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Estudo de algumas caracteristicas fisiologicas de bactérias
fixadoras de nitrogénio isoladas de solos brasileiros™

* %

Hélio Peixoto de Azevedo

Resumo

Foram estudadas algumas caracter (sticas fisiologicas de seis amostras de bactérias fixadoras assimbioticas
de nitrogénio” atmosférico, isoladas de solos brasileiros, As amostras estudadas variaram em compor-
tamento quanto 3 utilizagdo de compostos de carbono e nitrogénio, bem tomo a outras propriedades.
A capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico foi varidvel, atingindo até 27 mgN,/g de glicose
consumida. Tendo em vista as caracter{sticas das amostras em cultura e a fixacdo de nitrogénio observada,
as amostras foram tentativamente classificadas como pertencentes ao género Derxia. Algumas caracteris-
ticas, no entanto, as aproximaram ao género Beijerinckia.

Summary

Some physiological aspects of nitrogen-fixing bacteria isolated from Brazilian soils

Several physiological characteristics of six strains of asymbiotic nitrogen-fixing bacteria isolated from
Brazilian soils were studied. The strains behaved differently in their features of carbon and nitrogen
source utilization. Their ability to fix nitrogen was variabte with values as high as 27 mgN, /g of consumed
glucose. According to their culture characteristics and the Nofixation efficiency the strains were
tentatively classified into the genus Derxia. Some characteristics, however, tend to relate them to
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Beijerinckia.

Introducdo

Entre os microrganismos capazes de fixar nitro-
génio elementar, existe o grupo de fixadores faculta-
tivos os quais usualmente crescem abundantemente
em meios contendo fontes de nitrogénio combinado,
e, lentamente, em meios sem a adicdo destas fontes.
Em meios desprovidos de nitrogénio combinado, os
fixadores facultativos fixam quantidades variaveis de
nitrogénio, em geral inferiores a 20 mg N, por grama
de fonte de carbono consumida. Tal é o caso de
bactérias dos géneros Azotobacter e Beijerinckia.
Em 1960, Jensen & col.!’ descreveram uma nova
bactéria, que denominaram Derxia gummosa, a qual
crescia igualmente bem com nitrogénio livre ou com-
binado, tendo uma capacidade de fixacdo de N, de
pelo menos 20 a 25 mg por grama de glicose ou
manitol consumida.

Morfologicamente, estas bactérias se diferenciam
quer pelo tamanho, quer pela forma variavel das
células. Em alguns casos (Azotobacter), lembram

leveduras ou algas marinhas; em outros, sdo similares
a Eubacteriales, com depositos gordurosos em corpos
polares (Beijerinckia), ou formando células maiores,
com vacliolos e inclusbes gordurosas ao longo dos
bacilos (Derxia). Em todos os casos, existe, no
entanto, considerdvel pleomorfismo que dificulta a
identificacdo das bactérias, baseado na observacdo
morfoldgica. Derxia indica foi descrita como forman-
do células menores e sendo capaz de utilizar sacarose,
a0 contrario de Derxia gummosa'®. A individualidade
dos diversos géneros de bactérias fixadoras de N, foi
estudada por De Ley & Park?, os quais defenderam
a separacio de Derxia de Azotobacter e Beiferinckia,
baseados nas determinagBes das porcentagens de
guanina:citosina em seus 4cidos nucleicos.

Tendo sido isoladas, de solos do Estado do Rio de
Janeiro, bactérias fixadoras de N, com caracteristicas
proximas de determinadas espécies de Derxia e
Beijerinckia, prdcuramos estudar algumas de suas
propriedades fisiolégicas. As seis amostras isoladas
formavam, em meio solido, coldnias elevadas, lisas,

+ Trabalho apresentado como assunto de tese para obtengdo do grau. de Mestre em Microbiologia, pela Universidade

Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, GB, Brasil.

«» Departamento de Biologia Celular, Instituto de Ciéncias Biolégicaé, Fundagdo Universidade de Bras(lia, Brasflia, DF, Brasil.
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branco-amareladas e amarelas, tornando-se gradativa-
mente marrom-escuras e assumindo didmetros de
Tem ou mais. O crescimento era muito viscoso e
extremamente tenaz, gomoso em zonas de maior
abundancia, mas amolecendo com o envelhecimento.
Tal descricdo se assemelha as descrigSes feitas para
as primeiras amostras isoladas de D. gummaosa e D,
indica’®*®, O crescimento das amostras em meio
Ifquido envolvia a formagdo de anel na superficie,
o qual evolufa para pelfcula grossa, enrugada e
consistente, tornando-se marrom-escura com o tempo.
Estas caracteristicas culturais, acompanhadas do fato
de algumas amostras fixarem até 20-27 mg N, por
grama de glicose consumida, levou-nos a suspeitar
de que as bactérias pertencessem ao género Darxia.
Contudo, algumas caracteristicas, posteriormente ob-
servadas, colocam certas amostras mais proximas do
género Beijerinckia.

Se os microrganismos isolados representam novas
sspécies de Derxia ou variantes de espécies ja des-
critas de Beijerinckia o presente trabalho ndo pode
discernir. O autor chama a atenc¢do, no entanto, para
a importancia de presenca eventual de fixadores de
N, do tipo Derxja em solos brasileiros.

Material e Métodos

Foram estudadas seis amostras de bactérias fixa-
doras de nitrogénio isoladas de solos do Estado do
Rio de Janeiro e tentativamente classificadas como
representantes do género Derxia”

As amostras foram mantidas, através de repiques
trimestrais, no meio B, de Jensen & col.'?, livre
de nitrogénio combinado, com a seguinte composicio
{0/%): glucose 20, K,HPO, 1; MgSO, - 7H,0 0,2;
Ca504 0,2; FeS80, - 7H, 0 0,005; Na, MoQ, « 2H,0
0,0005; com pH 6,5 ajustado com HCR 1N. O meio
B, adicionado de agar (1,5%, Difco), foi distribuido
em volumes de 5 m¢ em tubos de 130 X 15 mm com
tampa de rosca, inclinados apds esterilizacdo em
autoclave. A incubacdo foi feita a 32°C, por 10~15
dias.

Chakravorty & Das® foram capazes de preparar
indculo homogéneo e contendo 3,2 X 10'° células/m¢
de 0. gummosa. Com nossas amostras, houve difi-
culdade na obtencdo de indculo homogéneo e repro-
dutivel, em parte devido & consisténcia das coldnias
formadas. Para contornar esta dificuidade, o sequinte
procedimento foi utilizado: uma coldnia grande, em
meio solido, foi transferida para erlenmeyer de
125 mQ contendo 30 mf de meio B, lfquido, o qual
foi incubado a 32°C por 48-72 hr com agitacdo
(180 rpm, em Gyratory Water Bath Shaker, New

Brunswick); determinado volume desta cultura foi
passado diversas vezes em seringa hipodérmica com
agutha 26. Com este procedimento, foi obtida uma
suspensdo ndo totalmente homogénea no que toca
a completa separacdo das células (observacfo micros-
cbpica), mas perfeitamente utilizével em termos de
distribuicdo de massa, conforme foi confirmado pela
determinacdo do peso seco de amostras contendo
2 gotas de pipeta Pasteur ou 0,5 mQ de suspensdo
homogeneizada. Em todas as experidncias, 2 gotas de
suspensdo foram inoculadas por tubo ou erlenmeyer.

Em todas as experiéncias de crescimento foi usado
o meio B, de Jensen & col.'’®, & excecdo das provas
bioguimicas de rotina, as quais seguiram os métodos
usuais®, As experiéncias de utilizacdo de fontes de
carbono, utilizagdo de fontes de nitrogénio, deter-
minagdo da faixa de temperatura e de pH, foram
feitas em tubos de 16 X 125 mm, com 5 m¥{ de meio
em cada, vedados com tampas de aco inoxidavel
{Belico Giass inc.) e autoclavados a 120°C por
30 min. A incubacfo foi feita a 32°C. A leitura do
crescimento, 3 excecdo das experigncias de inibicdo
pelo Q, atmosférico, foi feita por observacio visual,
anotando-se: - crescimento nulo:'% crescimento dis-
creto; + crescimento médio; ++ crescimento abun-
dante. Tal tipo de leitura foi o Gnico praticavel,
tendo-se em vista o crescimento em pelfcula de dura
consisténcia, desintegrando-se com o tempo, para dar
um aspecto altamente viscoso as culturas em meijo
Iiquido, conforme foi observado em nossas amostras
e igualmente em Derxia gummosa. As diferencas no
crescimento, anotadas desta forma, eram suficiente-
mente distintas para permitir perfeita reprodutibili-
dade nas leituras.

Para estudo da influéncia de aeracdo forcada, as
amostras foram crescidas em erlenmevyers de 50 m¢,
contendo 30 mf de meio liquido. Quatro determi-
nacBes foram feitas para cada sistema. A incubacfo
foi feita com e sem agitacio (180 rpm). Para a leitura
do crescimento, foram retirados 5 mf{ de cada erlen-
meyer e homogeneizados em seringa hipodérmica,
a fim de ser feita a leitura da turvacdo em foto-
colorfmetro (Klett-Summerson, filtro verde 540 nm).

Para a dosagem de nitrogénio, culturas com agi-
tagdo (150 rpm) foram obtidas em erlenmeyers de
125 mk, contendo 30 mf de meio B. A quantidade
de nitrogénio fixado foi determinada pelo uso de
técnica de micro-Kjeldahi*S,

Resultados

Utilizacdo de fontes de carbono. Varias substancias
foram ensaiadas como fontes de C em meio bésico, na

» ldentificacdio feita pela Dra. Joanna Dobereiner, do Laboratério de Microbiologia do Solo, Instituto de Pesquisa e

Experimentacdo Agro-pecuéria do Centro Sul (IPEACS).
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Tabela 1

Utilizacdo  de fontes de:carbono por

Bactérias fixadoras de nitrogénio.: Fontes de carbono -na concentragio de 20g/%;
SN = semi: adicdo de nitragénio: combinado; N© 3 adicionado na concentracéo

de 0,5.9/4 de KNO4. Leituras de crescimento

feitas conforme Material e Métodos; niimeros representam. dias. de incubagéo.

Amostras

Substratos D3 D4 D6 DY D11 D12

SN NO3 SN NO3 SN NO3 SN NO3 SN NO3 SN NO3z
Sacarose +7 + 7 +7 + 7 +7 + 7 7 +3 o — + 7 7
Galactose 17 t17 - P . . - - +17 £19
Glicerol +7 17 +7 +3 7 7 +7 +7 +7 +3 +7 +3
Etanol 17 - 10 - 17 - 10 — +40 1 17 +10 + 24
Sorbitol - — - - s — ~ - 47 3L + 17
Arabinose - - e « o - - +24 + 7
Xilose — - - - - o B - - + 7
Raminose - - B o - - i — o e +7 +.7
Glicose +7 +3 +7 +3 ++ 7 +.3 +7 +-3 .7 ++ 3 +£ 7 +3
Trealose —_ s . — - - - LT — +17 + 7
Tween 80 +17 + 17 + 17 +17 +17 + 17 + 17 + 17 +17 10 + 17 +10
Manitol - - - - - - - — +.7 +3 +24 + 7
Asparagina = = - = = = - - - - + 10 +10

Tabela 2

Utilizacdo de fontes de nitrogénio_por bactérias fixadoras de nitrogénio. Fontes de N na concentracio de 0,5 Q/Q; SC = sem
adicdo” de Cat s Ca'™ adicionado na forma de CaS04 0.1 g/,Q Laituras de crescimento conforme Material ‘e Métodos;

nliméros répresentam dias de incubacéo.

Amostras
Substratos D3 D4 D6 DY 011 D2

s¢ | catt !l scofcatt sc {cat s¢. ca’” sc lcat™ | scolcatt
Sem adicédo +7 7 +7 +7 +7 +7 +7 +7 +7 +7 +7 +7
Acido L-glutdmico i+ 2 *2 +2 |+t 5 2 + 2 S T i 21 b2 ++5 =
L-asparagina ++ 2 2 2 +72 2 12 2 | B 2 + 2 ++ 5 -
(NH4),504 + 2 - 4+ 2 - +2 + 2 £ 2 +5 + 9 +2 45 -
KNO3 2 + 2 +2 — F 2 2 ++ 2 +5 b2 +2 4 5 -
NHg~citrato + 2 +2 + 2 2 7Lt 2 2 + D 2 b A2 B S
Acido L-aspartico - - - - - o+ - - - T - TE B
Uréia 2 2 w5 | - 2L w7 B S 2L 5 Lots

presenca ou ndo de nitrogénio combinadc sob a
forma de KNO; 0,5 ¢/2. Os resultados estdo expressos
na Tabela 1. Nenhuma das seguintes fontes de car-
bono foram utilizadas por qualquer uma das amos-
tras estudadas: frutose, maltose, lactose, amido,
celulose, formato, acetato, propionato, piruvato,
succinato, malato e fumarato.

Utilizacdo de fontes de nitrogénio combinado. Varias
fontes de nitrogénio combinado foram ensaiadas,
na presenga ou ndo de Ca*" (adicionado sob a forma
de CaS0,). Os resultados obtidos estdo expressos na
Tabela 2.

Crescimento em diversas temperaturas e valores de
pH. As amostras estudadas apresentam © compor-
tamento de bactérias meséfilas, como pode ser visto

na Tabela 3. A temperatura 6tima para as bactérias
se situa entre 28 a 32°C. Na Tabela 4, estfo repre-

Tabela 3

Faixa de temperatura para.o crescimento de bactérigs fixe-
doras de nitrogenio, Incubacdo durante 15 dias, sem agitacéo;
reio B adi¢ionado de glicose-20g/X.

Amiostras
Temperatura k
D3 D4 D6 jale} DI D2
20°¢ e - o ~ =
28°C ¥ & o ¥ + +
32°C L i T ik ¥
37°C + s s e o +
40°¢ ok * ® ook *
41°C - P e = = e




24

H.P. Azevedo

Tabela. 4

Faixa de pH e capacidade de acidificacdo de culturas de bactérias fixadoras de Ny, Leitura feita apds 10 dias de’ incubacio,
exceto em a {21 dias} e em & (14 .dias). Culturas. em meio B + glicase - 20 g/¥; - sem agitacdo. Leituras-de crescimernito
acordo com Material e Métodos. Valores: para- o pH-final das culturas sdo dados entre parénieses. : -

Amostras
pH inicial -
D3 D4 D6 DG D11 D12
4,0 +(4,3) +(4,0) t(4,4) +(4,2) +1{4,5)7 +1(4,4)
5,0 +1{4,3) 1400 +14,3) +145) E(4,8) t{a5)
6.0 + (4,5} + {4,3) ++.{4.4) +(4:3) +:44.7} + {41}
7,0 +14,8} +4{4,6) +h.(45) (87 ++.(4,3) +(4.2)
8,0 + (4.4} ++.{4,0) ++:(4.8} ++ (4,6} ++.(5,2} a1
9.0 +1{6,3} +{5,4} +4 (B3} +45.3} ++:45:6} (4.5}
10,0 + (6,87 +587 | ks’ +(6,6) +B0 L +(seP

sentados os resultados relativos ao crescimento em
vérios pH, bem como as medidas do pH final, mos-
trando a capacidade de acidificacdo do meio obser-
vada em todas as amostras. :

Provas bioquimicas. Os resuitados obtidos estdo repre-
sentados na Tabela 5. Enfase deve ser dada ao fato
de todas as amostras produzirem catalase e reduzi-

Tabela 5

Provas biogufmicas de rotina para as amostras de bactérias
fixadoras' de nitrogénio. Leituras feitas até ‘11 dias de
incubacdo.

Amostras

Nome da prova

D3| D4 | D6 | DY |D11 D12

Acidificaco:
Glicose + +
Glicerot
Manitot
Galactose
Maltose
Sacarose
Lactose
V.M. -

Nitrato {redugdo) + ¥ £ *

Producéo: .
indoi - - - - - -
H5S = e - - - -
Acetofna (V.P.) B B - 2 % “

Utilizacdo:
Mafonato + + * + + +
Uréia & “ A% & = =

Desaminase:
Fenilalanina - P - p “ i

Descarboxilase:
Orniting i = s - “ -
Arginina - = - = = L

Metabolismo energético:
Metab. oxidativo
(Hugh & Leifson)
Citocromo oxidase
Catalase

Motilidade

+
+
*
+ 4+

oA 4
+

{
i
{
4

= i |
E

+ oy

+ o+ i
¥
i

[
¥
[
H
¥
1

i
i

B e S
+ +++
+¥++'
A A A A
F
o

rem o nitrato, ao contrério da amostra tipo de Derxia
gummosa*®.
aeracdo forcada

em
meios sem fonte de nitrogénio combinado. Qs resul-
tados da Tabela 6 representam o comportamento
de apenas trés amostras, mas todas as seis responde-
ram identicamente. Clara inibicdo do crescimento
bacteriano foi observada em meio sem a adicdo de N
combinado em culturas agitadas a 180 rpm. Na pre-
senca de nitrogénio combinado, na forma de aspa-
ragina ou KNOj, houve crescimento répido, esti-
mulado pela aeracdo forcada. O crescimento em meio
sem fontes de N combinado foi sempre mais lento,
necessitando 240 hr de incubacdo para a primeira
leitura.

Determinacdo quantitativa do nitrogénio fixado. Na
Tabela 7, pode-se observar o rendimento de fixago .
de N, entre as amostras estudadas. Enquanto as
amostras D9 e D11 fixaram N,, em niveis de 27,2 ¢
24,7 mg por grama de glicose consumida, outras
amostras, especialmente a D6, realizaram fixacdo de
N, em nivel abaixo da concentracio habitual da
amostra de Derxfa gummosa'®.

Discussdo

Na apresentacdo dos resultados, algumas conside-
racbes devem ser feitas sobre a classificacdo do grupo
de bactérias fixadoras de nitrogénio estudadas. Bac-
térias do género Azotobacter, além de formarem
células maiores do que as de bactérias gram-negativas
comuns, com aprecidvel pleomorfismo, caracterizam-
-se pelo fato de ndo formarem é&cidos ou outros
produtos orgdnicos em condicBes Otimas de respira-
cdo. Tal propriedade é compativel com o fato de
vérios é4cidos organicos serem utilizados como fontes
de carbono para Azotobacter. Contrariamente, mem-
bros do género Beijerinckia formam células.de tama-
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Tabela 6

Inibicdo de bactérias fixadoras de nitrogénio peia aeracdo- forcada erm: meio serm fonte de nitrogénio combinado; estimulo
em presenca dé forites de Ny Meio basico+ glicose 20 g/%: resuitados expressos. eny unidades Klett representam médias de
4.determinagGes; culturas obtidas corm (c/Agl e sem {s/Ag} agitacdo.

Amostras
Fonte fie Ny incube?gé'o 06 pS B
combinado the} : A

. cfhg s/Ag clAg s/Ag c/Ag slAg

Sem adigdo 240 bve 213 0 230 o | 272
L < asparagina 0,59/% 48 317 169 612 168 532 213
KNO3 0,548 48 214 123 452 97 423 100
- Tabela 7 hipbtese. E provavel, no entanto, que o grupo de

Rendimentos de fixacdo de Ny {mg Na-bor grama de glicose
consumidal “ern culturas agitadas. Meio  bdsico + glicose
10 g/%: temperatura de incubdcso 32°C; valores sfo médias
de duas determinacoes.

.  Amostras
Incubacgio
(dfes] b3 | D& | D6 | D9 | DI | D12
4 6,27 116,91.6,931181 ) 3,63 891
6 162 11681138 | 21,4 1,69 142
8 19,8 11751166 1272247 1208
10 188 1181 1162 2711244 11938
12 18,5 1 17.5114,8 1.26,7,.24,1120,5

nho compardvel 3 maioria de Eubacteriales, sem
cistos. Seu metabolismo resulta na formacdo de éci-
dos orgénicos que acidificam marcadamente o meio.
Em paralelo com esta propriedade, Beijerinckia apre-
senta uma acentuada édcido-tolerdncia, crescendo nu-
ma faixa de valores de pH de 3 a 9. Culturas de
Beijerinckia, em meio sblido, podem formar colbnias
incolores, turvas, as quais podem assumir coloracdo
marrom-ferrugem, de consisténcia viscosa e extrema-
mente tenaz, assemelhando»se, neste aspecto, a Derxia.
Tanto D. gummosa'® como D. indica'® néo crescem
em pH de valores inferiores a 4,5-5,0, o que contrasta
com a acido-tolerdncia de Beijerinckia, embora sejam
capazes de acidificar meios contendo fontes de C
assimildveis. Enquanto Beijerinckia cresce muito po-
bremente em meio sélido com manitol, D. gummosa
e D. indica utilizam eficientemente este polidlcool.
D. indica diferencia-se de D. gummosa em seu ciclo
morfoldgico, formando células menores, sendo capaz
de utilizar sacarose como fonte de C e crescendo
muito fracamente em meio de agar-sulfato de amdnio-
-glicose. E de interesse ressaltar que, apesar de mem-
bros de Derxia serem aerdbicos estritos, com metabo-
lismo oxidativo, ndo formam catalase, ao conirério
de 24 amostras de Azotobacter e Beijerinckia estu-
dadas por Jensen & col.m, todas catalase-positivas.

As amostras estudadas no presente trabalho as-
semelham-se culturalmente as do género Derxia. Seu
rendimento na fixacdo de N, é compativel com esta

amostras seja heterogéneo, conforme parecem indicar
algumas de suas propriedades fisiologicas. Todas as
amostras cresceram com glicose e gticerol como fontes
de carbono; todas, com excecdo de uma, utilizaram a
sacarose, caracteristica que diferencia D. indica de D.
gummosa. A exemplo destas Gltimas espécies, nossas
amostras foram igualmente incapazes de crescer com
acidos organicos. A (nica discrepancia a estes resul-
tados ¢é a aparente utilizacdo de malonato nas con-
dicdes das provas bioguimicas usuais, empregadas na
identificacdo rotineira de enterobactérias. Isto pode,
no entanto, ser um artefato na leitura da prova, a qual
ndo é especialmente destinada a classificacdo de
bactérias fixadoras de N,. Nossas amostras foram,
por outro lado, capazes de iniciar o crescimento em
meios com pH inicial ajustado a 4,0. Tal comporta-
mento coloca estas bactérias mais proximas do gene-
ro Beiferinckia do que de Derxia, cujas espécies sdo
menos acido-tolerantes.

Xilose e arabinose, além de ndo serem utilizadas
por expécies de Derxia e por nossas amostras, inibem
o crescimento destas Ultimas, fato gue merece aten-
cdo, pois estas pentoses sdo encontradas nos solos
como produtos de decomposicdo de hemicelulose.

Nossas amostras, a exemplo da amostra tipo de
D. gummosa, crescem com vdrias fontes de nitro-
génio combinado, inclusive com sulfato de amonio,
o qual é utilizado muito lentamente por D. indica.
lons de célcio, presentes no meio de Jensen & col.*®
exercem uma ligeira inibicdo em nossas amostras.
Em presenca de citrato de ambnio, o cdlcio ndo
inibe o crescimento, talvez devido a a¢do quelante
do citrato. Azotobacter chroococcum e Azotobacter
vinelandii nd3o necessitam calcio para seu cresci-
mento!. Azotobacter agile desenvolve-se bem sem
célcio adicionado®; este ion parece inibir, nesta
bactéria, a nitrogenase7.

Enquanto a amostra tipo de D. gummosa cresce
entre 15 a 42°C, nossas amostras ndo crescem a
20°C, nem a 41°C. O crescimento méximo foi obtido
entre 28 e 37°C, sendo o Otimo de temperatura em
torno de 32°C.
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Duas ‘caracter(sticas parecem afastar nossas amos-
tras da espécie D. gummosa. A amostra tipo de
D. gummosa ndo reduz nitrato, nem produz catalase,
ao contrdrio das seis amostras de bactérias fixadoras
de nitrogénio estudadas no presente trabalho. Outras
provas bioquimicas, em particular as que determinam
a formacdo de 4cido a partir de carboidratos e
dlcoois, apresentaram, para nossas amostras, resul-
tados discrepantes daqueles observados nas experién-
cias de utilizacio de fontes de carbono. Glicose e
glicerol foram utilizados como fontes de C ¢ oxidados
por todas as amostras, enguanto outros carboidratos
mostraram resultados varidveis. Esse comportamento
heterogéneo pode ser devido aos diferentes meios de
cultura em que foram crescidas as bactérias, pois,
enquanto para a utilizacdo de fontes de C os meios
ndo contdm nitrogénio combinado, os meios nas
provas bioguimicas usuais contém peptona. As mes-
mas consideracGes sdo validas para as provas de VM e
VP, que apresentaram resuitados negativos.

A inibicdo pela aeracdo forcada foi observada no
presente trabalho: todas as seis amostras foram ini-
bidas em meio sem nitrogénio combinado, quando
este foi submetido a agitagdo, O mesmo ndo ocorreu
quando as amosiras cresceram em presenca de nitro-
génio combinado, asparagina ou KNOj3, o que denota
claramente a diferenca no metabolismo energético
destas bactérias, nas duas condi¢Bes. O efeito de O,
na fixacdo bioldgica de N, foi investigado principal-
mente em bactérias aerdbicas das espécies A. vinelandii
e A. chroococcum, Parker & Scutt’’1? mostraram
que a inibicdo pelo O, da fixacdo de N, em A.
vinelandii é competitiva. Os autores sugeriram que

H.P. Azevedo

0, e N, possam competir com aceptores alternados
de elétrons da cadeia respiratoria e consideraram a
ﬂkagé’o de N, como forma de respiracdo. Recente-
mente, foi obtida evidéncia para a inibicdo néo
competitiva de O, da redugdo de N,, acetileno, azida
e cianeto, pela nitrogenase extralda de A. vinelandii*®.
Hill’ observou que, em concentracbes de oxigenio
inferiores a 0,2 atm, ndo ocorre o dimorfismo colonial
em D. gummosa, havendo apenas formacdo de cold-
nias grandes. Tal dimorfismo colonial foi constante-
mente observado em nossas amostras.

Em conclusdo, embora os presentes dados ndo
permitam classificar com precisdo as amostras, &
certo que devem pertencer a espécies quer do género
Derxia, quer Beijerinckia, o que poderé ser analisado
pelo estudo da composicdo de bases de seus acidos
nucleicos, tal como foi feito previamente para es-
te grupo de bactérias®, O estudo da freqiidncia destas
bactérias fixadoras assimbidticas de N, serd de inte-
resse ao conhecimento da atividade metabdlica de
solos brasileiros.
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Sensibilidade de bactérias gram-negativas da flora urindria a antibioticos: comparacdo entre

germes isolados em hospital geral e em clinica privada

Moema Magnavita G. Oliveira® Milton Barros, Facelucia Barros & Heonir Rocha

Resumo

A avaliacdo do antibiograma, pelo método da diluigdo em tubos, foi feita em 204 racas de bactérias gram-
-negativas, isoladas de pacientes com infec¢dio do trato urinério. Destas, 122 foram isoladas de pacientes
de hospital geral e 82 de clinica particular. Entre as amostras, 96 eram E. coli, 45 pertenciam ao grupo
Klebsiella-Enterobacter, 45 eram Proteus sp. (indol-positivos e indol-negativos} e 18 Pseudomonas sp.
Foram testados os antibidticos gentamicina, kanamicina, cefalotina, carbenicilina e ampicilina. Todas
as ragas testadas se mostraram sensfveis a 6,3 mcg/m¥ de gentamicina, o agente que exibiu maior eficacia.
As amostras de E. coli se mostraram mais sensfveis do que as demais. Praticamente, ndo houve diferenca
de sensibilidade entre as bactérias procedentes da clinica privada e as do hospital geral, com excecdo a
kanamicina frente a E. coli, Klebsiella-Enterobacter e Proteus sp. E provével que o fator determinante
de maior significaco na sensibilidade de gram-negativos, isolados de infecgdo urindria, se relacione ao
tipo de doente e & natureza da infecgdo.

Summary

Sensitivity of gram-negative bacteria from urinary flora to antibiotics: a comparison between germs
isolated in general hospital and a private clinic

Antibiotic sensitivity, by the tube dilution method, was performed with 204 strains of gram-negative
bacteria isolated from patients with urinary tract infection. Of those strains, 122 derived from patients
admitted to a general hospital and 82 from a private clinic. There were 96 strains of £. coli, 45 of

Klebsiella-Enterobacter, 45 Proteus sp. (both indol-positive and indol-negative), and 18 Pseudomonas sp.

All were tested against gentamycin, kanamycin, cephalotin, carbenicillin, and ampiciliin. Ali strains were
inhibited and killed by a 6.3 mcg/m{ concentration of gentamycin, the most potent of the drugs tested.
Strains of E. coli exhibited the highest degree of sensitivity to all agent tested. There were no differences
between the sensitivity of the strains isolated from hospital as compared to the private clinic patients,
except for kanamycin which showed a slightly higher effectiveness against £. coli, members of Kiebsiella-
-Enterobacter and Proteus sp. recovered from the outpatients from the private clinic. It is possible that
the most probable and important determinant for the sensitivity pattern of gram-negative bacteria isolated
from the urinary tract are the nature of the host and the type of urinary infection installed.

Introducdo

A flora infectante do trato urinario geralmente se
constitui de bactérias gram-negativas do grupo das
enterobactérias, sendo bem menor a participagdo das
gram-positivasg. A sensibilidade destas bactérias aos
antibioticos ndo pode, geralmente, ser previsivel com
exatiddo, podendo variar com alguns fatores. As
infeccdes agudas sdo produzidas, em geral, por bacté-
rias sensfveis a uma multiplicidade de antibacterianos,
ao contrério das infeccdes cronicas e, principalmente,
das infecgdes complicadas por processos obstrutivos.
Nestes casos, bactérias naturalmente resistentes a

vérios agentes terapéuticos aumentam muito de pre-
valéncia.

Dentre os inimeros fatores que podem alterar a
flora de uma infeccdo urindria, queremos destacar a
influéncia do ambiente hospitalar, e do uso de anti-
bidticos. Existe flora urindria nosocomial, que se
apresenta geralmente mais resistente aos agentes anti-
microbianos®. De outra parte, a mais frequente mani-
pulacdo de doentes internados, através de procedi-
mentos endoscopicos e cateterizagdo vesical, introduz,
no trato urindrio, bactérias resistentes a multiplos
antimicrobianos. O tratamento de uma infec¢do uri-
néaria pode oferecer a oportunidade da bactéria infec-

* Facyldade de Medicina, Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA, Brasil.
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tante desenvolver resisténcia ao agente terapéutico
durante o uso do produto, uma eventualidade rara,
mas que j& tem sido documentada para alguns anti-
microbianos”. Mais comumente, o medicamento pro-
picia uma re:infeccdo por germe mais resistente. To-
dos estes fatos justificam, em tese, diferencas da
flora bacteriana de infecgdo urindria hospitalar, quan-
do comparada & de doentes em servico de ambula-
tério. '

No presente traba!ho, utilizando método quan-
titativo de realizagdo do antibiograma, pareceu-nos
de interesse determinar a sensibilidade da flora infec-
tante do trato urinario, obtida de doentes atendidos
num hospital geral, onde existe maior proporgio de
casos complicados ou manipulados, e compara-la com
a de uma clinica privada, exclusivamente ambulato-
rial. Procuramos, além de determinar o padrio geral
de eficcia dos antibidticos mais comumente usados,
investigar se havia tendéncia a maior resisténcia das
racas bacterianas, isoladas do ambiente hospitalar.

Material e Métodos

Foi avaliada a sensibilidade de 204 racas bacteria-
nas recentemente isoladas de pacientes com infeccdo
urindria, sendo 122 provenientes do Hospital Prof.
Edgard Santos e 82 de uma clinica privada de atendi-
mento exclusivamente ambulatorial — Clinica Sdo
Lucas, Salvaddr, BA. Foram selecionadas,, para esta
andlise, racas de gram-negativos mais habitualmente
encontrados nas referidas infeccdes: 96 racas de
E. coli, 45 de Klebsiella-Enterobacter, 45 de Proteus
sp. (indol-negativo e indol-positivo) e 18 de Pseudo-
monas aeruginosa, A excecdo das racas de Ps. aeru-
ginosa, isoladas exclusivamente do Hospital, para to-

das as outras houve niimero aproximado de racas da
clinica privada e do hospital geral. Para o teste de

sensibilidade, foi usado, como meio de cultura, o
caldo infuso de coracdo Difco. Os antibi6ticos foram
utilizados nas concentracdes descrescentes de 100 mcg/
/mf até 0,19 mcg/m¥, colocados no volume de 0,5 m¥
em tubos de hemolise. Um indculo de 10° da bacté-
ria, em caldo infuso de coracdo, foi colocado em
cada tubo, completando o volume para 1 m¥{.

As leituras foram feitas apods.24 horas de incuba-
¢80 de 37°C, considerando-se concentracdo minima
inibitéria (CIM} aquela que inibisse totalmente o
crescimento das bactérias, deixando o tubo inteira-
mente claro. Todos os tubos foram, depois, subcul-
tivados em agar sangue, apds 24 horas de incubac3o,
para observar a concentracdo bactericida.

Cada amostra- foi estudada, ao mesmo tempo,
frente a cinco antibidticos: gentamicina, kanamicina,
carbenicilina, cefalotina e ampicilina. A anélise dos
resultados foi feita tomando-se em conta a percenta-
gem cumulativa de sensibilidade de cada amostra aos

diversos antibidticos, comparando-se as amostras ob-
tidas do hospital geral com aquelas da clinica privada.

Resultados

Sensibilidade das racas de E. coli — Em 100% das
amostras houve sensibilidade a gentamicina na dilui-
cdo de 0,75 mcg/mi. A sensibilidade foi também ele-
vada frente a kanamicina (67% das racas na diluicdo
de 6,3 mcg/mR). Carbenicilina e cefalotina sé mos-
traram atividade, para mais de 50% das racas, nas
concentragdes de 12,5 a 25 meg/m¥, respectivamente.
Houve elevada resisténcia a ampicilina. Na compa
racdo feita frente aos diversos antibibticos, observa-
mos que as racas da clinica privada foram um pouco
mais sensiveis apenas a kanamicina do que as do
hospital geral {Fig. 1).
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Fig. 1 = Padrdo de: sensibilidade das racas de E. coli. isola-
das: de pacientes de hospital geral  {HPES) e de uma clinica
privada: ambulatorial (CSL}.



Rev. Microbiol. (S. Paulo}, 4(2), 1973 29

Sensibilidade de bactérias do grupo Klebsiella-Entero-
bacter — Gentamicina, na diluicdo de 3,1 mcg/mX, se
mostrou eficaz contra 95,5% delas; na concentragao
de 6,3 mcg/m¥, atingiu 100%. Kanamicina é também
eficaz contra bactérias deste grupo. Na concentracao
de 6,3 mcg/mY, inibiu 75% das racas. Houve resistén-
cia acentuada aos efeitos da carbenicilina e ampicili-
na. Na concentracdo de 12,5 mcg por m¥, a cefalo-
tina inibiu apenas 46/6% (Fig. 2).

Sensibilidade de bactérias do género Proteus — Os
antibidticos que mostraram maior eficécia contra
Proteus sp. (indol-positivo e negativo) foram a kana-
micina, gentamicina e carbenicilina. Kanamicina, na
concentracao de 3,1 mcg/m{, inibiu 66,6% das racas,
enquanto que, na concen}tragﬁo de 6,3 mcg/m¥, mos-
trou-se eficaz contra 75,6%. Gentamicina, na con-
centracdo de 1,5 meg/m&, -inibiu. 100% das racas.
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Fig. 2 — Padrdo. de sensibilidade das racas. de: Klebsiella-
-Enterobacter isoladas de hospital geral (HPES) e de clinica
privada  ambulatorial (CSL}).

Ja a carbenicilina, na concentracdo de 25 mcg/m{,
atuou sobre 85% das racas de Proteus estudadas (Fig.
3).

Sensibilidade de bactérias do género Pseudomonas —
Apenas a gentamicina mostrou elevada eficacia. Na
dose de 3,1 mcg/m¥, inibiu 94,0% das racas; na
concentracdo de 6,3 mecg/m{, atingiu 100%. Carbeni-
cilina sé exibiu atividade nas concentracOes de 50
mecg/m% e 100 meg/m&, conseguindo eficécia contra
61,1% e 77,7% das racas, respectivamente (Fig.4).

Comparacdo da sensibilidade das racas do hospital
geral com as da clinica privada (ambulatorial) — Ape-
nas frente 4 kanamicina pareceu haver maior resistén-
cia das racas bacterianas isoladas do hospital geral.
Isso se verificou com E. coli, bactérias do grupo
Klebsiella-Enterobacter e Proteus sp. Para os outros
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antibioticos, a sensibilidade das racas bacterianas se
equivaleu, quer proviessem elas da clinica privada (am-
bulatorial) ou do hospital geral.

Comparacdo da eficdcia dos diversos antibiéticos tes-
tados — O antibibtico que mostrou maior eficécia
in vitro foi a gentamicina, que, na concentracdo de
6,3 mcg/m¥, inibiu 100% das racas bacterianas testa-
das. Kanamicina também exibiu grande eficiéncia,
atingindo (& excecdo das ragas de Ps. aeruginosa)
75% das ragas testadas, na concentracio de 6,3 mcg/
/m{. A eficacia da carbenicilina se fez mais nitida so-
bre bactérias do género Proteus, Pseudomonas e sobre
E. coli, em concentracies que variaram de 50 mcg/m9%
a 100 mcg/mX. Cefalotina, na concentracdo de 12,5
meg/m¥, inibiu 68% das racas de E. coli e Proteus sp. .
‘A menor eficdcia foi exibida pela ampicilina. A atua-
cdo de cada antibidtico estudado, sobre as diversas

racas bacterianas, se acha esquematizada nas Figuras
hao,
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Fig. 8 - Atividade da kanamicing sobre alguns gram-nega-
tivos isolados de pacientes com infeccao do trato-urinario.
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Fig. 7 — Atividade da cefalotina sobre alguns gram-negativos
isolados de pacientes com infec¢do do trato urinario.
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Fig. 9 — Atividade da ampicilina sobre alguns gram-nega-
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Discussdo

O advento da antibioticoterapia trouxe, como
consequiéncia, alteracdo na ecologia das infeccdes
bacterianas, fato ja bem documentado na literatura®®.
Houve consideravel mudanga na flora infectante de
pacientes com bacteremia, com aumento na freqiién-
cia de germes gram-negativos, assim como na mortali-
dade de pacientes bacterémicos. De outra parte, hou-
ve nitida diminuicdo na prevaléncia de infeccdo es-
tafilococica hospitalar, passando a predominar as
infeccOes por germes gram-negativos9. Neste particu-
lar, tem sido destacada a fregiéncia de infeccdo
urinéria adquirida no hospital'*%!!,

De um modo geral, a sensibilidade dos germes
gram-negativos estudados correspondeu ao que tem
sido relatado em outros centros. O antibidtico que
evidenciou maior eficacia in vitro foi a gentamicina,
que inibiu 100% das amostras examinadas na concen
tracdo de 6,3 mcg/mf, concentragdo passivel de ser
obtida no sangue com doses terapéuticas habituais do
produto.

As racas de E. coli se mostraram, em geral, mais
sensiveis do que as demais. As bactérias do grupo
Klebsiella-Enterobacter evidenciaram elevada resistén-
cia a ampicilina e carbenicilina.
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Praticamente, foi muito’ pequena a diferenca no
padrdo de sensibilidade das bactérias isoladas no hos-
pital geral e na clinica privada. Apenas frente a kana-
micina — um antibiético de uso quase exclusivamente
parenteral, e mais utilizado em ambiente hospitalar —
houve maior sensibilidade das racas de £. coli, Proteus
sp., e bactérias do grupo Klebsiella-Enterobacter iso-
ladas do servico ambulatorial. Esta falta de diferenca
na sensibilidade da flora de doentes hospitalizados e
ambulatoriais pode decorrer de alguns fatores:

1. é possivel que, nas infecgBGes urindrias do pessoal
hospitalizado, fosse pequeno o nimero de “infec-
¢Oes nosocomiais’”’. Os doentes hospitalizados, na
maioria dos casos, j& traziam sua infecgdo urinaria
ou desenvolveram-na no hospital, independente da
“flora nosocomial’’;

2. é grande, em nosso meio, a utilizagdo indébita de
antibidticos pelos doentes ambulatoriais, do tipo
dos que foram incluidos neste estudo;

3. foi elevado o niimero de casos de bacteritria assin-
tomdtica e de pielonefrite crénica nos pacientes
da clinica privada, por ser um local de referéncia
de portadores de infeccdo do trato urinério.
Tém surgido opinides divergentes acerca do fend-

meno da aquisicdo de resisténcia antimicrobiana por

parte de bactérias gram-negativas com o passar dos
anos, na era antibiética®*2. Em comunicacgo prévia,
deste laboratério, ndo foi observado aumento de
resisténcia da flora urindria, em avaliacdo de cinco
anos consecutivos®. Gillespie & Linton® também
documentaram minima alteracdo na sensibilidade de
coliformes infectantes do trato urinério, numa ava-

liagdo de 12 anos (resisténcia a sulfonamida passou
de 6% a 12%, e resisténcia a ampicilina de 2% a 11%).
Vale destacar que Bauer?, comparando 720 ragas
de E. coli, isoladas de uma clinica privada, com 1528
racas colhidas de um hospital de ensino, documentou
maior resisténcia das bactérias provindas do hospital,
particularmente a ampicilina e tetraciclina. Resistén-
cia a ampicilina freqlientemente se associava a resis-
téncia & tetraciclina, cefalotina, cloranfenicol, e, as
vezes, sulfonamidas — o que sugeriu ser decorrente da
transferéncia de um fator de resisténcia bacteriana.
Bauer utilizou o método do disco, para a determina-
cdo do antibiograma, e ndo discutiu a diferenca na
qualidade dos doentes hospitalizados e da clinica par-
ticular. As diferencas de sensibilidade, apontadas por
ele, foram relativamente pequenas.

N&do é de surpreender a existéncia de dados dis-
cordantes na literatura, acerca deste assunto. A dife-
renca de sensibilidade entre a flora infectante de
pacienies hospitalizados e de ambulatorio pode se
tornar nitida, se houver diversidade aprecidvel de
material clinico nos dois setores. Havendo mais casos
agudos e de infecgdo urindria baixa, haverd maior ni-
mero de E. coli sensivel a maioria dos antibacterianos.
Sendo maior a proporgdo de casos cronicos, ou de
casos complicados por processo obstrutivo, haverd
maior prevaléncia de bactérias do grupo Klebsiella-
-Enterobacter, Proteus sp. e Pseudomonas sp., resis-
tentes a varios antibi6ticos. A existéncia de uma flora
urindria ‘‘nosocomial’” é inegavel, mas contribui re-
lativamente pouco numa avaliacdo comparativa, como
a que foi feita no presente trabalho.
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Epidemiologia e diagndstico laboratorial de Trichomonas vaginalis*

Geraldo A. De Carli** & Beatriz Machado™*

Resumo

Ocorréncia do protozodrio Trichomonas vaginalis na secregdo uretral de 82 homens (exame a fresco) e
secregdo vaginal de 500 mulheres {exame a fresco e cultura de material). Incidéncia de 69,5% (57 casos)
positivos para a secregdo uretral; 21,6% (108 casos) positivos para secrecdo vaginal através de exame a
fresco e 29,4% (147 casos) através de cultura de material.

Summary

Epidemiology and laboratory diagnostic of Trichomonas vaginalis

Occurrence of the protozoan Trichomonas vaginalis in secretion from the urethra of 82 men (fresh
microscopic examination) and from the vagina of 500 women (fresh microscopic examination and
cultured material). Incidence of 69.5% (57 cases) positive identification by direct microscopic observation
of urethral secretion; 21.6% (108 cases) positiveness by direct observation and 29.4% (147 cases} from
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cultured vaginal secretions.

Introdugéo

A tricomoniase humana é causada por Trichomo-
nas vaginalis, encontrado no trato urogenital do
homem ou da mulher. No homem, esta doenca pode
ser sintomatica ou assintomadtica e a presen¢a do
protozodrio pode ser diagnosticada em casos de ure-
trites cronicas ou agudas. Na mulher, pode também
ser assintomdtica, mas, geralmente, ha um aumento
da secrecdo vaginal (leucorréia), prurido e ardéncia
da genitélia, com eventual irritagdo aguda.

Na avaliagdo, tanto epidemiologica como terapéu-
tica, ¢ de grande importancia o correto diagndstico
da doenca e o sucesso do tratamento depende da
acurada demonstragdo da presenca do agente. O pro-
posito deste estudo foi determinar a incidéncia de
T. vaginalis em nosso ambiente, em ambos 0s sexos,
e mostrar a grande importéncia do uso de meios de
cultura no diagnéstico da tricomonfase.

Material e Métodos

Foram examinados 82 homens e 500 mulheres,
procedentes de clinicas privadas, ambulatérios, cen-

tros de salide e de hospitais de Porto Alegre, RS,
Brasil.

Aos homens, foi solicitado que comparecessem ao
local da coleta do material, pela manha, antes de
terem urinado no dia e que ndo estivessem tomando
qualquer medicamento tricomonicida hd mais de uma
semana. As mulheres foram instruidas a ndo realiza-
rem a higiene local {duchas) ou usarem medicamentos
vaginais durante um periodo de 24 a 48 horas antes
do exame e da coleta do material.

Os pacientes ndo foram selecionados quanto & cor
ou idade é, em todos os casos, foram previamente
examinados por ginecologistas ou urologistas que
recomendavam a pesquisa de 7. vaginalis.

A coleta da secrecdo uretral foi realizada com al¢a
de platina e, a da secrecdo vaginal, do fundo do saco
de Douglas, mediante pipeta tipo Papanicolaou. Nédo
foram usados cotonetes (swabs) para a coleta das
secrecdes, visto que, durante um estudo inicial, verifi-
caram-se muitos resultados falso-positivos.

O material de ambas secrecGes foi examinado a
fresco; para secregdo vaginal foi feito também isola-
mento em cultura.

Para reconhecer T. vaginalis e distingui-lo, de ou-
tras células, foram observadas, tanto nos exames a

* Apresentado no Il Congresso Brasileiro de Microbiologia, Belo Horizonte, MG, Brasil, julho 1971.
++ Depto. de Andlise, Faculdade de Farmaécia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.
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fresco como ap6és a cultura, a forma, o tipo de nucleo,
o namero de flageios, a presenca da membrana ondu-
lante ‘e a motilidade, nos aspectos que caracterizam
a tricomonab%» %1415

Exame a fresco: é o-método mais comumente usado
para a pesquisa do protozodrio, em virtude de sua
simplicidade e rapidez. Entretanto, é duvidoso que
esta técnica seja suficientemente vélida quando os
protozoérios 580 muito raros. Uma gota da secrecdo
vaginal ou uretral foi misturada a uma gota de solucéo
fisiologica estéril em uma lamina de microscopia e
coberta com uma faminula. A preparacdo foi leve-
mente aquecida e imediatamente examinada em um
microscopio com 200 aumentos. As tricomonas se
destacavam por sua grande motilidade entre os ele-
mentos celulares das secrecdes. ’

Exame. cultural: depois de preparado o esfregaco a
fresco, a secrecdo da pipeta de Papanicolaou (de
0,5 a 1,0 m{) foi inoculada em meio de cultura.
Apbs 24 horas, uma gota do sedimento do meio,
‘colocada em uma ldmina de microscopia e coberta
com uma laminula, foi examinada da mesma maneira
que o esfregaco a fresco. O periodo de crescimento
foi estabelecido entre 24 a 120 horas, sendo as
culturas incubadas a 37°C, e examinadas diariamente,
com intervalos varidveis. Foram consideradas negativas
quando ndo se observou crescimento até 5 dias de
inclibagdo. O meio usado foi o desenvolvido por
Kupferberg, Johnson & Sprince!® em que os com-
ponentes  tripticase (BBL) 20 g, cistelna cloridrica
1,6 g, maltose 1,0 g e agar 1,0 g sdo dissolvidos em
960 m{ de 4gua destilada e o caldo aquecido em
banho-maria até a completa dissolucdo do agar. O
meio foi filtrado, o pH estabelecido em 6,0 e acres-
centado 0,6 m{ de azul de metileno a 0,6% como in-
_ dicador. Distribuiu-se entdo 9,5 mf de meio em
tubos de ensaio (18 X 180 mm) os quais foram auto-
clavados a uma atmosfera durante 15 minutos. A
esterilizagdo do- meio foi testada a 37°C; durante 24
horas. Antes da inoculagdo da secregdo vaginal, os
tubos permaneceram 15 minutos na estufa a37°C e, a
cada tubo, foi adicionado, previamente, 0,56 mf de
soro de cavalo, mantido congelado, nfo diluido,
_inativado e esterilizado por filtragdo em Seitz. Para
inibir o crescimento de bactérias e fungos,fo.ram adi-
cionadas, ‘a cada tubo com meio, 5.000 unidades de
penicilina cristalina G potéssica, 1.000 microgramos
de dihidroestreptomicina e 300 unidades de nistati-
na”* por m{. As solugBes concentradas foram prepara-
das com d4gua destilada estéril e mantidas congela-
das; as diluicdes foram refrigeradas, com- o tempo de
validez de uma semana.

* Amostra 2090A — Micostatina micropulverizada {Nistatina)
controle 2380, cedida pela Squibb Industrial Quimica S.A.

Resultados

A incidéncia de 7. vaginalis ‘nas secrecOes uretrais
e vaginais estd apresentada na Tabela 1, discriminada
guanto ao sexo, o método e o resultado dos exames,
tanto em valores absolutos como relativos.

O exame a fresco de secregdes uretrais de 82 ho-
mens, todos com histdria clinica de uretrites, revelou
57, isto é 69,5%, de casos positivos, sendo pois 25,
isto é 30,5% negativos. Ndo foram feitas culturas face
a reduzida quantidade do material que se conseguiu
recolher da uretra.

Tabela 1
Resultados da: pasquisa de Trichomonas vaginalis
s NO de | método Posi- Nega- | Total de
8x0 pacientes | de exame tivos tvos. - | exames
. 5725 82
Masculino| 82 jafresco | oo n0il (30.5%) | (100,0%)
3 Frosio 108 1 392 500
; . {21,6%} (78,4%}{100,0%}
Feminino 500 -
em cuitura 147 453 500
1429,4%) 1 (70,6%} 1 {100,0%}

No exame a fresco de secregcdes vaginais de 500
multheres, 108 casos, isto é 21,6%, revelou o proto-
zoério, enquanto que, em 392 casos, isto é 78,4%, o
resultado foi negativo.

O exame ap0s cultura de secregdes vaginais das
500 mulheres estudadas deu resultado positivo em
147 casos (29,4%) e negativo em 363 casos (70,6%).

Comparando-se a percentagem de positivos, dos
exames apos cultura, com a de positivos dos exames
a fresco, verificou-se uma diferenca estatisticamente
significativa (P > 0,01).

Discussdo

Os. resultados mostraram maior incidéncia do pro-
t0zoério nas secre¢Bes uretrais do que nas secrecdes
vaginais, nos grupos estudados. Embora a diferenca
tivesse sido muito significativa (P > 0,01), ndo nos
parece licita a comparagdo imediata entre as amostras
porque, enquanto os homens foram examinados quan-
do manifestaram sintomatologia de uretrites e conse-
glientemente secre¢do uretral, as mulheres examina-
das apresentavam leucorréia ou ardéncia e prurido da
genitdlia externa e, em muitos casos, elas compareciam
ao laboratério encaminhadas pelo ginecologista ap6s
um exame ginecolégico periédico. E evidente pois,
que as populacdes que deram origem & amostras
apresentam caracteristicas diferentes quanto-a propria
sintomatologia da doenc¢a. Contudo, isto alerta para a
grande incidéncia de 7. vaginalis no homem, confor-



Rev. Microbiol. (S. Paulo), 4(2), 1973 35

Tabela 2

Pesquisa de Trichomonas vaginalis no homem,
realizada por diversos autores

Casos positivos
[s]
Autor Ano N'. de
pactentes NO %

Liston & Lees'® 1940 | 400 16 4,0
Lanceley & McEntegart' | 1963 | 310 16 5,3
Sorett® 1954 | 288 35 12,1
Feo & col.® 1956 183 33 18,0
s 17 -y a

Whittington 1957 321 3% 12,5
T 17 . o)

Whittington 1957 81 73 28,4
De Carli & Machado* 1971 82 57 69,5

a. pacientes brancos b. pacientes pretos

= presente trabatho

me foi observado quando existem sintormnas de ure-
trite.

A Tabela 2 mostra os resultados de pesquisas de
7. vaginalis no homem por diversos autores, obser-
vando-se que a proporcdo de casos positivos, entre os
examinados é muito varidvel. Em nosso trabalho, en-
contramos o protozodrio em 69,5% dos pacientes,
enquanto Whittington'”, que até agora havia descrito
a maior incidéncia, observou apenas 28,4%. Na mu-
Iher, segundo dados apresentados, na Tabela 3, os
autores também divergem muito na magnitude de
casos observados (de 8,1% a 60,9%). Encontramos,
no sexo feminino, apenas 29,4% de casos positivos
entre as pacientes examinadas. Face a grande incidén-
cia que verificamos no homem, é importante que
sejam feitas investigacGes epidemioidgicas muito bem
controladas desta doenga no sexo masculino, pois
pode ocorrer que o homem seja um vetor significa-
tivo na transmissdo do flagelado.

Nos exames das secrecOes vaginais, verificou-se
gue, se 0 exame a fresco era positivo, a cultura da
secre¢do também era positiva. Porém, em muitos ca-
s0s, 0 exame a fresco foi negativo e, apds a cultura, o
diagnostico foi positivo. Neste ultimo caso, a diferen-
¢a, a favor do exame cultural, foi considerada estatis-
ticamente significativa (P > 0,01).

A Tabela 4 mostra os resultados da pesquisa de T.
vaginalis na mulher, por diversos autores, em prepara-
cBes a fresco e apds cultura. Todos os autores consul-
tados encontraram uma incidéncia maior de casos po-
sitivos nos exames apds a cultura do que a fresco,
devendo chamar-se a atencdo para a grande diferenca
de resultados observada por Martin & col.’®, Em nos-
so trabalho, a incidéncia foi de 21,6%, no exame a
fresco, e 29,4%, no exame ap0s a cultura.

Considera-se, em geral, que o exame a fresco é
procedimento muito mais simples do que a técnica de
cultura, sendo necessario, porém, ressaltar gue, quan-
do se opta pelo exame a fresco, este deve ser realiza-
do imediatamente apds a coleta do material, pois,

Tabela 3

Pesquisa de 7Trichomonas vaginalis no homern, realizada
nor diversos autores

NO de. | Casos Positivos
Autor Ano pacientes
NO %

Johnson & i’\/‘iayné8 1948 1197 321 26,8
Kean & Day® 1954 500 80 | 16,0
Gardner & col.’ 1957 2251 182 g1
Gardner & col.® 1957 325 96 | 29,5°
Gardner & col.% 1957 668 1303 | 453°
Burch & cof.’ 1956 | 1812 | 123 g1
Burch & cob.” 1959 336|204 | 60,9°
Martin & cot,® 1963 100 51 51,0
Carneri & cot. ™ 1968 304 63| 20,7
De Carli & Machado™ 1971 500 147 29,4

a. pacientes brancas, clinica privada. b. pacientes brancas,
ambulatdrio. ¢. pacientes pretas, ambulatorio
» presente trabalho

Tabela 4
Comparagdc entre os dois métodos para a pesquisa de Trichomonas vaginalis na mulher, realizada por diversos autores
Método de exame
¢!
Autor. Ano N'* de A fresco Em cultura
pacigntes

NO % Ne %
Kean & Day’ 1954 500 61 12,2 - 80 16,0
Martin & col.™? 1963 100 34 34,0 51 51,0
Carneri & col.* 1968 304 43 14,2 . &3 20,7
De Carli & Machado® 1971 500 108 21,6 147 29,4

= presente trabatho -
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ao contrdrio, corre-se o risco de resultados falso-ne-
gativos. Quando, porém se adota o meio de cultura
na pesquisa de 7. vaginalis, este_meio pode perma-
necer & temperatura ambiente, antes de ser incubado,
segundo Kean & Day® e confirmado neste trabalho,
por um periodo de até trés horas, sem alteracdo na
capacidade de desenvolvimento do protozoario nas
culturas.
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Estudo preliminar das propriedades antifingicas por bacilos sapréfitas do ar e solo

C. M. F. S. Serddio*, J. C. Calleya™™ L. M. H. Sousa®* & R. Boelter™**

Resumo

Ensaios bioldgicos para antagonismo envolvendo dois bacilos ndo identificados, X~1272 do solo e Y-173
do ar, e diversos fungos saprofitas e parasitas, foram realizados. Fendmenos antiflngicos por colbnias de

bactérias sdo preliminarmente descritos.

Summary

Preliminary study of antifungal properties by two saprophyte bacilli from the air and soil

Biological assay for antagonism involving two unidentified bacilli, X-1272 from soil and Y-173 from
air, and several both saprophyte and pathogenic fungi were performed. Preliminary antifungal phenomena

by bacterial colonies are described.

Introducgdo

O isolamento de substincias com acdo antimicro-
biana, obtidas da fermentacdo de microrganismos do
solo, tem constituido preocupacdo constante de um
largo setor da pesquisa farmacoldgica desde o desco-
brimento da penicilina por Fleming®?.

Entre os agentes produtores de antibioticos, é
oportuno salientar que t8m sido os actinomicetos
do solo os que se revelaram mais fecundos na pesquisa
deste tipo de substancias. Contudo, importantes agen-
tes antimicrobianos foram também isolados de outros
esquizomicetos, eumicetos, liquens, algas e, sob o
nome de fitoncidas ou “antibiotic-like substances’,
foram obtidos compostos com propriedades idénticas,
a partir de vegetais superiores. Muitos destes com-
postos foram, posteriormente, produzidos sintetica-
mente ou semi-sinteticamente e, da intervencdo
nos processos quimicos de diversas fases de sua
obtencdo, resultaram ainda derivados com novas
propriedades® * %7,

A grande maioria dos antibioticos obtidos tem
demonstrado preferencial, quando nao exclusiva, agdo

*

sobre bactérias e s50, com notaveis excecdes® ¢, relati-
vamente poucos aqueles que, possuindo importante
atividade contra fungos e bactérias superiores, se
revelaram suscetiveis de aplicacado na terapéutica das
micoses do organismo animal, ndo obstante ser este
um campo da farmacologia a que a terapéutica
moderna reivindica, com insisténcia, meios para um
mais eficaz controle destas doencas de significativa e
crescente importancia nos tempos presentes.

Este estudo preliminar relata as propriedades biolo-
gicas antiflingicas de dois bacilos saprofitas ndo identi-
ficados, designados X-1272 e Y-173. A observagio
inicial dos fendbmenos foi fruto do acaso.

Material e Métodos

O bacilo X-1272 contaminou, ocasionaimente,
uma partida de anéis de papel de filtro destinada a

testes de sensibilidade de fungos®*** a qual contatou
com o solo por erro de manipulagdo. O desenvolvi-
mento de coldnias do referido bacilo, ap6s a colo-

cacdo dos anéis em superficie de gelose de Sabouraud,

Bolsista do Conselho Nacional de Pesquisas, Brasil, atualmente no Dept. de Fisiologia, Faculdade de Medicina Vete-

rindria y Zootécnia, Universidade Nacional Auténoma do México, México, D.F.

** Bolsista do Conselho Nacional de Pesquisas, Brasil.

*x+ Disciplina de Farmacologia dos Animais Domésticos, Depto. de Fisiologia, UFSM, Santa Maria, RG, Brasil.
*#xx "“Método do Anel”’, método inédito para avaliagdo de sensibilidade de fungos e poder antiflingico de farmacos, idealizado
pelo autor C.M.F.S.S. e atualmente em fase de experimentagdo. Utiliza anéis (arcos de cfrculo) de papel de filtro e des-

tina-se a testes em meio de cultura sélido.
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inibiu o crescimento de colOnias de Microsporum
canis, repicadas no interior dos anéis. O bacilo Y-173
contaminou uma placa de Petri com gelose de
Sabouraud, tendo sido provavelmente veiculado pelo
ar, durante sua manipulacgdo.

Quarenta e oito horas depois, foi possivel observar
halos de inibicdo em volta de coldnias do bacilo,
afetando o crescimento de coldnias de Aspergillus
fumigatus e Aspergillus niger.

O estudo preliminar dos fendmenos de antibiose
detectados constituiu-se em duas etapas. A primeira
constou de testes de antagonismo frente a diversos
fungos saprofitas, de rdpido crescimento, ndo identi-
ficados, em meio de Sabouraud, gelosado. As bactérias
foram semeadas no centro de placas de Petri e
incubadas a 32°C, durante o tempo necessdrio para
a formacdo de coldnias com didmetro compreendido
entre 8 e 10 mm. Em cada placa foi entdo semeada
suspensao de esporos de um fungo, em pontos equi-
distantes da colonia bacteriana central e situados na
periferia do circulo definido pelo meio de cultura.
Esta etapa foi realizada com a inten¢do de avaliar,
de forma genérica, a natureza da antibiose em questdo.
O uso de fungos saproéfitas, na sua maioria dotados
de marcada resisténcia a fatores adversos ao desen-
volvimento, de rdpido crescimento e grande expansi-
bilidade no meio de cultura, permite a obtencao facil
de resultados bem caracterizados e a curto prazo.

A segunda etapa de estudo constou de testes
idénticos aos mencionados, porém com a utilizagdo
de fungos patogénicos. Foram realizados ensaios com
Tricophyton mentagrophytes, Tricophyton equinum,
Microsporum canis, Microsporum gypseum, Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Sporotrichum
schenkii, Phialophora pedrosoi, Aspergillus fumigatus
e Nocardia brasiliensis. A presenca de actinomiceto
patogénico entre os fungos de prova foi devida ao
fato de que este grupo de microrganismos €, por
razOes de ordem tradicional, estudado em micologia,
juntamente com os fungos verdadeiros.

Resultados

A primeira etapa do estudo foi destinada a obser-
vacdo da antibiose sobre fungos sapréfitas. Ndo houve
interesse na identificacao das espécies, se bem que
tivessemn ocorride: formas mais ou menos sensiveis e
até completamente resistentes. Comparando o com-
portamento dos dois bacilos nos ensaios, Y-173
revelou possuir espectro mais largo e potente.

Os resultados da segunda etapa estdao esquemati-
zados na Tabela 1, cuja anélise revela que ambos os
bacilos exerceram inibicdo sobre o crescimento de
fungos patogénicos, mas, também nestes ensaios, 0
bacilo Y-173 revelou espectro mais largo.

Os resultados sugerem a existéncia de princfpios
metabélicos ativos dos bacilos X-1272 e Y-173, em
meio de Sabouraud, os quais, veiculados no meio de
cultura, inibem o crescimento de diversos fungos
saprofitas e patogénicos.

A producéo, extragdo, isolamento e caracterizagao
dos principios previstos, determinacdo do seu espectro
antimicrobiano e a identificacdo dos dois bacilos em
causa serdo as proximas etapas deste estudo.

Tabela: 1

Agao inibitéria dos bacilos X-1272 e ¥Y-173
sobre o crescimento de fungos patogénicos

Antibiose

Espécies

X-1272 Y-173

Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton: equinum
Microsporum canis
Microsporum  gypseum
Candida albicans
Cryptococeus neoformans
Sporotrichum: schenkii
Phialophora. pedrosoi -
Aspergillus fumigatus :
Nocardia brasiliensis +
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