubos -

contendo o meio de cultivo em dgar, mantidos por
uma semana em estufas a 30°C e 3 Klux de inten-
sidade luminosa e, em seguida, conservados a tem-
peratura ambiente ¢ luz do dia.

A composicio do meio (6) basico utilizado é
mostrada na Tabela 1, com excegfo da fonte nitro-
genada que variou com 0s experimentos. Os com-
postos nitrogenados ¢ suas concentra¢Ges, usados
nos experimentos sdo mostrados na Tabela 2.

O pH inicial do meio era 9,5+ 0,2. Para cresci-
mento em nitrato utilizava-se este pH e para meios
contendo uréia ou amodnio o pH era ajustado para 8,4
* 0,2 com solugdo de 4dcido cloridrico diluido 1:3.

TABELA 1 - Composi¢io do meio de cultura utilizado

Solugdo de

gL microelementos mg/L.
NaCl 092 SnClz, ZHZO 304
M2$4 1,88 Nll’lcl2 . 4H20 173
KHPO 050 CoCl,. 6H,0 194
l\hzm 3 8,89 SﬁlCL2 . 2H20 146
Na HCO 15,15 BaClz. 2H20 2846
CaCl,. 21120 0,05 LiCl 293
KNOB 2’57 CllSO4 . GHZO 186
MgSOa . H20 025 NiSO4 . 6HZO ni

NaMoO, . 2H,0 121

Sol. de Fe ~EDTA — 1ml
Sol. de microelementos — 1ml

TABELA 2 - Fontes de Nitrogénio e suas concentragdes

Fontes de Nitrogénio Concentragdes (g/L)

KNO, 05-10-2,57-50 -100
(NH,), (0 01-03-05 -0,75- 1,0
Ni QL 01-02-03 -0,5 - 08

Sol. de Fe — EDTA - Im]
Sol. de microelementos — 1ml
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Para a obtengfo da concentragiio celular de indculo
desejada foram usados erlenmeyers de 500 ml com
40% do meio, agitadosa 100 rpm, 30°Ce 3,5 Klux.

Para a obtencfio da biomassa usaram-se erlen-
meyers de 500 ml com 160 ml de meio e 40 mi de
inéculo. Este indculo, preparado como descrito no
pardgrafo anterior, correspondia a uma massa de
50 mg/L..

Os erlenmeyers eram colocados em "shakers"
por 10 dias com temperatura, agitagio e intensi-

dade Tuminosa iguais aos usados para o creseimen:

to dos inéculos.

Valores de pH e biomassa foram determina-
dos diariamente:

A concentracdo da biomassa era medida em
espectrofotdmetro Procyon SC 90 em comprimen-
to de onda de 625 nm. O teor protéico total deter-
minado no final do ensaio, foi medido pelo méto-
do de Kjeldahl (2,3) verificando-se o teor de
nitrogénio total e convertendo-o em proteina por
simples multiplicagio fatorial.

RESULTADOS

KNO,; como fonte nitrogenada — Na biomassa
produzida no meio com KNO,, o rendimento mais
vantajoso consubstanciou-se naquele contendo 2,57
g/L, porém € conveniente assinalar que também
com ofertas consideravelmente mais baixas (0,5 e
1,0 g/L), os resultados foram apenas ligeiramente
afetados, com menos de 20% de diferenca na bio-
massa. v

N#o houve fase lag de crescimento e em todas
as concentrag0es a fase estaciondria foi atingida
no oitavo dia (Figura 1).

&

>

23456 78 910 tdas)

0
0 1

FIGURA 1 - Concentragiio de biomassa da Oscillatoria lim-
netica em fungio do tempo, para diferentes concentragles de

KNO, (g/L).
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FIGURA 2 - Concentragdo de biomassa da Oscillatoria lim-
netica em fungdo do tempo, para diferentes concentragGes de

uréia (g/L).
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FIGURA 3 - Concentragiio de biomassa de O. limnetica em
fung@o do tempo para diferentes concentragdes de NH,Cl (g/L).

O pH do meio de cultura durante o ensaio pra-
ticamente ndo se alterou. Variou de 9,8 no inicio
do experimento até 10,6, para todas as concen-
tragBes de KNO, utilizadas.

Uréia como fonte nitrogenada — Percebe-se
uma resposta numericamente muito satisfatoria
com baixas concentragtes de uréia.

A produgfio de biomassa em meio com 0,3 g/
foi o dobro da obtida em meios com 0,1 g/l. Ndo
houve fase lag de crescimento, sendo que a fase
estaciondria foi atingida no sexto dia do experi-
mento, com uma excelente concentragio de bio-
massa (Figura 2). ,

No meio em que a concentragiio de uria foi
0,1 g/l a fase estaciondria se iniciou no segundo
dia, prolongando-se por mais trés dias, seguidos
de declinio.
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A variagiio de pH do meio de cultura conten-

do diferentes concentragdes de uréia no crescimen-
to da O. limnetica foi de 8,8 a 10,6, denotando
uma elevacio progressiva desta medida.
NHCI como fonte de mitrogénio — Com a utili-
zagho de NH,Cl no meio de crescimento obser-
vou-se que mesmo em altas concentra¢es deste
sal, ndo houve despigmentacdo da cultuta poden-
do-se efetuar leituras no espectrofotdmetro até o
final do experimento.

A O. limnetica teve seu melhor desempenho
na concentragio de 0,5 g/L, na qual chegou ao final
do ensaio sem atingir a fase estacionaria. Nota-se
também uma fase lag de crescimento. A segunda
melhor produgfo de biomassa ficou com o nivel de
0,3 g/l (Figura 3). O comportamento do pH ja
mencionado reproduziu-se nestes meios acidifica-
dos sem modificagdes importantes, e sem influén-
cia aprecidvel das concentragdes de nutrientes.
Teor protéico da biomassa -~ O contetido protéi-
co de O. limnetica foi maior nos meios com KNO,
a0,5g/Le NH,Cla 0,5 g/L (Tabela 3).

TABELA 3 - Porcentagem proteica obtida nos vdrios ensaios

Fontes de N Conec. (g/1) % Proteinas
Totais
05 78,5
KNO, 10 70,2
257 63,8
50 46,4
100 30,3
Uréia
01 64,8
03 79,8
N C1
03 526
05 82,7
DISCUSSAO

O meio de cultura utilizado no crescimento da
0. limnetica por outros autores (5,8) difere do nos-
so, embora valendo-se de nitrato de amdnio como
fonte principal de nitrogénio, e de constituintes
minerais comparaveis aos do meio da Paoletti et al
(6). Temos adotado para o crescimento-da O.
limnetica o mesmo meio recomendado para Spiru-
lina, uma vez que estas cianobactérias crescem
juntas em lagos naturais (9).

Apés o carbono, ¢ também deixando-se de
lado o hidrogénio e o oxigénio, que podem ser
obtidos da 4gua, o nitrogénio é quantitativamente
o elemento mais importante da matéria seca das
células das algas.
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Quando o nitrogénio é fornecido na forma oxi-
dada de nitrato ele precisa primeiramente ser redu-
zido para sér incorporado em moléculas organicas.

Em meios contendo diferentes concentragdes
de KNO, a O. limnetica desenvolveu-se bem, reg-
istrando-se a sua maior produgdo de biomasa no
meio contendo 2,57 g/L.

A segunda fonte de nitrogénio investigada a
uréia, tem um custo bastante inferior ao do nitrato,
além do que cada molécula de uréia fornece dois
itomos dc nitrogénio, cnquanto cada molécula de
KNOj, apenas um.

A uréia normalmente precisa ser hidrolisada
antes que seu nitrogénio possa ser incorporado as
células das algas(1).

A 0. limnetica teve seu melhor crescimento
em meio contendo a uréia a 0,3 g/L.. Com valores
superiores a esta conceniragdo de uréia no meio
ndo obtivernos boa producfio de biomassa, suge-
rindo um fendmeno de inibigfo.

A terceira fonte nitrogenada utilizada foi o
cloreto de amonio, que pode ser eficientemente
utilizado pela maioria das algas7.

Quando em propor¢des adequadas, o nitrogénio
¢é rapidamente assimilado pela alga carente do mes-
mo, até quatro a cinco vezes mais rapidamente do
que por células normais. Entretanto, a concentragio
de cloreto de amdnio a 0,8 g/L. foi inibitdria ao cres-
cimento do microorgasnismo, sendo que a methor
produgio ficoucom aconcentragdode 0,5 g/1.

Em alguns dos nossos ensaios niio observa-
mos a fase lag (inducio) de crescimento, por ini-
ciarmos o experimento com uma pequena quanti-
dade de in6culo, mas onde os microorganismos ji
vinham crescendo em meio completo.

Note-se que os indculos, que estavam sendo cul-
tivados em meio de KNO,, nfo passaram por exaus-
tdo do nitrogénio acumulado antes de serem testados
com nutrientes ou concentragdes diferentes.

Todavia, nfio é provavel que este fato tenha
interferido significativamente na andlise e inter-
pretagio das curvas de crescimerto estudadas nes-
ta investigaco, exceto no que se refere a redugfio
da fase lag em algumas culturas. Conforme ja de-
monstrado todos os dados foram aqui examinados
de forma comparativa, o que tende a anular va-
riaveis comuns a todos eles. Outrossim, diante do
pequeno indeulo utilizado e da rdpida velocidade
de crescimento obtida na maioria das curvas, o ni-
trogénio armazenado na fase pré-inoculagfio nfo
poderia repercutir prolongadamente sobre o com-
portamento do microrganismo.

Uma andlise dos valores de pH revela que
gracas aos tampdes presentes no meio de cultura, as
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oscilagOes desta varidvel foram sempre modestas, a0
longo dos ensaios, nunca alcangando niveis superio-
resa 11,0, que poderiam ser txicos paraacultura.

A 0. limnetica apresentou 0 seu maior con-
tedido protéico, de valor 82,73%, em meio com
cloreto de amdnio a 0,5 g/L.. Este valor excede um
pouco as médias disponiveis na literatura, mas
vem ao encontro das propor¢des alcancadas com
outros meios, a saber o de uréia a 0,3 g/L
(79,75%), e analogamente o de KNO, na concen-
traciio de 0,5 g/L (78,5%).

A andlise dos resultados expostos permite as
seguintes conclusoes:

O desenvolvimento deste organismo em meios
utilizando uréia teve sucesso na presenca de até 0,3
g/L. e com cloreto de amdnio de 0,5 g/L., observando-
se intolerAncia a estas fontes e inibig#o do cresci-
menio com proporgdes mais elevadas.

Em todas as etapas analisadas a produ¢fo de
biomassa mostrou-s¢ mais expressiva no meio de
KNO, a 2,57 g/L, mas com indices geralmente fa-
voraveis, sobretudo nos primeiros dias do ensaio,
para os meios a base de nitrato de potassio com 1,0
g/L., uréia com 0,1-0,3 g/l e amdnio 0,3-0,5 g/L.

Observaram-se concentragdes protéicas de O.
limnetica na faixa de 30,3 ~ 82,7%. Os valores
mais elevados de proteina associaram-se a culturas
mais concentradas neste substrato, quando da in-
trodugfo de uréia e amonio.

Como decorréncia das consideragdes anterio-
res, ficou demonstrada a possibilidade de cultivo
da O. limnetica em meios contendo fontes ¢ con-
centragdes nitrogenadas diversificadas ¢ bastante
econdmicas, sem prejuizo do rendimento de bio-
massa ¢ proteina desta cianobactéria.

ABSTRACT

Use of different nitrogen sources in the
production of biomass of Oscillatoria limnetica

Analysis of the production of biomass and the
total protein concentration obtained with the cya-
nobacteria Oscillatoria limnetica was undertaken,
employing synthetic media and three different ni-
trogen sources. The selected substances were po-
tassium nitrate, urea and ammonium chloride, in
five concentrations for each nutrient. The best
yield of biomass corresponded to the mixture con-
taining 2.57 g/l of KNO,. Nevertheless, with a re-
duction of salt, to 1,0 g/L, almost as good results of
biomass could be observed, as well as with urea
and ammonium in low proportions. Protein con-
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PARTIAL CHARACTERIZATION OF A BROWN PIGMENT PRODUCED

BY AZOSPIRILLUM LIPOFERUM

Rosa G. B. Oliveira
Mario L. de Souza

SUMMARY

Nineteen strains of Azospirillum lipoferum and forty one of Azospirillum
brasilense were examined for pigment production in three supplemented media with
L-tyrosine. Twelve strains of A. lipoferum synthesized the pigment in tyrosine
supplemented liquid NFb medium. A strong brown pigmentation was only produced
by A. lipoferum USAS5a. This strain was used as a brown pigment producer in this
study. When L-tyrosine was replaced by 21 aminoacids and D-L malic acid by other
carbon sources, it was found that the pigment was produced with L and D-L
tryptophan and sodium lactate in the same intensity as that of non-modified medium.
Iron was an essential element for pigmentation.

The brown color suggests that the pigment could be melanin. Although positive
results have been obtained in some tests for melanin characterization, this pigment is
clearly distinguished from melanin by the absorption spectrum. In addition, no
tyrosinase activity was found in the crude extracts of the cells examined with
L-tyrosine and L-DOPA. This brown pigment seems to be related to the catabolism of

tyrosine.

Key Words: Tyrosine, bacterial pigment, Azospirillum lipoferum.

INTRODUCTION

The melanins are a group of black or brown
or even yellow pigments of biological origin that
occur in animals, plants, fungi and bacteria (14).
They may be classified according to the substrate
used for pigment synthesis (14). For example, the
eumelanins are synthesized from tyrosine (14).

Tyrosinase (E.C.1.14.18.1) is a copper con-
taining enzyme which catalyses the first reactions
of the melanin production. Tyrosine is first ortho-
hydroxylated to L-dihydroxyphenylalanine (L-
DOPA), then L-DOPA is oxidized to dopaqui-
none, which undergoes further nonenzymatic oxi-

dation and polymerization, yielding melanin
9,11,14).

Among soil bacteria, melanin formation has
been observed in species of the genera Strepto-
myces (1), Rhizobium (4), Azospirillum (10) and
Azotobacter (12). However, black or brown pig-
ments produced from tyrosine, other than mela-
nins, have also been described in Pseudomonas
aeruginosa (16), Bacillus subtilis (2), Morganella-
Proteus-Providencia group (8) and Serratia mar-
cescens (15).

Azospirillum spp are nitrogen-fixing microor-
ganisms that occur free living in the soil or asso-
ciated with the roots of cereal crops, grasses and

1. Instituto de Microbiologia — Universidade Federal do Rio de Janeiro — Centro de Ciéncias da Sadde — Bloco I, Tlha do

Funddo — CEP 21941 — Rio de Janeiro ~ Brasil
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tuber plants (6). There are a few pigmentation re-
ports in this genus (6,10). The objective of this
paper is to describe the ability of A. lipoferum
USASa to produce a brown pigment from
tyrosine.

MATERIAL AND METHODS

Microorganisms — Azospirillum lipoferum
USASa, isolated from soil under grasses, Snake
River USA, was used as a pigment producer.
Eighteen strains of A. lipoferum and forty one of
A. brasilense were also used in the screening of
microorganisms for pigment production. Cultures
were maintained in semisolid potato-malate-
saccharose (BMS) medium containing 0.05%
yeast extract (6).

Culture media - Liquid nitrogen-free malate
(NFb) medium was used as the basic medium for
pigment production. The composition of this me-
dium (g/liter) was the following: D-L malic acid,
5.0; K,HPOQ,, 0,5; MgSO, . TH,0, 0,2; NaCl, 0,1;
CaCl,, 0,02; trace element solution (Na,Mo0, .
2H,0, 0,2g; MnSO, . H,), 0,235g; H,BO,, 0,28g;
CuS0O,. 5H,0, 0,008g; ZnSO, . TH,0, 0,024g; dis-
tilled water, 1000 ml) 2ml; Fe EDTA (1,64% solu-
tion), 4ml; vitamin solution (biotin, 0.01 g; pyri-
doxin, 0,02 g; distilled water, 100 ml), 1 m1; KOH,
4.0; pH adjusted to 7.0 with KOH. For a semisolid
medium add 1.75 g agar/liter; for a solid medium
add 15.0 g agar/liter (6).

Screening of microorganisms for pigment
production from tyrosine — Bacteria were grown
in tryptic soy broth, peptonesuccinic acid (MPSS)
broth (6) and liquid NFb medium containing L-
tyrosine (600pg/ml) for pigment production
(4,15). Flaskes with 20 ml of each medium were
inoculated with 0.2 ml of a 24 hour culture grown
in semisolid BMS medium. Cultures were inocu-
lated in two batches, one was incubated stationary
and the other was continuously skaken at 140 rpm
in a gyratory shaker (New Brunswich Scientific
Co., Inc.), at 32°C,

Bacterial growth and pigment production
were evaluated visually after 6 days of incubation.
Alternatively, cells were removed by centrifuga-
tion and the pigment production was measurzd in
the supernatant fraction (OD,) (2).

Influence of medium composition on nig-
ment production — The composition of the liquid
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NFb medium containing L-tyrosine (600 ug/ml)
was modified for studying the influence of médi-
um components on pigment production.

D-L malic acid was replaced by other carbon
sources. The influence of 21 proteic aminoacids in
place of tyrosine was also examined. L-alanine, L-
valine, L-leucine, L-isoleucine, L-proline, L-
phenylalanine, L-methionine, glycine, L-serine, D-
L treonine, L-cysteine, L-asparagine, L-glutamine,
L-aspartic acid, L-glutamic acid, L-lysine, L-
arginine, L-histidine, D-L-ethionine, L and DL
tryptophan were used. Fe EDTA was replaced by
other Fe sources. The concentrations of these ex-
amined compounds were similar to those of the re-
placed substances.

CuSO, . 5H,0 was added at various concen-
trations (from O to 10 uM). The influence of
0.08% NH,C1 and Mn?* was also examined. The
effect of initial pH was studied from pH 6 to 9.

Flasks with the modified medium were inocu-
lated and then incubated with shaking for six days
at 32°C.

The semisolid and solid NFb medium supple-
mented with L-tyrosine were also examined.

Partial characterization of the brown pig-
ment ~ A. lipoferum USA5a was grown in liquid
NFb medium with L-tyrosine (600 pg/ml) for one
week, with shaking. Then, the culture was harvest-
ed by centrifugation at 18000 g for 15 min, and
the supernatant was used as a source of pigment.
The supernatant was acidified to pH 1.5 with 6N
HCl and allowed to stand overnight. The precipi-
tated pigment was recovered by centrifugation
(18000 g for 15 min), then was dissolved in water
and lyophilized.

The solubility of the lyophilized pigment in
water, 0.5N NaOH, 0.5N HCI, ethanol and metha-
nol was examined. Flocculation of the pigment
solubilizated in 0.5N NaOH by 0.5 mM Fe Cl,
6H,0 and decoloration by 5% H,0, were also in-
vestigated (2, 5, 7). The melanin precipitation test
of Blackbeerg and Wanger was also used (3).

The absorption spectrum’of the brown pig-
ment soluble in 0.5N NaOH ‘was done with a
Spectronic 1201 spectrophotometer on a range of
wavelengths from 200 to 800 nm.

Enzyme activity — A. lipoferum USA5a was
grown in liquid NFb medium with 0.08% NH,CI
and in liquid NFb medium without Fe EDTA, but
supplemented with L-tyrosine, at 32°C, for 24 h
with shaking. The cell lysates were prepared by
sonication as described by Kelley et al. (5).
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The assay using L-tyrosine as the substrate was
done by the method of Kelley et al. (5). The cell ly-
sate (500ul) was incubated at 32°C and 42°C with
L-tyrosine, 4 mM in 10 mM phosphate buffer, pH
6.4, in a total volume of 1 ml. Melanin formation
was determined visually after 60 min of incubation.

The assay for tyrosinase activity using 3,4-
dihydroxy-L-phenylalanine as the substrate was
done by the method of Yoshimoto et al. (17). The
cell lysate (500 ul) was incubated at 32°C with 1.5

~ml-of-4-mM-L-DOPA in 0:1-M-sodium-phosphate -

buffer, pH 6.8. The conversion of L-DOPA to do-
pachrome was followed by monitoring the in-
crease of absorbance at 475 nm after 60 min of in-
cubation (9).

Hydrazone formation test — For the realiza-
tion of this test, A. lipoferum USAS5a was cuitivat-
ed in 200 ml liquid NFb medium with 0.08%
NH,C1 and in liquid NFb medium without FeED-
TA, but supplemented with L-tyrosine. After 24
hours of incubation, with shaking, the cells were
removed by centrifugation (18000 g for 20 min.),
then they were washed twice in saline and subse-
quently resuspended in a final volume of 10 ml sa-
line. To this suspension, 10 ml of 0.2% tyrosine
were added, and the mixture was incubated for
120 min at 32°C. Then, the p-hydroxyphenyl-
piruvic acid formed from the tyrosine was deter-
mined by hydrazone formation test (13).

RESULTS

Screening of microorganisms for pigment
production from tyrosine — Nineteen strains of
A. lipoferum and forty one of A. brasiliense were
examined for pigment production in three media
supplemented with L-tyrosine. Twelve strains of
A. lipoferum synthesized the pigment in tyrosine
supplemeted liquid NFb medium. The intensity of
the pigmentation in this medium ranged from
weak yellow to strong brown pigmentation. Shak-
ing cultures were more pigmented than cultures
mantained under static conditions. A. lipoferum
USAS5a was the only strain that produced a strong
brown pigmentation in this medium.

No pigment was produced, after 6 days of in-
cubation, in tryptic soy broth and MPSS broth,

Culture condition for pigmentation — A, Ji-
poferum USAS5a, in liquid NFb medium with L-

tyrosine, produced the brown pigment in the first
hours of growth (the pigment measured in the su-
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pernatant fraction of an 18 h culture had an optical
density of 0.26 at 430 nm) and pigmentation
reached the maximum in a three days culture
(OD,5, of 2.26).

When D-L malic acid was replaced by sodium
acetate, sodium lactate and succnic acid, pigment
production also occuried. However, no pigment
was produced when the strain grew with citric
acid, fumaric acid, pyruvic acid, D-fructose and
D-glucose (Table 1).

~~-Among-the-aminoacids-examined; L=and-D=L="
tryptophan were able to induce brown pigment
production (Table 1).

It was observed that the addition of NH,CI to
the medium reduced the pigment synthesis. How-
ever, iron was an essential element for pigmenta-
tion. No pigmentation was observed in the medi-
um without iron. The best source of this element
was Fe EDTA, the other sources examined did not
produce pigmentation as the one presented by Fe

TABLE 1 — Influence of the medium composition on pigment
synthesis by A. lipoferum USA Sa.

a— Medium components examined

b~ Pigment production was evaluated visually and was
scored semi-quantitatively from - (no visible pigment ) to
++ (maximum pigment observed). Flasks were observed
after incubation for 6 days at 32°C in a shaker.

Medium composition® Amount of pigment

formed®

1. Liquid NFb medium + L-tyrosine +

2 Liquid NFb medium + L-tyrosine +
+NH,CL

3. Malate replaced by:
sodium acetate +
sodium lactate +H
citric acid -
fumaric acid -
succnic acid +
pyruvic acid -
D-fructose -
D-glucose -

4. L-tyrosine replaced by:
L and D-L tryptofan
The other aminoacids

5 Fe EDTA replaced by:
ferric chloride
ferric ammonium citrate
ferrous ammonium sulphate
ferrous sulphate

6 Liquid NFb medium + L-tyrosine
without Cu?*

7. Liquid NFb medium + L-tyrosine
without Mn?

8 Liquid NFb medium + L-tyrosine
without Fe EDTA

C

I temees




Oliveira, R, G. B. & Souza, M. L.

EDTA. The elements Cu?* and Mn?* were not es-
sential, A. lipoferum USAS5a synthesized the pig-
ment in the medium without them (Table 1).

Theinitial pH of the medium was not an im-
portant factor, the pigment production was ob-
- served with initial pH of 6, 7, 8 and 9. In the medi-
um with initial pH 7 was observed, after 6 days of
incubation, alkalinization to pH 9.3.

Neither semisolid NFb medium nor solid NFb
medium supplemented with L-tyrosine induced
the pigment production,

Partial characterization of the brown pig-
ment — Figure 1 shows the absorption spectrum of
the brown pigment in 0.5N, produced by A. lipo—
Jerum USASa.

Absorbance

t t 1 } t i
200 300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

FIGURA 1 — Absorption spectrum of the brown pigment from
the Azospirillum lipoferum USAa in 0.5N NaOH

This pigment was easily dissolved in water af-
ter the precipitation with 6N HCI, but the Iyophili-
zated power obtained did not dissolve either in wa-
ter or in organic solvents (ethanol and methanol)
or in 0.5 HCL The pigment was soluble in 0.5N
NaOH. Flocculation by FeCly 6H,) and H,0, de-
coloration were positive, but the precipitation test
with Blackberg-Wanger reagent was negative.

Enzyme activity — No tyrosinase activity was
found in the crude extracts of A. lipoferum USA5a
grown without tyrosine in liquid NFb medium
supplemented with NH,CIl when tyrosine and L-
DOPA were used as a substrate.

However, some increase of absorbance at 475
nm could be detected in the assay mixture when
L-DOPA was used as a substrate with the crude
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extract of A. lipoferum USAS5a grown in liquid
NFb medium supplemented with tyrosine and in
the absence of Fe EDTA. But, the same result was
obtained when one strain, which is not a pigment
producer, A. brasilense 6V, was examined by this
procedure.

Hydrazone formation test — In order to cor-
relate the brown pigmentation with the tyrosine
catabolism, the presence of the corresponding keto
acid (p-hydroxyphenyl pyruvic acid) from the ty-
rosine by oxidative deamination was researched in
A, lipoferum USASa cultures by liydrazone forma-
tion test. Positive results were obtained.

DISCUSSION

The formation of granular brown-black mela-
nin pigment by A. brasilense ATCC 29145 in ag-
ing cultures has been reported by Sadasivan and
Neyra (10). This strain did not produce the pig-
ment in liquid culture, but readily produced it in a
semisolid nitrogen free medium and more slowly
on certain solid media (10). In this work we are
describing a brown pigment produced by A. lipof-
erum USASa in liquid NFb medium that has dif-
ferent characteristics from those presented by A.
brasiliense pigment.

This pigmentation occurs when L-tyrosine is
added to the liquid NFb medium. The brown color
suggests that the pigment could be melanin. How-
ever, some results obtained have not corroborated
this hypothesis. First, copper, a component of ty-
rosinase, was not needed to produce the pigment.
Then, various tests for melanin characterization
were used with the brown pigment produced from
tyrosine by A. lipoferum USA5a. Although posi-
tive results have been obtained by some tests, this
pigment is clearly distinguished from melanin by
its solubility in water after precipitation with 6N
HCI, the non precipitation with the Blackberg-
Wanger reagent and the presence of two peaks in
absorption spectra. It is known that neither hot nor
cold destilled water extracts any color from mela-
nin, and this substance in solution gives a absorp-
tion curve without characteristic peaks (7). In ad-
dition, non significant tyrosinase activity was
found in the crude extracts of cells, examined with
L-tyrosine and L-DOPA. Thus, this brown pig-
ment produced by A. lipoferum USASa should not
be classified as melanin as the latter are normally
defined.

The results presented here show that A. lipof-
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erum USAS5a contains an enzyme which catalyses
the oxidative deamination of L-tyrosine to its cor-
responding o. keto acid, the first step of tyrosine
- catabolism, The brown pigment seems to be relat-
ed to the intermediates of tyrosine catabolism as it
was found in Serratia marcescens (15) and in
Morganella-Proteus-Providencia group (8). The
nature of this pigment is still unknown.

Caracterizagio parcial de um pigmento
produzido por Azospirillum lipoferum

Dezenove cepas de Azospirillum lipoferum e
quarenta e uma de Azospirillum brasilense foram
examinadas para a produgfio de pigmenio em ir€s
meios suplementados com L-tirosina. Doze cepas
de A. lipoferum apresentaram essa capacidade no
meio NFb liquido enriquecido com L-tirosina.
Uma pigmenta¢iio marrom intensa foi produzida
apenas por A. lipoferum USAS5a. Esta cepa foi uti-
lizada como a produtora do pigmento marrom
neste estudo.

Quando L-tirosina foi substituida por 21 ami-
nodcidos e D-L 4cido malico por outras fontes de
carbono, verificou-se que o pigmento foi também
intensamente produzido com L e DL triptofano e
lactato de sodio. A presenca de ferro foi essencial
para a ocorréncia da pigmentacio.

A cor marrom apresentada pelo pigmento su-
gere tratar-se de melanina. Embora tenha se com-
portado como esta substincia em alguns testes de
caracterizagfio de melanina, o pigmento produzido
por A. lipoferum USASa apresenta caracteristicas
distintas. Além disso, nenhuma atividade da tirosi-
nase foi encontrada nos extratos de células exami-
nados com L-tirosina ¢ L-DOPA. Este pigmento
marron parece estar relacionado com o catabolis-
mo da tirosina.

Palavras-chave: tirosina, pigmento bacteriano,
Azospirillum lipoferum.
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EFEITO DE DIFERENTES NIVEIS DE FOSFORO SOBRE A ATIVIDADE DE

FOSFATASES ACIDAS E A COMPOSICAO MINERAL
DE ALGUNS FUNGOS ECTOMICORRIZICOS

Sérgio Pacheco!
José Cambraial
Maria C. M. Kasuyal

RESUMO

A atividade de fosfatases dcidas nos fungos ectomicorrizicos Rhizopogon reaii,
Suillus sp, Pisolithus tinctorius 185, Pisolithus tinctorius 298 ¢ Paxillus involutus
aumentou com a diminui¢do dos niveis de P no meio de cultivo. Em Rhizopogon
nigrescens nfio se observou variagdo significativa na atividade desta enzima. A maior
atividade fosfatisica foi encontrada no fungo P. involutus, a qual foi cerca de 16 vezes
maior do que em P. tinctorius 185. A relacfio entre a atividade na auséncia de P ¢ na
presenga de 128 UM deste elemento (Py/P;,e) variou de 1,5 a 110 nos fungos R.
nigrescens € P. involutus, respectivamente. Em P. tinctorius, a produgio de matéria seca
e os teores de P ¢ de Ca aumentaram enquanto os de N ndo se modificaram com o
aumento dos niveis de P no meio de cultivo. Observou-se uma elevada correlaco entre
0s teores miceliais de P ¢ de Ca com a producfio de matéria seca, mas ndo com a
atividade das fosfatases. Na auséncia de P, o teor de Mg aumentou significativamente
em relagfio aqueles em que o P estava presente, os quais ndo diferiram entre si. Além
disso, o Mg apresentou alta correlacdo com a atividade fosfatdsica, sugerindo um
envolvimento de sintese protéica no processo de indugfio enzimética pela deficiéncia de

P.

Palavras-chave: Fosfatases 4cidas, fungos ectomicorrizicos, composi¢io mineral.

INTRODUCAO

O P da solucdio do solo, além de estar em ge-
ral em niveis muitos baixos, apresenta uma parte
significativa em forma orginica ndo disponivel
para as plantas, especialmente em solos sob flores-
tas (6, 11). O aproveitamento desse P orghnico pe-
las plantas parece ser dependente da atividade de
fosfatases 4cidas presentes na superficie celular de
raizes ou de fungos ectomicorrizicos com elas as-
sociados (6, 10, 17).

A capacidade de fungos micorrizicos produzi-
rem fosfatases 4cidas tem sido demonstrada em di-
versos estudos (11, 12). Estas enzimas, produzidas

principalmente sob condigdes de deficiéncia de P,
parecem ser bastante importantes para aquisi¢fio
deste elemento tanto pelos fungos quanto pelas
plantas com eles simbioticamente associados (10,
12, 13),

A atividade destas enzimas é bastante varidvel
entre os fungos endo- ¢ ectomicorrizicos (13). Isto
se deve ao fato delas existirem em diferentes for-
mas (3, 8 e de serem influenciadas por diversos
fatores do meio ambiente tais como: pH, tempera-
tura, tipo ¢ concentragio do substrato e, principal-
mente, pelos niveis de P do meio (2,4, 5, 7, 8).

Contudo, apesar dos diversos trabalhos ja fei-
tos nesta drea na tentativa de elucidar os fatores

1. Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Vigosa, 36.570 — Vigosa, MG.
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que controlam a atividade destas enzimas, muitos
pontos permanecem ainda obscuros especialmente
com relacfio aos fungos que estio sendo utilizados
em associagOes micorrizicas no Brasil.

Assim, este trabalho teve como objetivo estu-
dar o efeito de diferentes niveis de P no meio de
cultivo sobre a atividade de fosfatases 4cidas, a
composicdo mineral e a produgdo de matéria seca
em seis fungos ectomicorrizicos comumente en-
contrados ou utilizados para estabelecer asso-

‘ciagdes micorrizicas com plantas dos géneros Pi-

nus e/ ou Eucalypitus, no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Obtenciio da massa fingica — Os fungos
Rhizopogon nigrescens, Rhizopogon reaii, Suillus
sp, Pisolithus tinctorius 185, Pisolithus tinctorius
298 e Paxillus involutus foram cultivados em
solugdo nutritiva de CLARK, pH 5,4 (10), com um
quinto da forga idnica original, com as seguintes
.concentragdes de fésforo: 0,4, 8, 16,32,64 ¢ 128
uM, em 3 repeti¢des. Apds 30 dias de crescimento

no escuro, sob temperatura de 27 £1°C e agitagio

manual, os micélios produzidos foram removidos
do meio nutritivo, lavados com dgua desmineraliza-
da e utilizados para as diversas andlises.

Determinaciio da atividade de fosfatases
acidas — Os micélios, ap6s lavagem em 4gua de-
smineralizada, foram transferidos para frascos Er-
lenmeyer contendo 4 ml de tamp#o universal pH
5,0, modificado por ANTIBUS et alii (2). Apds
incubag@o por uma hora, em banho-maria a 30°C,
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usando p-nitrofenilfosfato de s6dio como subs-
trato, a reagfio foi paralisada pela adi¢fio de 4 ml
de NaCH 0,5M e o p-nitrofenol produzido foi de-
terminado pela leitura da absorbincia a 410 nm
(2). A atividade enzimdtica avaliada, expressa em
unidades internacionais (UI) por grama de maté-
ria seca, representa atividade superficial facil-
mente acessivel ao substrato (2, 8).

~ Determinacio dos elementos minerais e da
matéria seca — O N total foi determinado por
meijo da reagfio do fon amdnio com fenol alcalino,
ap6s digestdo sulfossalicilica das amostras para
redugdo nitrato ¢ do N orgénico a ion amdnio (9).
O P foi determinado pelo método de LINDEMAN
(15) ¢ 0 Ca e o Mg por espectrofotometria de ab-
sorcfo atdmica, ap6s mineraliza¢do das amostras
com uma mistura nitrico-perclérica (1).

A matéria seca micelial foi determinada gra-
vimeitricamente apds secagem a 105°C até obten-
¢do de peso constante,

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade de fosfatases dcidas superficiais
ou extracelulares aumentou com decréscimo da
concentragio de fésforo no meio cultivo, para to-
dos os fungos estudados, exceto para R. nigrescens

(Tabela 1). A atividade fosfatdsica neste fungo,
além de ter sido a mais baixa dentre todos os fun-
gos estudados, nfio se modificou significativa-
mente em nenhum dos niveis de P do meio de cul-
tivo. A maior atividade fosfatdsica foi encontrada
no fungo P. involutus a qual, na auséncia de P, foi

TABELA 1 - Efeito de diferentes niveis de P sobre a atividade de fosfatases 4cidas em seis fungos ectomicorrizicos.

Niveis

Fungos Ectomiucorrizicos

de P P! F2 Fs Fa Fs Fs
LM UL.g- MS
0 14,1aD? 41,8aC 45,1aC 84,3aB 49,3aC 1347,0aA
4 13,ZaE 22,2bB 18,5bB 27,0bB 40,6bB 954,5bA
8 11,3aB 9,8¢cB 11,8¢cB 14,8bB 14,7¢B 296,3cA
16 9,6aB 6,1dB 8,1dB 7.768B 6,0dB 87,4dA
32 10,4aB 5,7dB 6,9dB 16,9bA 5,8dB 7.9dC
64 9,7aB 5,6dB 6,2dB 20,5bA 6,6dB 7,7dB
128 9,6aA 4,1dB 4,84B 11,2bA 5,3dB 12,3dA

L Fi=Rhizopogon nigrescens; Fa = Rhizopogon reaii; Fo = Suillus sp; Fa = Pisolithus tinctorius 185;

Fs = Pisolithus tinctorius 298; Fs = Paxillus involutus.

2 Médias seguidas da mesma letra maidscula nas linhas e mintisculas nas colunas ndo diferem estatisticamente

ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott(16).
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TABELA 2 - Efeito de diferentes niveis de P sobre a de maté-
ria seca e os teores de P, N, Mg e Caem P. tinctorius 185.

Niveis Matéria P N Mg Ca
de P Seca
UM mg mg.g-'MS
0 5,6g! 0,39d 57,02a 265a 1,67c
4 12,6f 0,42d 56,15a 1,03 191c
8 20,0e 0,91d 61,482 0,89b 146¢
16 25,1d 1,50c 6392a 0,84b  1,84c
32 32,0C 1,49¢ 71,58a 090b  3,18b
64 53,3b 3,64b 58,58a 1,13b  6,09a
128 56,8a 6,88a 57.84a 1,37b  584a

1. Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas colunas
ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de probabili-
dade pelo teste Scott-Knott (16).

TABELA 3 - Coeficientes de correlagio de Pearlson entre
matéria seca micelial, teores de P, de Mg e de Ca e atividade de
fosfatases acidas em P. tinctorius 185.

Varidveis P Mg Ca Pase!

Matéria Seca 0,88 -0,29 0,89 -0,54
P 0,06 081 -0.38
Mg -0,04 0,89
Ca , -0,27

1. Fosfatases 4cidas.

cerca de 16 vezes maior do que no segundo fungo
melhor colocado, que foi o P. tinctorius 185. A
relagdo entre a atividade na auséncia de P ¢ no
nivel de 128 uM de P (P /P,,;) variou de 1,5 até
110 vezes nos fungos R. nigrescens ¢ P. involutus,
respectivamente, evidenciando ainda mais as dife-
rengas entre as espécies estudadas. A atividade fos-
fatdsica de P. tinctorius 185 foi, de modo geral, su-
perior 4 dos demais fungos na faixa de
concentragdo de P de 32 a 128 puM. Resultados
como estes &m sido obtidos por outros autores
com alguns dos fungos usados aqui € com outras
espécies (4, 5, 12, 13). O aumento na atividade des-
tas enzimas tem sido atribuido a um aumento na
sfntese de novo (7), ou a uma desrepressio de mo-
léculas préexistentes (3), induzida por deficiéncia
de P no meio nutritivo. Qualquer que seja a expli-
cagio, hd a indicagfio de que as fosfatases podem
ser importantes na absor¢do de P em situagOes em
que sua disponibilidade no solo é limitada, espe-
cialmente em certos solos de florestas (4).

Em P. tinctorius 185, a produgdo de matéria
seca e os teores de P e de Ca da massa micelial au-
mentaram significativamente com os niveis de P no
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TABELA 4 - Desdobramento da correlagio entre produgio de
matéria seca micelial e os teores de P, de Mg e de Ca e
atividade de fosfatases 4cidas em P. tinctorius’.

Varidveis P Mg Ca Passe? MS

P 0,38 0,01 0,43 0,06 0,88
Mg -0,02 -0,11 -0,02 -0,14 -0,29
Ca 0,31 0,00 0,53 0,04 0,89
Passe -0,14 -0,10 -0,15 -0,15 -0,54

1. Efeitos diretos na diagonal e indiretos fora da diagonal
2. Fosfatases dcidas

meio de cultivo (Tabela 2). Os teores miceliais de
P e de Ca, em relagfio aos encontrados em fungos
mantidos em meio livre de P, aumentaram apenas
quando as concentragfes de P no meijo atingiram 8
e 16 uM, respectivamente. Os teores destes dois
elementos apresentaram alta correlagio com a pro-
ducfo de matéria seca (r = 0,88 ¢ 0,89, respectiva-
mente) (Tabela 3) e, conforme mostrou a andlise
de tritha destas correlagtes (14), os dois elementos
tiveram efeito direto sobre a producio de matéria
seca micelial. (Tabela 4). A anilise de trilha indi-
ca, ainda, que tanto P quanto o Ca tém efeitos indi-
retos bastante importantes, isto &, um é importante
para a aquisi¢iio do outro e ambos afetam a pro-
dugdo de matéria seca. Esta interagfio néo foi aqui
abordada mas merece ser melhor analisada em es-
tados subsequentes. O elevado coeficiente de de-
terminacfio (92,7%) sugere que, em conjunto, as
varidveis estudadas podem ter influéncia significa-
tiva sobre a producio de matéria micelial.

Os teores de Mg e de N ndo se modificaram com
oaumento dos niveis de P, exceto que na auséncia de
P o teor de Mg foi significativamente superior
aqueles em que P estava presente. O teor de Mg no
fungo néo se correlacionou significativamente com
os dos demais elementos minerais ou com a pro-
ducdo de matéria seca, mas sim com a atividade da
fosfatase 4cida (r = 0,89). Em razfio da importancia
do Mg para a atividade ribossomal, suspeita-se que o
aumento da atividade fosfatésica esteja relacionado
com a sintese de novas moléculas da enzima.

SUMMARY
Effect of different levels of P on acid
phosphatase activity and mineral composition

of some ectomycorrhizal fungi.

Acid phosphatase activity of six ectomycor-
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rhizal fungi increased with decreasing P level in
the culture medium, except in Rhizopogon nigres-
cens. The highest activity was found in Paxillus in-
volutus, and this activity was about 16 times higher
than that of Pisolithus tinctorius 185. The P/
P, gratio varied from 1.5 to 110 in R. nigrescens
and P. involutus, respectively. Mycelial dry weight
yield and P and Ca content but not N content in-
creased with P level in P. finctorius 185. Mg con-
tent was lower when P was present but did not
change with increasing P in the culture medium,
There was a high correlation between Mg and
phosphatase activity suggesting an involvement of
protein synthesis on enzyme induction by P starva-
tion.

Key Words: Acid phosphatase, ectomycorrhizal
fungi.
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INTOXICACAO POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS PROVOCADA
POR QUELJO "TIPO MINAS"

Maria Liicia Pereiral
Maria Auxiliadora de Lara’
Ricardo Souza Dias!

Luiz Simedo do Carmol

NOTA BREVE

RESUMO

Queijo "tipo Minas" padréio produzido de forma nfio industrial em uma fazenda do
municipio de Itatiaiugu, MG, apresentando 2,0 x 107 UFC de Staphylococcus aureus
enterotoxigénico/g, provocou intoxica¢io em sete pessoas em Belo Horizonte, MG.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, Toxiinfecgdo.

INTRODUCAO

O queijo "tipo Minas" é considerado um pro-
duto de ampla aceitagio comercial e se faz pre-
sente nos habitos alimentares de nossa populagfo.
Apesar da legislagdo brasileira exigir a utilizagfo
de leite pasteurizado para o preparo do mesmo, é
intensa a comercializagdo do produto ndo obe-
diente a especificagfio legal. A qualidade micro-
biolégica do queijo entre outros fatores, fica assim
afetada o que o torna potencialmente capaz de
conter microrganismos responsdveis por diferentes
processos patoldgicos no homem.

No dia 7 de agosto de 1990, em Belo Hori-
zonte, MG, quatro pessoas de uma mesma familia
apresentaram nadseas, vOmitos, diarréia, dores
abdominais e sudorese. Um membro dessa familia
levou para o seu local de trabalho algumas fatias
de queijo "tipo Minas" que foram oferecidas no
lanche a duas colegas, provocando nsssas, num
perfodo médio de quatro horas, os mesmos sinto-
mas. No dia seguinte, a faxineira da familia lan-
chou do mesmo queijo, que havia sido mantido
sob refrigeracfio, manifestando, de forma idéntica,

0 mesmo quadro clinico, sugerindo que o queijo
fosse o responsavel pela intoxicagio.

O alimento foi obtido numa fazenda de Ita-
tiaiacu, MG, tendo sido processado de forma
caseira e com leite ndo pasteurizado.

Os sintomas regrediram apds a medicagfio
anti-emética e anti-espasmadica, ndo tendo ocorri-
do hospitaliza¢do de nenhum dos acometidos. Os
dados epidemiolGgicos permitiram a suspeita de
uma intoxicagdo por S. aureus ou B. cereus. Apos
dar entrada no laboratério, 25g de alimento foram
homogeneizados em dgua peptonada tamponada,
preparando-se a partir dai, dilui¢Bes decimais até
10°. Inoculou-se, por espalhamento, 0,1 ml de
cada diluiio em placas de agar Baird-Parker
(Biobris) e agar manitol-vermelho de fenolpoli-
mixina (Biobrds), incubando-se a 37°C, durante
24h, para a contagem de S. aureus ou B. cereus,
respectivamente, de acordo com FDA (1) e Speck
(7). As placas de agar manitol vermelho de fenol
polimixina nfo evidenciaram coldnias tipicas de
B. cereus. Ja o agar Baird-Parker, evidenciou o
crescimento de coldnias negras, puntiformes, cir-
cundadas por um halo branco, opaco e outro exter-

1. Servigo de Microbiologia, Divisdo de Bromatologia e Toxicologia, Fundagdo Ezequiel Dias, Caixa Postal 26, CEP. 30550,

Belo Horizonte, MG, Brasil.
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no transparente sendo que as contagens indicaram
uma populagio de 2,0 x 107 UFC/g.

Cinco coldnias suspeitas de S.aqureus foram
isoladas e caracterizadas pelo teste de coagulase e
DNase-termoestdvel, de acordo com FDA (1) e
Lanchica et alii (4) e avaliadas quanto a capaci-
dade de utilizagfio de glicose € manitol em anaero-
biase. Para verificacio de enteroxina procedeu-se
de acordo com o método de Hallander (2) modifi-
cado por Jarvis (3) sendo a identificagdo das mes-
mas realizada através do teste de imunodifusio,
pelo método da sensibilidade 6tima em placa-
"OSP" (5,6). Todas coldnias mostraram-se produ-
toras de enteroxina tipo B.

Concluiu-se que a presente intoxicagfio foi
causada por queijo "tipo Minas" padrfio, contami-
nado com S.aureus produtor de enterotoxina tipo
B e que a contaminagdo provavelmente originou-
se da manipulagfio durante a fase de processamen-
to ou entfio, do leite ndo pasteurizado infectado
através de mamite.

SUMMARY

Staphylococcal food poisoning by
cheese "tipo Minas"

One sample of "Minas padrfio” cheese produced

in small scale in a farm of Itatiaicu, Minas Gerais,
was responsable for a food poisoning outbreak
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envolving seven persons in Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brazil. The isolated microrganism was a
type B enterotoxigenic S.gureus strain with a plate
countCFU of 2,0x 10 7CFU/g.

Key Words: Staphyloccus aureus, food poisoning.
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