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nova dimensao
no sistema

para anaerébios

As infeccdes devidas aos germes anaerobios s3o muito mais
frequentes do que deixam supor os exames de laboratorio.
De fato, estes germes foram mal conhecidos durante muito
tempo, por ser bastante complicada a sua identificagdo nas
condicdes utilizadas até agora.

Hoje, o sistema BBL oferece simplicidade de trabaiho

e seguranga nos resultados desses exames, imprescindiveis
em todos os laboratorios pela multiplicidade de aplicagdes
que representam, sejam na clinica, no ensino, na pesquisa
ou na industria.

PRINCIPIO JARRA ANAEROBIA “100”

As jarras GasPak permitem a obtencdo de uma anaerobiose
perfeita, numa hora, sem auxilio de qualquer aparelho anexo.
Em policarbonato, material transparente, autoclavavel,
realizam as condi¢des 6timas de higiene e visualidade.

Os envelopes GasPak sdo geradores de hidrogénio e de gas
carbonico que permitem realizar, sem bomba de vécuo, uma
atmosfera inerte no interior da Jarra Anaerébia.

Os dois componentes de bage sio:

e Um gerador de hidrogénio + um gerador de gés carb&nico.
e Um catalisador de palddio agindo a temperatura ambiente.
Por adicdo de 10 ml de dgua no envelope GasPak, ha
desprendimento de hidrogénio e gas carbénico. Sob o efeito
do catalisador, o hidrogénio reage com o oxigénio do ar
presente na jarra, para formar adgua; cria-se assim uma
atmosfera anaeroébia.

C gés carbénico produzido favorece a multiplicacio de
certos microorganismos que se desenvolveriam mal ou
seriam inibidos na auséncia deste gas. Um indicador
constituido por uma banda de papel de filtro embebida
numa solucdo de azul de metileno, permite controlar
visualmente a anaerobiose.

Para maiores detalhes, consultar o nosso
. ~ Departamento de Microbioiogia.
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Extragdo e caracterizagdo da -hemolisina de Pseudomonas aeruginosa*

Heloisa R. Barbosa**, |. Popper & L.P. de Carvalho Lima

Resumo

Desenvolvimento de método de extracdo e purificagdo da hemolisina de Pseudomonas aeruginosa. O 'mate-
rial empregado no preparo dos meios e nos processos de extracdo continham substancias contaminantes,
com atividade hemolitica, tornando-se necessario incluir etapas para sua eliminagdo. Para hemédlise total
da suspensdo padronizada de giébulos, sdo necessérias 33,53ug do material purificado. Métodos croma-
togréficos revelaram que a hemolisina é constitufda do acGcar ramnose, ligado a 4cidos graxos (palmitico
ou fhidroxidecandico e B-hidroxidodecanbico).

Summary
Extraction and characterization of Pseudomonas aeruginosa hemolysin

A new method for the extraction and purification of the hemolysin from Pseudomonas aeruginosa. The
materials used in the preparation of media and in the extraction methods were invariably contaminated
with substances showing hemolytic activity. It was therefore necessary to include steps for the elimination
of these ‘contaminants,; For total lysis of a standardised suspension of sheep red cells 33.53ug of
purified material were necessary. Chromatographic analysis showed that the hemolysin consisted of a

sugar {rhamnose) and fatty acids {$-hidroxidecanoic or palmitic and B-hydroxidodecanoic).

Introdugdo

As células de P. aeruginosa sdo relativamente ato-
xicas e os filtrados do meio de cultura se apresenta-
ram muito toxicos para camundongos®. Isto revelou
a importincia dos produtos extracelulares na pato-
genia do germe. Varios autores passaram, entdo, a
estudar as substancias excretadas pelos germes, em
particular, enzimas extracelulares.

Em 1900, Bullock & Hunter® demonstraram que
filtrados de cultura em caldo de 3 a 4 semanas eram
capazes de lisar suspensBes de eritrocitos e que placas
. de 4gar sangue evidenciaram regides de hemblise ao

redor das colonias de P. aeruginosa (= B. pyocina-

neumy).

Alguns autores se propuseram a isolar a substancia
hemolitica. Liu'® descreveu um método de extragéo,
obtendo a purificagdo parcial da substancia. O mesmo
autor!” modificou o método, sem, contudo, atingir
o objetivo inicial.

Berk? determinou as melhores condigBes para a
atividade da substancia, hemolitica e aventou a hipo6-
tese de se tratar de uma proteina ou uma substancia
composta por proteina mais outro material.

Bergstrém & col.! isolaram um produto de P. aeru-
ginosa, denominado acido piolipico, que inibia o con
sumo de O, por bacilos da tuberculose. A substincia
apresentava P.M. 500 e era composta por 1-ramnose
¢ 4cido f-hidroxidecandico.

Jarvis & Johnson' cristalizaram, a partir de meio
llquido, uma substincia altamente solGvel em solven-
tes organicos e insolivel em &gua, de P.M. 650 e
composta de duas moiéculas de ramnose e duas de
4cido f-hidroxidecanoico. Quanto i atividade biol6-
gica, os autores constataram ser bacteriostética para
Mycobacterium tuberculosis e téxica para camundon-
gos. Posteriormente, Sierra®> demonstrou que o gli-
colipidio isolado por Jarvis & Johnson'® apresentava
capacidade de lisar globulos vermethos. O trabalho de

- Edwards & Hayashi’ confirmou a estrutura do glico-

* Baseado em parte de tese apresentada como requisito para obtengdo do titulo de Doutor em Ciéncias, de H.R. Barbosa.
** Depto. de Bioguimica, Instituto de Qufmica da USP, Caixa Postal 20780, 01000 Sao Paulo SP.
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lipidio proposta®®. Posteriormente, Murao & col.2!
obtiveram, sob forma cristalizada, uma substancia
composta por duas moléculas de ramnose e duas de

&cido B-hidroxidecandico. Os autores compararam a -

substdncia por eles isolada 3 descrital®, apontando

semelhangas e diferencas, sem contudo afirmar que °

‘se tratava do mesmo produto.

Para a obtencdo de produto razoavelmente puro e
estudo da atividade da hemolisina, foram empregadas
as técnicas ja descritas'®. Nao foi possivel reproduzir
a cristalizagdo do produto, como descrito pelos auto-
res, apesar de termos tentado variagdes na técnica
original. Assim sendo, procuramos desenvolver um
método que permitisse a obtencdo da hemolisina tio
pura quanto possivel.

A principal dificuldade consistiu no 1ato de que
tanto o material empregado na preparagdo dos meios
de cultura, como as proprias drogas “pro analisi”,
utilizadas, continham quantidades, por vezes aprecia-
veis, de contaminantes capazes de, por si, provocarem

a lise dos globulos vermelhos. Houve a necessidade, -

em véarias etapas do processo, de eliminar, previamen-
te. tais contaminantes,

Material e Métodos

Microrganismo — O microrganismo utilizado foi isola-
do de um caso fatal de meningite e, segundo provas
bioguimicas, classificado comao P, aeruginosa.

Selecdo das coldnias hemoliticas — O germe foi ino-
culado em placas de dgar sangue e, apds 28 horas de
incubagéo a 37°C, escolhidas, para prosseguimento do
processo, as colOnias que apresentassem nftida zona
de hemolise § a seu redor.

Meio de cultura — As coldnias selecionadas foram
cultivadas, durante 60 horas a 37°C, no meio de

Favorite & Hammon'® modificado:
Hidrolisado 4cido de caseina......... 159
GlCoSe . . v vt i e 2,5g
H,Oqsp. i 1000ml

Antes da inoculagdo do germe, o meio deve ser
tratado com quatro volumes de cloroférmio-metanol
2:1 v/v para a extragdo de lipidios contaminantes. A
fase aquosa, ap0s a separagdo, é usada como meio de
cultura.

Extracdo da hemolisina — Apbs o crescimento, as cé-
lulas sdo separadas por centrifugacdo e o sobrenadan-
te utilizado para o prosseguimento da experiéncia.

O primeiro teste realizado é com o que se verificar
a capacidade hemolitica do sobrenadante. Para tanto,
testam-se quantidades crescentes do sobrenadante
frente a globulos vermelhos de carneiro. As hemacias
devem ser lavadas em tampdo, até se obter o sobrena-

dante completamente I[impido. A partir das células
sedimentadas (““papa”), padroniza-se uma suspensio
de modo que 0,5ml! desta, ressuspensos em 3,5ml de
dgua, apresentem absorbancia de 0,200 a 550 nm.

A seguir, procede-se ao isolamento da substancia.
O sobrenadante ativo é extraido com quatro volumes
da mistura cloroformio-metanol 2:1 v/v. Apbs a sepa-
ragdo das duas fases, a organica deve ser desidratada,
por passagem em sulfato de sGdio anidro, e seca em
concentrador a vécuo. O material seco é pesado e res-

- suspenso em cloroférmio-metanol 2:1 v/v, na propor-

¢do de 1g para 20ml da mistura de solventes, segundo
o método de Folch!' modificado. Extrai-se vérias
vezes 0 material, com 0,2 volumes de 4gua acidificada
{30% HCI concentr. v/v), para a eliminacio de piocia-
nina. A fase orgénica, isenta do pigmento, é extraida
com 0,2 volumes de KCI 0,36% e seca. Procede-se,
entdo, a uma suspensdo em éter e o precipitado que
se forma é desprezado, por ser inativo. O sobrena-
dante é seco em banho maria, a 55°C, pesado e sua
atividade hemolitica verificada.

- Purificagdo — A purificagdo do material é feita atra-
; vés de sua aplicagdo em placas preparativas de silica

gel GF 254 (fluorescente), a fim de se eliminar os
cidos graxos contaminantes. Antes de serem usadas,
as placas sdo aquecidas a 100°C por 1 hora. O solven-
te utilizado é a mistura de hexano : dietil éter : 4cido
acético 70:30:1 v/v/v'4,

Apos a corrida, as manchas contendo os diferentes
materiais sdo reveladas através de luz ultra-violeta,
sendo em seguida removidas da placa, juntamente
com a silica. As substancias sdo separadas da silica
através. de vérias lavagens com éter. A seguir, proce-
de-se a dosagem de aglcar® e da atividade hemolitica
de cada uma das manchas separadas. ’

A substancia que apresentar maior atividade hemo-
litica deverd ser novamente purificada por cromato-
grafia em camada deigada. O solvente, agora utilizado,
é a mistura de cloroférmio : metanol :H,0 75:22:3
v/v/v*®, A revelagdo e a extracio do material é feita
como foi descrito acima. Mede-se a atividade hemo-
litica e o material ativo é re-purificado por cromato-
grafia em camada delgada, usando-se 0 mesmo siste-
ma de solventes.

Caragterizacdo — As dosagens do material hemoliti-
camente ativo, pelo método de Dubois®, revelaram a
presenga de aglcar. Para a identificacdo dos aglcares,
o material foi submetido a hidrélise 4cida, por duas
horas, com &cido cloridrico, na concentragio final de
2N. Depois de hidrolisado, o material é lavado vérias
vezes com etanol. A seguir, é feita cromatografia des-
cendente, em papel, utilizando-se a sequinte mistura
de solventes: n-butanol : piridina : gua 3:1:1 v/v/v3,
O tempo de corrida é de 30 horas, em papel Whatman
n® 1, e revelagdo com reagente de nitrato de prata®>.
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Além-da analise de aclcares, o material é submeti-
do 3 identificacdo de acidos graxos, por saponificacao
pela seguinte metodologia®®: ao material seco, adicio-
na-se 0,6ml de solugdo saturada de KOH e 1,0ml de
etanol absoluto, saponificagdo a 90°C, por 30 minu-
tos e. em seguida resfriamento no-gelo e acidificacdo
com 0,86m! de HCI concentrado. O sal que se formar
é dissolvido em 2,0ml de &gua e a amostra extraida
trés vezes com 5,0mi de n-hexano, para a remocéo de
acidos graxos saturados e insaturados. Esta fase orga-
nica é novamente extraida trés vezes com agua. A fase
aquosa deve ser extraida trés vezes, com mistura de
éter-hexano 1:2 v/v para a remogao de acidos graxos
BF-hidroxilados (Pullman, N., comunica¢do pessoal). A
fase aquosa é desprezada e as fases organicas secas sob
corrente de nitrogénio. Através do método de Metcalf

& Schmitz'®, o material é devidamente metilado, an-

tes de ser identificado por cromatografia em fase

gasosa, a qual é feita em cromatografo equipado com’

detector de ionizacdo de chama. A coluna deverd
conter, como fase estaciondria, 20 partes de dietile-
noglicol-succinato (DEGS) e, como suporte, 80 partes
de cromosorb W; como gés de arraste, foi utilizado
nitrogénio. O cromatograma foi desenvolvido a 170°C.

Resultados

O primeiro teste, feito com o sobrenadante da cul-
tura, para se verificar a presenca de substancia hemo-
lisante, deu os resultados mencionados na Tabela 1.

Verificada a atividade do sobrenadante, proce-
deu-se 3 extracdo do material. O rendimento obtido,
apbs a extragdo, variou de 100 a 300mg de substan-
cia bruta, para dois litros de cultura.

Na Tabela 2 estdo os resultados da hemolise obti-
dos com esse material.

A Figura 1 demonstra a disposi¢do das manchas no
cromatograma em camada delgada preparativa do ma-
terial bruto. A finalidade desta etapa era a eliminacéo
de 4cidos graxo's contaminantes. ;

Apbs a cromatografia, foram determinadas a ativi-
dade hemolitica e a quantidade de aglcar de cada
uma das manchas separadas. Os resultados estdo ex-
pressos nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.

A comparacdo entre os dados obtidos para as véa-
rias manchas forneceu evidéncias quanto a localizacao
do material hemolisante, indicando que o mesmo se
achava concentrado na mancha 1.

Tabela 1
Sobrenadante .'f-grs‘;gf: Suspensdo de hemécias Hemolise Hemoblise

(mi} {mi) (mi} Meio cultivado Meio ndo cultivado

0,25 3,25 0,50 - -

0,50 3,00 0,50 + -

0,75 2,75 0,50 + -

1,00 2,50 0,50 + -

1,50 2,00 0,50 + -

2,00 1,50 0,50 + -

Tabela 2
Hemdlise com o material bruto apds extra¢do do meio de cultura
Tubos Peso da % em peso da Tampéo Fosfato Suspensdo de %
Substéncia (Ug) Substancia {mi) hemdcias (ml) Hemdlise

1 8,6 0,0217 3,5 0,5 A 0,0
2 17,0 0,0425 3,5 0,5 0,0
3 20,4 0,0500 3,5 0,5 2,6
4 25,5 0,0637 3,5 0,5 2,6
5 28,9 0,0722 3.5 0,5 3,2
6 34,0 0,0850 3,5 0,5 5,3
7 37.4 0,0935 3,5 0,5 99,4
8 42,5 0,1062 3,5 0,5 100,0 -
9 — 3,6 0,5
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Tabela 3

Capacidade hemol itica das substancias separadas por cromatografia em camada delgada referidas na Figura 2

Mancha Peso da % em peso da Tampdo Fosfato Suspensdo de %
Substéncia {Ug) Substéncia . {ml) hemécias (ml) Hemblise
1 14,37 0,0376 3.5 0,5 - B
1 19,16 0,0479 3,56 0,5 9,6
1 23,95 0,0598 3,6 0,6 67,7
1 ‘ 28,74 0,0718 3,56 0,5 96,9
1 33,63 0,0838 3,5 0,5 100,0
2 23,70 0,0590 3,5 0,5 0,0
2 47,40 0,1136 3,5 0,5 3,2
2 73,60 0,1840 3,6 0,6 61,2
3 © 24,42 0,0610 3,5 0,6 11,6
3 48,84 0,1221 3,6 0,5 22,5
3 73,26 0,1831 3,6 0,5 34,1
4 25,00 0,0625 3,6 0,5 3,2
4 50,00 0,1250 3,6 0,6 12,9
4 75,00 0,1875 3,6 0,5 14,8
Tabela 4

Dosagem de aglcar nas substancias separadas por cromatografia em camada delgada referidas na Figura 1

Mancha Peso H, O Fenol H,504 A Quantidade de agUcar
{ug) {(ml) {ml) (ml) (490nm) (ug)
1 71,85 0.98 1,0 5,0 0,065 6,933
1 143,70 0,97 1.0 5,0 0,140 14,932
2 71,10 0,98 1,0 5,0 0,000 0,000
2 142,20 0,97 1,0 5,0 0,015 1,599
3 73,26 0,98 1.0 5,0 0,009 0,959
3 146,52 0,97 1,0 5,0 0,008 0,853
4 . 75,00 0,98 1.0 5,0 0,000 0,000
4 150,00 0,97 1,0 5,0 0,017 1,813
Branco - 1,00 1,0 5,0 0,000 —

Deste modo, através de cromatografia em camada
delgada, prosseguiu-se com a purificagdo da man-
cha 1. Os resuitados obtidos, apds a corrida, estdo
representados na Figura 2.

As manchas obtidas nesta segunda cromatografia
em camada delgada foram recromatografadas, com o
mesmo sistema de solventes, até que se apresentassem
puras. Em seguida, foram feitas dosagens da atividade
hemolitica e da quantidade de a¢lcar (Tabelas 5 e 6).

Com o material isolado na mancha 3’, foram
identificados aglicares e 4cidos graxos.

Através de cromatografia em papel, o agucar foi
identificado como ramnose. '

A cromatografia em fase gasosa revelou a presenca
de. uma substdncia com o mesmo tempo de reten¢ao

-que o do 4cido palmitico ou do acido f-hidroxide-

candico {0 tempo de retengdo é igual para esses dois
acidos graxos). Porém, ainda apareceu um pico corres-
pondente ao &cido B-hidroxidodecandico e alguns
muito pequenos, ndo identificdveis com nenhum 4ci-
do graxo.
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Figura 1 — Cromatografia em camada delgada, para a sepa- Figura 2 — Cromatografia em camada delgada, da mancha 1,
ragdo de &cidos graxos contaminantes. Solvente: n-hexa- obtida em cromatogfafia anterior. Solvente: cloroférmio : me-
no : éter dietilico : 4cido acético, 70:30:1, v/v/v. a) Manchas tanol : agua, 75:25:3, v/v/v. a) Meio cultivado. b) Meio sem
obtidas apds a corrida do extrato bruto do meio cultivado. cultivo.

b) Extrato bruto do meio ndo cultivado, cromatografado nas

mesmas condigdes.

Tabela b

Capacidade hemol itica das manchas obtidas por cromatografia em camada deigada (Fig. 2)

Peso % em peso da Tampéo Suspensdo de hemacias %
Mancha A ol
(Lg) Substancia {ml) {ml} . hemélise
1 20 0,0500 3,5 0,5 34,5
1’ 92 0,2300 3,5 0,5 90,3
2 25 0,0625 35 0,5 61,2
2’ a0 0,2250 3,6 0,5 96,9
3 21 .~ 0,0525 3,6 0,5 100,0
3’ 91 0,2275 3,6 0,5 100,0
4 21 0,0525 3,6 0,5 _ 0,0
4’ 96 0,2400 3,5 0,5 0,0
5 25 0,0625 3,5 0,5 0,0
5 100 0,2500 3,5 0,5 : 0,0
Tabela 6
Dosagem de aglcar das substancias separadas por cromatografia em k;amada‘ delgada (Fig. 2)
Mancha Peso H,0 Fenol H,S0, A ‘Quantidade de aglcar
(ug) (mb) {ml) {ml) (490nm) (tg) .
1 80 0,98 1,0 5,0 0,100 11,43
2 75 0,98 1,0 5,0 0,115 13,14
3 136 0,98 1,0 5,0 0,320 36,57
4 96 0,98 1,0 5,0 0,030 3,43
5’ 100 0,98 1,0 5,0 0,020 2,29




6 H.R. Barbosa & col.

Discussdo

Quando nos propusemos a estudar alguns aspectos
de hemolisina de P. aeruginosa, uma das preocupa-
cBes iniciais foi compara-la a hemolisinas de outros
germes, jé& descritas e caracterizadas. Entre as princi-
pais, havia as estreptolisinas O ¢ S, produzidas por
estreptococo hemolitico e caracterizadas como pro-
tefnas®™ 12,

Tomando como base os trabalhos de Berk® e de
Liu!?, iniciamos a purificagdo do produto como se
fosse uma protefna.

Logo, acumularam-se evidéncias descartando a
idéia de que se tratasse de uma molécula proteica.
A manutencdo do material sob diferentes condicOes
de temperatura, a -20°C, 0°C, 23°C, 29°C e 37°C,
por 24 horas, ndo alterava sua atividade. O material
ndo se inativava apos fervura a pH3,0 por 10 minutos.
A crescente insolubilidade, com formacdo de emul-
sdo, 4 medida em que se concentrava o material e,
finalmente, seu tratamento com pronase, por 24 ho-
ras, ndo resultando em perda da atividade hemolitica,
fez com que fosse completamente abandonada a idéia
de se tratar de uma proteina.

Foram, entdo, adotadas técnicas para a extracdo
de lipidios, ap6s as indicacOes praticas sugeridas prin-
cipalmente nos trabalhos de Jarvis & Johnson!® e
Sierra??.

O grande problema que surgiu foi o da atividade
hemolitica que aparecia em extratos do meio de cul-
tura, sem cultivo prévio, devida ao fato de varias
substéncias, como éacidos graxos, serem capazes de li-
sar globulos vermelhos. Substincias desse tipo, conta-
minantes dos ingredientes do meio de cultura, inter-
feriam nos resultados. Para contornar o problema,
passamos a extrair o meio, antes da cultura, com sol-
ventes organicos, a fim de retirar essas substincias.
Paralelamente a extragdo do material produzido pelas
bactérias, foi feita a extragdo, a partir do meio de cul-
tura sem cultivo, para comparagdo.

A metodologia foi alterada, durante a fase experi-
mental, por problemas de contaminagdo de materiais
ou por degradacdo de substancias. A sflica gel G, por
exemplo, apresentava contaminantes que eram extrai-
dos com os solventes organicos, utilizados no método,
e os-vapores de iodo, utilizados como reveladores das
manchas cromatografadas, degradavam-nas. As dificul-
dades foram contornadas pela utilizagdo de silica gel
GF-2b4, revelando-se o material por fluorescéncia em
luz ultra-violeta.

A cromatografia em camada delgada iniciava o pro-
cesso de purificacdo. O sistema de solventes usado
era proprio para separar acidos graxos de glicolipi-
dios, os quais permaneciam na base de aplicagdo. A
recuperacdo do material separado apresentou rendi-
mento de 50%.

Pelas analises dos resultados, é possivel verificar

gque toda a atividade hemolitica devida a hemolisina
se concentrava na mancha 1. Acreditamos que a ati-
vidade da mancha 2 era devida a uma contaminacdo
pela mancha 1, uma vez que ambas se localizavam
muito préximas no cromatograma.

Isolada a mancha 1, o material nela contido era
separado por cromatografia em camada delgada, uti-
lizando-se outro sistema de solventes, proprio para a
separacgao de glicolipidios.

As manchas 1’ e 2', apds re-purificagdo, se mos-
traram inativas. As manchas 4’ e 5’ ndo lisavam glo-
bulos vermelhos. Restava a mancha 3’, que era real-
mente ativa. Procedeu-se a re-purificacdo desse mate-
rial, cuja identificagcdo parcial revelou a presenca do
aclcar ramnose, em todas as fases de purificagio.

A analise de acidos graxos demonstrou a existén-
cia de um pico principal, cujo tempo de retencao era
igual ao do 4cido B-hidroxidecandico e do acido pal-
mitico, e um secundario, correspondendo ao pico do
dcido B-hidroxidodecanbico e alguns picos pequenos
gue nao puderam ser identificados. Apesar de ter sido
utilizado método que separaria dcidos graxos satu-
rados e insaturados de acidos graxos §-hidroxilados,
obteve-se grafico igual para as duas fases. Provavel-
mente, a pequena quantidade de material obtido apods
a hidrolise e metilagdo facilitou a contaminagdo cru-
zada durante a extracdo.

Toda a metodologia para extragdo, purificacdo e
identificacdo empregada para o meio onde as bacté-
rias haviam sido cultivadas, também o foi para o mes-
mo meio, sem cultivo prévio. Este apresentava baixa
atividade hemolitica, quando concentrado, mesmo
apos a extracéo'prévia com cloroférmio-metanol. A
analise de aglicares em varias fases da purificagdo ndo
revelou a presenca de ramnose. Quanto aos acidos
graxos, a cromatografia a gas revelou a presenga de
varios picos de pequenas dimensdes, tendo dois deles
apresentado tempos de retencdo iguais, respectiva-
mente, ao do &cido palmitico ou do §-hidroxidecandi-
co e outro do f-hidroxidodecandbico.

Assim, apesar da extragdo prévia, uma pequena
atividade litica ainda permanecia apds a concentragao
do meio devido a presenca de alguns acidos graxos,
conforme tivemos oportunidade de verificar, tem
aprecidvel capacidade de lisar gldébulos vermelhos.

Os mesmos 4acidos graxos foram encontrados fa-
zendo parte integrante da molécula de hemolisina,
associados a ramnose. A diferenca na quantidade pre-
sente no extrato da cultura e no meio ndo semeado
mostra que a hemolisina ndo é formada por incorpo-
racdo de material e sim por sintese a partir dos nu-
trientes oferecidos ao germe.

Por outro lado, como ndo é possivel pelo exame
do cromatograma distinguir entre o pico formado pe-
lo 4cido palmitico e pelo 4cido f-hidroxidecandico,
poder-se-ia supor gue os acidos presentes no meio ndo
cultivado ou extrato da cultura fossem diversos.
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Indicadores de contaminagdo bacteriana em louca de bares
e restaurantes mantida em banho de agua quente®

Alexandre 'Adler'Pereira, Jodo Ramos Costa Andrade,
Antonio Augusto F. Quadra®*, Elza F. de Oliveira & Italo Suassuna

Resumo

Ocorréncia de bactérias de origem fecal e cutdneo-mucosa em xicaras de café, como modelo experi-
mental para a avaliagdo da presenga de germes contaminantes em utensilios submetidos a aquecimen-
to em locais pablicos de alimentagdio. Em duas RegiSes Administrativas do Rio de Janeiro, diversas
em seus padrdes sociais, econdmicos e culturais, foram examinadas x(icaras provenientes de 96 bares
e restaurantes, no sentido de se determinar a presenca de diversas espécies de Enterobacteriaceae,
Staphy_/ococcus e, entre Streptococcus, do grupo enterococo. No total, 78% dos bares foram positi-
vos para 0s organismos em estudo, numa regido, e 52%, na outra. Igualmente, a distribuicdo dos acha-
dos diferiu nas duas dreas. As amostras isoladas de Staphylococcus aureus, Klebsiella e enterococo
mostraram termo-resisténcia comparével a 65°C e, ao lado das demais estirpes estudadas, adequaram-se
ao objetivo da investigacdo. As técnicas utilizadas foram suficientemente simples e adaptéveis a mé-
todos quantitativos. Finalmente, concluiu-se pela necessidade de obtengdo de maiores informacGes
sobre a distribuicdo da tribo Klebsielleae na microbiota, sendo questiondvel sua inclusdo apenas como
indicador de origem fecal.

Summary

Bacterial indicators of contamination from dishware exposed to heated baths in bars and restaurants

The presence of bacteria from fecal and mucous-cutaneous origin was investigated in demitasses for
drinking coffee as an experimental model for evaluation of bacterial contamination in dishware, usually
kept in hot or warm baths in public eating places. In two urban districts of Rio de Janeiro differing
in their social, economical and cultural backgrounds, demitasses from 96 bars and restaurants were
swabbed and the several species of Enterobacteriaceae and Staphylococcus, besides the enterococcus
group, were investigated. In the overall 78 percent positive resuits for the searched organisms were
found in one district and 52 percent in the other. The distribution of findings also varied in both
areas. Isolated strains of Staphylococcus aureus, Klebsiella and enterococcus showed comparable heat-
-resistence at B65°C, and with the other bacterial strains studied, they seem adequate for the purpose.
The techniques for investigating their presence were sufficiently simples and easy to adapt to quanti-
tative methods. Finally, it was concluded that additional data on the distribution of the Klebsiella
and Enterobacter organisms are needed, and that the interpretation of their finding as sole indicator for a
fecal origin is questionable.

Introducao

A possibilidade de transmissdo de agentes infec-
ciosos, através da contaminacio de utensilios relacio-
nados com a alimentagdo, é reconhecida nos textos
de regulamentos e na legislacdo especifica sobre o
assunto” 20, sendo consideradas como possibilida-
‘des principais como origem destes agentes, o trato
aéreo superior, 0 revestimento cutineo-mucoso e o
meio intestinal'l-12,

E freqlientemente dificil, no entanto, dissociar a
contaminacdo veiculada pelos alimentos, daquela de-
vida & manipulagdo e falta de higiene adequada no
cuidado com utensflios ou vasilhames, que melhor
refletiriam os padrdes sanitarios dos proprios estabe-
lecimentos dotados de servigos de alimentag3o.

As técnicas destinadas a avaliar o padrdo de higie-
ne de utensilios valem-se da revelagdo de microrga-
nismos indicadores de contaminacdo fecal em agua
LIL12 o da investigagio de patogénicos especifi-

* Trabalho do Servigo de Microbiologia e Imunologia, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado da
Guanabara, realizado com auxilio parcial do CNPq, protocolo 1724 e, apresentado na GIAM IV — Quarta Confe-
réncia Internacional sobre os impactos Globais da Microbiologia Aplicada, Sdo Paulo 23 — 28 de Julho de 1 973.

** Instituto de Medicina Social, Universidade do Estado da Guanabara.
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cos>® 11 Quando os utensilios sdo submetidos ao

aquecimento, introduz-se um fator de alteracdo dos
padrdes admitidos, na medida em que a resisténcia
dos microrganismos & acdo lesiva da temperatura é
varidvel, podendo um germe indicador mostrar-se
mais sensivel do que agentes patogénicos importan-
tes**?7, A escolha, como indicadores, de organismos
termoduricos®, os quais podem sobreviver a tempera-
turas letais para outros germes, seria de maior signi-
ficacdo nesse sentido. .

O hébito de se beber café em pequenas xicaras,
amplamente difundido entre a populagdo brasileira,
particularmente nos centros urbanos, parece oferecer
condi¢des excepcionais para o estudo do problema,
devido as seguintes caracterfsticas relacionadas com
o alimento (bebida) ou com o recipiente em que é
servido: a) o. alimento apresenta-se provavelmen-

te estéril, pela fervura, relativamente prolongada &

que é submetido nos percoladores ou maquinas em
que se prepara a infusdo; b) exceto pela adicdo pos-
terior de aglcar, o valor nutritivo do café, como be-
bida, é reduzido para entreter a multiplicacdo de
microrganismos, sendo consumido em temperaturas
ainda relativamente elevadas; ¢) a xicara é habitual-
mente submetida a lavagem manual e imersa em ba-
nho maria, em condicOes presumivelmente variaveis
de tempo e de temperatura, de acordo com a deman-
da dos consumidores;: d) a mesma xicara ¢ usada
numerosas vezes por dia, levada a boca de diferentes
consumidores, e sendo manipulada apenas por estes
e pelos empregados do estabelecimento.
Considerados como possiveis indicadores bacteria-
nos para avaliagdo, foram escolhidos os germes co-
liformes, classicamente utilizados na determinacdo de
fndices de poluicio fecal? e os enterococos de igual
significado”, com a vantageim dos Gltimos terem sido
p'ropostos no sentido de se avaliar contaminacdo me-
nos recente que a evidenciada pelos coliformes??, e
de admitir-se serem mais resistentes ao aquecimento
que os germes Gram negativos entéricos'®. Outrossim,
foi investigada a presenca das espécies de Staphylo-
coccus, pela sua ocorréncia predominante na pele e
nas mucosas, destacadamente no couro cabeludo, na-
rinas e trato aéreo superior, como revisto por Rose-
bury?®, Marples?® e Klingman®®, sendo também des-

tacada sua relativa termo-resisténcia®.

Material e Métodos

Area de estudo — A investigacdo foi feita em duas
Regides Administrativas da Cidade do Rio de Janeiro,
correspondentes & IV (Botafogo) e a IX (Vila Isabel).
Em Vila Isabel, uma lista de estabelecimentos desti-
nados a alimentagdo plblica, incluindo bares, cafés
e restaurantes, foi obtida e utilizada segundo técnica
sistemética de sorteio de amostras®?, correspondendo
a um entre cada oito estabelecimentos constantes da

lista, atingindo-se o total de 44. Em Botafogo, uma
lista semelhante ndo pode ser obtida. A regido foi
conseqiientemente dividida em cinco zonas, de acor-
do com os poélos comerciais de maior importancia.
Em cada uma dessas zonas, foram examinados dez
estabelecimentos, tomando-se em consideracdo sua
melhor dispersdo, como avaliada pela projecdo do
mapa da éarea considerada, atingindo-se assim a 50
bares ou cafés examinados.

Coleta dos espécimes — Em cada estabelecimento,
foi utilizada uma xicara, solicitada por um dos auto-
res', sendo passado um ‘‘swab’’ estéril, de algodio,
no fundo, parede interna do recipiente, e borda su-
perior interna, no horério entre 15 e 17 horas. O
“swab” foi imediatamente colocado em 3 mililitros
de caldo extrato de carne e levedura glicosado, pre-
parado de acordo com Cowan & Steel!3:

extrato de levedura. . ....... 3,0¢;
extratodecarne........... 10,0 g;
peptona . ............... 10,0 g;
glicose ................. 1,0g;
cloretodesodio........... 50g;
agua destilada, gq.s. .. ....... 1 000,0 ml.

Apods incubagdo por 24 horas, o crescimento ob-
tido foi analisado por semeadura em &gar-eosina-azut
de metileno (E.M.B. Agar), para o isolamento de ger-
mes coliformes, e em &gar com 6,5% de cloreto de
s0dio, para o isolamento de estafilococos e entero-
cocos!®? n3o se verificando, no ultimo meio, o
crescimento de germes Gram negativos, outros estre-
ptococos e micrococos®®.

O meio hipercloretado, para isolamento de cocos
Gram positivos, obedeceu a mesma composicdo do
caldo extrato de carne e levedura glicosado, antes
referido, com uma concentragio de 6,5% de cloreto
de sddio e a inclusdo de 1% de 4gar.

Identificagéo de microrganismos indicadores — Os

enterococos foram reconhecidos por sua morfologia
colonial e microscopica {coloracdo de Gram), resis-
téncia a 6,5% de cloreto de sodio e prova da catala-
se. Os estafilococos foram submetidos as mesmas pro-
vas e distinguidas as espécies pelos testes de coagu-
lase (livre e ligada), fermentagdo de manitol e pro-
ducdo de pigmento® 23,

A diferenciagdo de coliformes foi realizada de
acordo com os métodos anteriormente descritos>!,
seguindo-se os esquemas propostos por Edwards &
Ewing®®.

Indice colimétrico- — Foram realizados de acordo
com os métodos da ““American Public Health Associ-
ation"?, oficializados para o Brasil'®,

Provas de resisténcia ao calor — Os germes testados
foram cultivados em caldo nutritivo durante 24 ho-
ras. O crescimento de cocos Gram positivos foi uti-
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lizado como tal, e o de bactérias Gram negativa pa-
dronizado para turvacdo equivalente ao nimero 2 da
Escala de MacFarland. Um indculo, correspondente a
aproximadamente 3 X 10° células por mililitro, em
2ml de solugdo salina isotdnica, foi submetido ao
aquecimento em banho maria, durante 10 minutos,
a temperaturas entre 50 e 70°C, a intervalos de 5°C.
Apds o aquecimento, foi transferida uma alga da
suspensdo, para caldo glicosado, incubando-se a 37°C
e observando-se o crescimento até 48 horas.

Resultados

As duas regides administrativas estudadas corres-
pondem a &reas urbanas que divergem em suas estru-
turas de ordem social, cultural e econdmica, as quais,
aparentemente, se relacionam a niveis mais elevados
no bhairro de Botafogo.

-Os resultados globais do encontro de microrganis-
mos indicadores pesquisados, estdo expressos na Ta-
bela 1, a qual demonstra percentagem mais elevada
de achados para o bairro de Botafogo. Considerando,
porém, a natureza dos germes encontrados, verifica-
-se de acordo com a Tabela 2, que os estafilococos
foram duas vezes mais freqlientes em Botafogo que
em Vila Isabel, o que ocorreu igualmente com os
germes coliformes, ao contrario, nesse Gitimo caso,
do outro indicador de poluicao fecal, os enterococos,
que foram quatro vezes mais freglientes em Vila
isabel.

Em Botafogo, a maior freqiiéncia de Staphylo-
coccus, deveu-se a Staph. epidermidis, tipico repre-
sentante do revestimento cutdneo-mucosos®> 5, que
foi trés vezes mais freqliente que em Vila Isabel. O
mesmo ndo ocorreu com Staph. aureus, cuja frequién-
cia foi idéntica nas duas areas e que, embora ubi-
quitario?®, tem seu nicho ecoldgico mais constante
nas fossas nasais?®.

Considerando a diferenciagdo de germes colifor-
mes, de acordo com a Tabela 4 verifica-se que sua
maior freqliiéncia em Botafogo deveu-se essencialmen-

te a espécies de Klebsiella e Enterobacter, quase 1rés
vezes mais freqUéntes naquela regio administrativa,
ao contrario de Escherichia coli, que foi quatro vezes
mais freqliénte em Vila Isabel, o que coincide com o
encontro de enterococos, também de maior freqién-
cia em Vila lsabel (Tabela 2).

Voltando as espécies de Klebsiella e Enterobacter,
cuja distribuicdo revela-se equivalente no bairro de
Botafogo (Tabela B) para Klebsiella pneumoniae e
as espécies de Enterobacter, pode ser dito gue, em-
bora tenha sido assinalada, com certa freqliéncia,
na pele e no trato respiratorio®® 3%, sua distribuigdo
e identificacdo, no revestimento cutaneo-mucoso do
homem, é ainda largamente ignorada. A fregliéncia
relativa das espécies de Enterobacter, discriminadas
na Tabela 5, corresponde, outrossim, & sua distri-

Tabela 1

Freqliéncia de isolamentos de bactérias indicadoras de conta-
minagdo em xfcaras de café em duas regiSes administrativas
da cidade do Rio de Janeiro.

Regido Namero de Resultados
administrativa bares examinados positivos
Botafogo 50 39 (78%)
Vila lIsabel 44 23 (52%)
TOTAL 94 62 (66%)

Tabela 2

Distribui¢do dos resultados positivos de acordo com o gru-

* po de bactérias indicadoras de contaminagdo.

Regido administrativa

Microrganismos Total de
isolados Botafogo  Vila Isabel bares positivos
Coliformes 23 (46%) 10 (23%) 33 (35%)
Enterococos 4 (8%) 16 {36%) 20 (21%)
Estafilococos 25 (60%) 12 (27%) 37 (39%)
Tabela 3

ldentificagdo das espécies de Staphylococcus encontrados
como contaminantes em xfcaras de café.

Regido administrativa Total de

Identificagdo

Botafogo Vila Isabel bares positivos
Staph. epidermidis 21 (42%) 6 (14%) 27 (29%)
Staph. aureus 8 (16%) 7 {16%) 15 (15%)

Tabela 4

Identificagdo dos germes coliformes encontrados como con-
taminantes em Xlicaras de café

Total de
bares positivos

Regido administrativa

Identificagdo Botafoge Vila lsabel

Escherichia coli 1 {2%) 4 (9%) 5 (5%)

Klebsiella — Enterobacter 23 (46%) 7 (16%) 30 (32%)

Citrobacter freundii 0 1 (2%} 1 {1%)
Tabela b

Espécies de coliformes da tribo Klebsielleae isolados como
contaminantes de xfcaras de café na regifo administrativa de
Botafogo

Freqiiéncia em relacdo a

Espécies Estirpes isoladas Bares pcsitivos
Klebsiella pneumoniae 14 (47%) 12 (67%)
Enterobacter cloacae 13 (43%) 11 (61%)
Enterobacter aerogenes 2 (7%) 2{11%)
Enterobacter liquefasciens 1(3%) 1 {6%)
TOTAIS 30 {100%) 18 (100%)
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buicdo relativa em materiais das mais variadas ori-
gens'”,

Como comentado na introdugdo, a exposicao das
xfcaras a um banho de &gua aquecida, antes de se-
rem utilizadas, poderia condicionar a selecdo de uma
ou outra espécie entre as bactérias investigadas, da-
da a admissfvel variabilidade de resisténcia ao tempo
e temperaturas utilizados, em si mesmos submetidos
a muitas flutuactes nas condicBes de uso. A Tabela 6
mostra a termo-resisténcia de uma parte das estirpes
isoladas, aparecendo Staph. aureus, provavelmente,
como a espécie dotada de maior resisténcia nesse
particular e Enterobacter sp. e Staph. epidermidis
como, aparentemente, as mais sensiveis, embora de
encontro relativamente freqliente. Todavia, ao nivel
de 65°C, ndo houve diferenca essencial entre Staph.
aureus, enterococos e Klebsiella sp. o que, com cer-
ta probabilidade, ndo justifica as diferengas de distri-
buicdo entre esses grupos bacterianos. Curiosamente,
ndo se pode salientar, em termos comparativos, 0s
enterococos isolados como particularmente termo-
-resistentes.

Afinal, tendo em conta as diferengas de distribui-
¢lo entre os microrganismos indicadores pesquisados,
a Tabela 7 mostra que raramente houve associacdo
entre Klebsiella e Enterobacter e 0s enterococos, pa-
recendo mais provével a associacdo destes Gltimos
com Escherichia, sendo a conclusdo prejudicada pe-
la pequena freqliéncia com-que Escherichia foi en-
contrada.

Em 10 oportunidades, a agua de abastecimento
dos estabelecimentos estudados, em Botafogo, foi di-
retamente colhida das torneiras e investigada a pre-
senca de germes coliformes, sendo os resultados ne-
gativos em todos os casos.

Discussdo

Os achados de enterococos e Escherichia coli pa-
recem harmonizar-se. A natureza termoddrica dos
enterococos é freqlientemente apontada® . Belui et
col.5, testando grande nimero de estirpes de ente-
rococos, obtiveram multiplicagdo da quase totalida-
de a 50°C e comprovaram sua resisténcia & tem-
peratura de 60°C durante 30 minutos. Para Escheri-
chia coli, Carpenter® indica a temperatura de 47°C
como limite para sobrevivéncia. No entanto, Suas-
suna & Suassuna®® mostraram que, de 18 amostras

de Escherichia coli, apenas uma deixou de crescer a’

45°C. A menor resisténcia dessa espécie é, entretan-
to, admissivel. Aponta-se que, como contaminantes
de aguas, os enterococos persistem por maior tempo
que Escherichia coli** e, igualmente, tem sido obser-
vada sua maior resisténcia ao cloro, em 4guas de
piscinas”, estando, esse desinfectante, obviamente
presente na agua de abastecimento urbano. Tais da-

Tabela 6

- Termo:resisténcia de microrganismos indicadores isolados

Sobrevivéncia apés 10 minutos de

Grupo
bacteriano exposicdo em solucgdo salina
50C  B5C  60C

65C 70C

0 1
S. epidermis Nt 25 25 23 15 5

% {100) (100) (92) (60) (20} (4}
s N 8 .8 8 7 4 2
- aureus % (100 (1000 (100} (89) (50} (25)
. NS 6 6 6 4 3 0
nterococcus o (4o)  (100)  (100) (75) (50}  —
) NO 4 14 14 13 8 1
Kiabsiella % (1000 (1000 (100} (93) (57} (7)
entorobacter T 16 16 6 14 2 0
nterobacter o (1000 (100) (100). (88) (13} —

. ,
-E. coli ’:l/ ! ! ! ! . ! 0
0 - _ _ -

Tabela 7

Fregliéncia e associagdo de bactérias
indicadoras de origem fecal

Regifio administrativa

Grupos encontrados Total

Botafogo  Vita lsabel
E. coli, apenas 1 2 3
E. coli + Enterococcus - 2 2
Klebsiella - Enterobacter, apenas 22 ] 27
Klebsiella ~ Enterobacter + Enterococcus 1 2 3
Enterococcus, apenas 3 12 15

Klebsiella ~ Enterococcus = Klebsiella e ou/Enterococcus

dos parecem justificar o isolamento, quatro vezes
maior, de enterococos que de Escherichia coli.

Confirma-se ainda a termo-resisténcia de Staphy-
lococcus, caracteristica particularmente acentuada em
Staph. aureus, cujo limite de sobrevivéncia foi assi-
nalado variar em uma faixa entre 565 e 70°C3.

Menos clara é a justificativa da ocorréncia de Kle-
bsiella e Enterobacter {Tribo Klebsielleae) em Bota-
fogo, onde foi menos freqlente a verificagdo de ente-
rococos e Escherichia coli, & maior o encontro de
Staph. epidermidis, de provavel origem cutanea. Esses
dados permitem algumas hipOteses para a sua justi-
ficacdo. Uma consideragdo inicial admitiria que a
tribo Klebsielleae divergisse dos outros grupos pesqui-
sados quanto 3 sua resisténcia ao calor. Isto pare-
ce afastado pelos dados apresentados sobre a termo- ‘
-resisténcia comparativa das estirpes isoladas. Também
foi excluida sua presenga como contaminante original
da agua de abastecimento, nos estabelecimentos in-
vestigados.

Uma seg[mdé hipdtese admite que o crescimento
prévio em caldo, como processo de enrigquecimento,



12

tenha estimulado, seletivamente, o crescimento de
Klebsielleae, em detrimento de outras espécies. Seria
necessario justificar, nesse casn, stia auséneia na regido
administrativa de Vila lsabel. Todavia, Hajna &
Perry?! referem-se ao antagonismo existente entre
Escherichia e enterococos em culturas mistas, sendo
dominante o Gram negativo, abrindo a possibilidade
de que o mesmo possa ocorrer entre K/ebsielleae e
enterococos. Blank®, no entanto, aponta evidéncias
na literatura que admite o antagonismo inverso de
germes Gram positivos sobre germes Gram negativos
em regides Umidas da pele. Os presentes dados ndo
permitem esclarecimentos adicionais.

Como terceira hipdtese admissivel é que a presen-
ca de Klebsielleae ndo seja apenas a expressdo de
contaminagdo fecal, o gue se harmonizaria com a
freqUéncia relativa dos outros indicadores nas duas
dreas estudadas. Revendo a literatura, Rosebury?®®
assinala uma freqUéncia de 4,2% de Escherichia coli
e de b2% de Klebsiella aerogenes na boca e saliva.
Shehadeh & Klingman®? referem 22% de isolamen-
to de Aerobacter a partir da axila. Finalmente, uma

A.A. Pereira & col.

definida predominénéia de estirpes isoladas da boca,
ouvido, cavidade nasal, escarro e outras secrecoes
e exsudatos respiratorios encontra-se nas 1 758 amos-
tras de Klebsielleae estudadas por Fife, Ewing &
Davies!?, exceto para Enterobacter alvei (E. hafniae)
ndo encontrada no presente estudo. As amostras de
origem fecal correspondem a menos de 10% nas in-
vestigacBes daqueles autores, embora ndo se possa
excluir uma certa seletividade do conjunto.

Em conclusdo, admite-se: a) gue os microrganis-
mos indicadores utilizados parecem adequados ao pro-
pbsito visado; b} que a técnica utilizada é suficiente-
mente simples e pode ser facilmente adaptada a inves-
tigacOes quantitativas, mais adequadas 3 avaliacdo
das condicOes higiénicas dos utensilios, na indepen-
déncia da contaminacdo veiculada pelos proprios ali-
mentos; ¢) que estudos ecoldgicos concernentes, so-
bretudo a distribuicdo da tribo Klebsielleae na mi-
crobiota humana, sdo necessarios para esclarecer a
sua origem, sendo provavelmente questionével, nesse
sentido, sua inclusdo, unicamente, como indicador
de contaminagdo fecal.
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Distribuicdo de fatores de resisténcia entre culturas de
Escherichia coli isoladas do ceco de bovinos

Mabel Hanna Vance™ & Marcelo Magalhies* *

Resumo

De 166 culturas de Escherichia coli isoladas do ceco de bovinos, apenas 4 apresentaram-se resistentes a
droga e destas, 2 foram capazes de auto-transferéncia. Por outro lado, de 162 amostras susceptiveis,

10 {6,2%) transportavam FTRs.

Summary

Distribution of resistance factors among Escherichia coli from bovines
. s

Out of 166 cultures of Escherichia coli recovered from the .caecum of bovines, only four showed drug-
-resistance. Among these, two were able of self-transfer. Of the 162 susceptible strains, 10 (6.2%)

- carried RTFs.

O emprego abusivo de antibi6ticos, na profilaxia
e tratamento de infecgBes veterindrias, vem propor-
~ cionando uma progressiva selecdo de fatores de resis-
~téncia (fatores R) entre as enterobactérias de ani-
mais. Esses microrganismos, atingindo o tracto diges-
tivo humano, eventualmente transferem seus fatores
R as bactérias residentes, contribuindo, desse modo,
para o agravamento do problema da resisténcia a
drogas, em medicina humana (Anderson, E.S., Ann.
Rev. Microbiol. 22-131-180, 1968).

Neste trabalho, é reportada a distribuicdo de fato-
res R e de fatores de transferéncia de resisténcia
(FTR)} entre linhagens de Escherichia coli, isoladas do
ceco de bovinos, com o intuito de avaliar suas poten-
cialidades como fonte de fatores R, na cidade de
Recife, Pe.

Cento e sessenta e seis culturas de F. cof/, isoladas
do ceco de bovinos, abatidos no Matadouro Muni-
cipal de Recife, foram submetidas ao antibiograma
pelo método das diluices em meio sélido. As cultu-

ras resistentes foram cruzadas com a E. coli K12F~

Rif" com o propdsito de verificar a transferibilidade
de sua resisténcia. Por outro lado, nas’ culturas sus-
ceptiveis, pesquisou-se a presenca de FTR pela técni-
ca dos cruzamentos triplices que envolve, como

* Bolsista do CNPq.

doadora-feceptora intermediéria, a amostra de £. coli
K12S8Su, portadora de resisténcia plasmidial, nio
auto-transferivel, & estreptomicina e sulfas {Anderson,
E.S. & Lewis, M. J., Nature (London) 208:843- 849,
1965).

Das 166 culturas examinadas, apenas quatro
(2,4%) apresentaram-se resistentes: uma & tetraciclina,
uma & estreptomicina e sulfa e as duas restantes a
furazalidona. As duas primeiras culturas transferiram
seus determinantes de resisténcia para £. coli K12,
enquanto a resisténcia a furazolidona ndo foi passfvel
de mobilizagdo. Por outro lado, das 162 culturas
susceptiveis, 10 (6,2%) transportavam FTR, isto &,
foram capazes de mobilizar os determinantes SSu de
E. coli K128Su" para E. coli K12Rif". As caracteristi-
cas dos FTR isolados sdo mostradas na Tabela 1.

Os resultados obtidos mostram que a freqliéncia
de linhagens resistentes de E. coli é extremamente
baixa nos bovinos de corte de Recife. Conseqiiente-
mente, é improvdvel sua participacdo como fonte de
determinantes de resisténcia para as enterobactérias
do homem, nessa cidade. Isso, certamente, se deve ao
fato de gue os rebanhos destinados ao abate sdo
mesticos zebuinos, criados em regime extensivo, sem

¥* Microbiologia. Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Caixa Postal 2071, 50.000

Recife, PE.
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qualquer assisténcia veterindria e uso terapéutico ou
profilatico de antibidticos. Provavelmente, a diferenca
de regimes de criagdo e uso de drogas explicaria o
elevado indice de resisténcia encontrado entre cultu-
ras de E. coli em bovinos de Sdo Paulo (Moreno, G.,
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 32:63-68, 1972).

Por outro lado, uma fragdo razodvel das culturas
susceptiveis transportam FTR, o que possibilitard a
transferéncia de resisténcias, eventualmente selecio-
nadas, pelo emprego abusivo de drogas antimicro-
bianas.

15
Tabela 1
Caracterf(sticas de FTRs isolados de E. coli de bovinos
NO Restrigdo Restricdo Inibigédo
de do Fago ,u2 do Fago ,u2 da
FTRs na K12F~ na K12Hfr H + Fertilidade
4 - - Fi;
3 - + Fi
2 + + Fit
1 + - Fi~
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Modificacdo do agar verde brilhante modificado para o
isolamento de salmonelas fermentadoras de lactose

Marcelo Magalhdes * & Adelma Véras™

Resumo

A substituicdo da lactose pela rafinose, no agar verde brilhante, foi feita com o objetivo de facilitar a

deteccdo de variantes lactose-positivas de Sa/monella.

Summary

Modification of brilliant green agar for detecting lactose-positive salmonellae,

The replacement of lactose by raffinose in brilliant green agar was done to avoid missing lactose-positive

variants of Sa/monella.

Introdugdo

Recentemente, observou-se que 52,1% das cultu-
ras deSalmonella typhimurium, isoladas em S3o Paulo,
atacavam rapidamente a lactose nos meios cléssicos
de isolamento (Pess6a, G.V.A. — Rev. Inst. Adolfo
Lutz, 33:13-28, 1973). Essas culturas somente nio
passaram desapercebidas devido ao emprego sisteméti-
co de um meio de identificagdo presuntiva desprovido
daquele carboidrato (Rugai, E. & Aradjo, A. — Rev.
Inst. Adolfo Lutz, 28:79-83, 1968). A natureza plas-
midial do fator Lac foi demonstrada e verificou-se,
adicionalmente, que 10% das amostras de S, oranien-
burg, isoladas naquela cidade, também fermentavam
a lactose (Le Minor, L. & col. — Ann. Microbiol.
{Inst. Pasteur), 125A:261-285, 1974). Esses fatos mos-
tram a necessidade de eliminar a lactose dos meios
seletivos preconizados para o isolamento de salmo-
nellas. No presente trabalho, avalia-se a substituicdo
daquele dissacarideo pela rafinose, no agar verde bri-
lhante, com o propdsito de superar as dificuldades
inerentes ao isolamento de espécies ou de variantes
lactose-positivas, pertencentes ao génerc Sa/monella,
em meios seletivos lactosados.

No preparo do meio utilizou-se, como base, o dgar
soja tripticase (Tryptic soy agar, Difco) ao qual se adi-
cionou, para 1000ml, sacarose 10g, rafinose 10g, ver-
de brilhante 0,0125g e vermelho feno! 0,08g. Nio

houve necessidade de ajustamento do pH.

Cinco culturas de S. typhimurium lactose-positivas,
isoladas em Sdo Paulo e cedidas pelo Dr. Gil Pessda,
foram usadas para contaminacio artificial de amos-
tras fecais, com a finalidade de simular as condicBes
rotineiras de isolamento de enterobactérias. Avaliou-se,
ainda, o desempenho do meio modificado, com refe-
réncia a exclusdo de Citrobacter, comparando-o com
a férmula lactosada, frente a 300 coprocultivos.

"Todos os espécimes, contaminados artificialmente,
forneceram colbnias tipicas do género Salmonella no
meio modificado. isso ndo ocorreu no meio original,
onde aquelas colénias foram indistinguiveis das de
outros organismos fermentadores rapidos da lactose.
Por outro lado, como seria de esperar, desde que o
nimero de amostras de Citrobacter fermentadoras da
lactose foi superior aquele que ataca a rafinose, o meio
original mostrou-se mais eficiente para a eliminacdo
desse microorganismo. (Tabela 1), Entretanto, essa
desvantagem foi largamente recompensada pelo ficil
reconhecimento das colGnias suspeitas de salmonelas,
fermentadoras ou ndo da lactose, no meio modificado.
A impossibilidade de distinguir, com seguranca, as co-
I6nias lactose-positivas de Sa/monel/a, no meio cldssi-
co, obrigava a repicagem sistemdatica de grande nGme-
ro de coldnias, para os meios de identificacdo presun-
tiva, ao pretender-se evitar os falsos resultados negati-
vos no diagnostico bacterioldgico das gastrenterites.

* Disciplina de Microbiologia, Faculdade de Medicina, Cidade Universitéria, 50000 Recife, Brasil.
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Tabela 1

Comparago entre os meios agar verde brilhante contendo lactose ou rafinose no
isolamento de Salmonelta de 305 espécimes fecais enriquecidos em tetrationato.

Verde brilhante Placas? Salmon. Salmon. Citrob. Proteus Pseudom.
suspeitas lag* lac~
Lactose 31 0 14 5 1 11
Rafinose 43 5* 14 12 1 11

* 5 culturas de S. typhimurium lac + adicionados artificialmente.
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The bacteriology of fruit juices
J. G. Carr*®
'Summary

The bacteria able to proliferate in fruit juices are restricted to a few groups of acid-tolerant ones that are
to be found in the following genera: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Acetobactef, Acetomonas
and Zymomonas. Apart from these major groups, there are others, less acid tolerant, that appear in juices
of higher pH. These bacteria are described herein together with methods for their isolation, identification
and ‘prevention in the processing plants and finished products.

Resumo

Bacteriologia de sucos de fruta

Descrigdo das bactérias capazes de proliferar em sucos de fruta e dos métodos de isolamento, identificacdo
e da prevencdo nas usinas de processamento e acabamento de produtos. As bactérias do grupo estdo res-
tritas a poucos 4cido-tolerantes e podem ser encontradas nos seguintes géneros: Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Acetobacter, Acetomonas e Zymomonas. Além dos principais grupos citados,
hé outros, menos 4cido-tolerantes, que aparecem em sucos de pH mais elevado. O problema assume aspec-
tos relevantes, considerando-se o aumento de consumo de sucos vegetais em todo o mundo e o vasto po-
tencial do Brasil para atividades industriais e agricolas para consumo interno ou para exportagdo. A
bacteriologia de sucos vegetais é aspecto importante da tecnologia industrial que envolve operagdes de

extragdo, manipulagdo e armazenamento de frutas.

Introduction

In the Americas and Western Europe the habit of ‘
consuming fruit juices is growing, first because they
are pleasant and refreshing, secondly because they
provide a source of ascorbic acid, and thirdly because
in some European countries, notably Switzerland and
Germany, their production has been encouraged to
counter the making of fermented beverages. In a
country such as Brazil, with its vast potential for in-
dustrial and agricuitural activities, it is inevitable that
increasing areas of land will be devoted to fruit
growing and this in turn leads to processing and ex-
porting of a variety of fruit juices. Such operations
as extracting, handling and storing fruit juices lead to
a number of technological problems, not the least of
which are microbiological in nature. Perhaps the most
common microbiological change for a juice to un-
dergo is that of alcoholic fermentation and because
of the ubiquity of yeasts prevention of their grthh
is a major problem. It is, however, intended to deal
with these micro-organisms in a separate. paper.

Bacteria found in fruit juices are restricted to:

those that are tolerant of high acid conditions. Since
most fruit juices fall between pH 3.0 - 4.0 it can be
seen that only the most acid tolerant may be found
in this situation. This is fortunate for the consumer
for if a bacterium pathogenic to humans were inad-
vertently to get into a fruit juice its life would be
short and its chances of causing disease very remote
indeed. There are perhaps a couple of exceptions to
this, namely, pear and tomato juice, which will be
mentioned later.

The processor is perhaps somewhat less fortunate
than the consumer for it is those bacteria able to
cause adverse changes in appearance, flavour, aroma
and texture of the juices that will cause problems
which could lead to severe financial losses. The bac-
teria most likely to be found in such conditions of
disorder belong to the following genera: Acetobacter,
Acetomonas (Gluconobacter), Lactobacillus, Leuco-
nostoc, Pediococcus, Zymomonas. It is the intention
of this review to discuss the activities of these bac-
teria in relation to some of the fruit juices in which
they grow and to see what methods may be applied
to prevent their growth. '

* University of Bristol, Research Station, Long Ashton, Bristol, England
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Fruit Handling and Processing

Harvesting — There are two ways of harvesting fruit,
either by manual labour or by machines. In countries

where plantations or orchards tend to be small and

.where cheap labour is readily available, hand har-
vesting is usual. in those countries where industry
competes strongly for workers, hand harvesting be-
comes uneconomic and machines are devised to re-
move fruit from the trees or bushes on which they
arow. Generally the mechanical harvesters have some
means of shaking the trees, a frame in which to catch

the falling fruit and a conveyor to pass it on to the

waiting trucks for transportation to the factory.
Some harvesters remove the fruit from the trees,
which is in turn picked up by another device. Such
a practice is used .in gathering apples for the extrac-
tion of juices for cider making in Britain. Sometimes
the trees are shaken manually and allowed to shed
their apples on to the ground.

Whatever method of harvesting is used it is in-
evitable that some damage to the fruit takes place.
Some forms of mechanical harvesting damage the
fruit to such an extent that acid tolerant bacteria
may increase 100-fold over a three weeks' period of
storage. In those methods that allow the fruit to fall
to the ground the risk of soil contamination and the
subsequent acquisition of undesirable micro-organisms
is very high indeed. Even if the method of harvesting
does not involve the fruit falling to the ground it is
possible that micro-organisms are present on the fruit.
This is certainly true of grapes for Davenport'® has
reported isolating yeasts and acetic acid bacteria from
these fruits. Carr® showed that, .although rare, acid
tolerant bacteria could be found on apples as they
hung on the trees in the orchard.

Thus, any method of harvesting that encourages
the increase of microbial population will tend to
reduce the quality of juice subsequently extracted
and sometimes the quantity as well. In bad infections
the fruit can become soft and considerable losses of
juice occur before extraction.

Processing — When the fruit reaches the factory there
may be a period of enforced storage if there is a
significant delay between fruit processing and deliv-
ery at the factory. It is during this time that mi-
cro-organisms grow as described in the previous sec-
tion.

Juice extraction varies with the individuai fruit.
Oranges, for example, have to be treated as indi-
viduals because of the toughness of their skins. It is
necessary to cut them in half or bore holes in them
to extract the juice. Because of their skins they are
_fairly well protected against most microbial growth
and it is only when the juice is released that there is
a danger of picking up undesirable micro-organisms
should the plant be improperly cleaned.

Fruit such as grapes and apples have only thin
skins and are, therefore, vulnerable to damage at any
time after harvesting. Indeed, pockets of damaged
fruit may harbour undesirable microbes which are
uniformly distributed through the juices when they
are crushed and pressed. There is another category of
fruit exemplified by the black currant (Ribes nigrum).
Although they resemble the grape in having a thin
skin and a watery soft interior, these fruits are very
pectinous and if crushed before treatment release
only a small amount of available juice. It is neces-
sary to treat such fruits with depectinising enzyme
before juice extraction. During the application of the
enzyme the temperature is raised and this can pro-
duce conditions for the proliferation of unwanted
micro-organisms.

The stage immediately after extraction is storage
and this is when the juice is most vulnerable to infec-
tion. There are a number of ways of preventing mi-
crobial growth which will be discussed later, but it is
first essential to consider the types of bacteria that
can grow in juices and the chemical changes they can
cause.

Type of organisms found in fruit juices — It has
already been mentioned that the majority of fruit
juices are sufficiently acid to prevent bacterial
growth. This virtually limits the bacteria to two ma-
jor groups and one or two other rather specialized
species. The two major groups are the aerobic acetic

" acid bacteria and the microaerophilic lactic acid bac-

teria. In addition there is a small genus called
Zymomonas which contains fermentative bacteria.
There are several miscellaneous strains that will be
described later.

Lactic Acid Bacteria

The activities of lactic acid bacteria — Table T shows
the Gram positive bacteria, all of which belong to
the Lactobacteriaceae. Within this family are two
groups called the heterofermenters and the homofer-
menters, which differ in their biochemistry. The first
of these is characterized by producing a mixture of
end products from the metabolism of glucose which
not only includes lactic acid but acetic acid, ethy!
alcohol and CO,. The homofermenters, in contrast,
produce only lactic acid from the metabolism of
glucose. These two metabolic pathways have been
described in more detail by Carr”.

The cocci .are divided into the genus Leuconostoc
which are heterofermentative and the homofermen-

- tative tetrad-forming genus Pediococcus. Other genera

exist within this family but species of these have not
so far been found in fruit juices.
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Table 1

Activities of the Gram-positive bacteria of juices

Type of organism

Chemical activity

Effact on juiAce

Homofermentative
Lactobacillus spp.

Conversion - of hexoses and pentoses to
lactic acid.

Conversion of malic acid to lactic acid.
(This applies to nearly all lactic acid bac-
teria).

Production of excess acidity and destruction
of sugars.

Production of lactic acid and CO4 with a
drop in acidity.

Some strains only

Conversion of citric acid to acetic acid.
CO,, acetoin and diacetyl.

Production of an off-flavour due to the
presence of acetic acid and diacetyl.

Heterofermentative
Lactobacillus spp.

Conversion of hexoses and pentoses to lactic
acid, acetic acid, ethanol, CO,. When
fructose is the substrate, mannitol is pro-
duced in addition to the other end products.

Production of excess acidity and destruction
of sugars. More rarely the production of an
off-flavour called mousiness. ’

Some strains only

As well as the activities above, the produc-
tion of polysaccharides from available sug-
ars.

This imparts a slimy character to the juice.

Homofermentative
Pediococcus spp.

Conversion of* hexoses and pentoses to
lactic acid, conversion of sugars to polysac-
charides. '

Production of excess acidity. This imparts a
slimy character to the juice.

Heterofermentative

Activity towards hexoses and pentoses the

As for the heterofermentative Lactobacillus

Leuconostoc spp.
bacillus spp.

Conversion of citric acid to lactic acid.

same as for the heterofermentative Lacto- spp.

Production of an off-flavour due to the
presence of acetic acid and diacetyl.

Some strains only Conversion of sucrose to dextran

Imparts a slimy consistency to the juice.

Methods for isolating lactic acid bacteria from
juices — As these organisms are microaerophilic it is
desirable to isolate them in an atmosphere of re-
stricted oxygen. The easiest way of achieving this is
to grow them in a jar that can be evacuated. There
are refinements that can be applied, such as the
partial replacement of the evacuated air with carbon
dioxide or the addition of a moistened mixture of
pyrogallic acid and sodium carbonate to remove the
last traces of oxygen.

The temperature of incubation is preferable at a
level of 25°C which is something of a compromise
since the rods grow best at 30°C while the cocci are
favoured by a temperature of about 22°C. Many of
these organisms are slow growing and can take a
week, or even longer, before visible colonies can be
seen,

The medium for isolation can be varied according
to the juice in which the organisms are growing. Very
often the juice fortified with about 1% of yeast
extract forms a very suitable growth medium. If the
pH is low it is advisable to bring it up to between
4.5 and 5.0 because, although these bacteria are acid
tolerant, they usually grow better at a higher pH.

Perhaps the medium most widely recommended for
the growth of lactic acid bacteria is M.R.S. It should
be remembered, however, that many lactic acid bac-
teria from juices will not grow in the medium as
formulated by its inventors, de Man & col.?. It
should be lowered in pH to about 5.0 to be certain
of supporting organisms from acid environments.
Acid medium requires a higher concentration of agar
to prevent hydrolysis of the gel and 3% is recom-
mended. Reduction of the pressure and time of auto-
claving also reduces the chance of destroying the agar
gel structure. Instead of the usual 1.06 kg/sq. cm. for
15 minutes, autociaving may be reduced to 0.7 kg/sq.
cm. for 10 minutes. There is little risk of not ob-
taining proper sterilization because of the medium'’s
low pH.

Media and methods for identifying lactic acid bac-
teria — These bacteria are extremely ubiquitous, oc-
curring in habitats as widely dispersed as milk and

. milk products, meat and meat products, fermenting

vegetables (olives, cucumbers, sauerkraut), the mouth,
the vagina, beer, wine, cider and unfermented fruit
juices to mention only the most important sources.'
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Unfortunateiy much of the early work on these orga-
nisms was concerned with those from milk whilst the
others, with a few exceptions, were somewhat ne-
glected. The consequence of this is that much of the
identification of the non-milk lactic acid bacteria is
done in terms of the milk organisms. This is not easy
since many of the media devised for milk bacteria are
unsuitable for those from other habitats since one of
the key factors is pH. As an example Fornachon &
col.}” showed that certain heterofermentative lac-
tobacilli from acid habitats fermented very few sug-
ars at pH7 whereas the number fermented by these
organisms increased considerably when the pH was
lowered. It is, therefore, essential to have all media
used for the identification of these organisms from
fruit juices at a pH below b. Indeed, there are some
bacteria that have become completely adapted to
acidic habitats and grow slightly, if at all, at pH 7.0.
For those from pear and tomato juice a pH of about
5 would be useful since these juices are somewhat
less acid than those from other fruit.
There are many complex techniques that can be
- applied to the identification of lactic acid bacteria
which are useful, mainly to taxonomists, e.g. G + C%
ratios,?! cell wall constituents,? but to the routine
bacteriologist working in a fruit juice processors, the
minutae of taxonomy is not required. it is, therefore,
recommended that the following tests be used. De-
termination of the shape by Gram stain and micro-
scopic examination. This enables the division into
rods (Lactobacillus spp.) cocci (Leuconostoc or
Pediococcus spp.). Production of gas from glucose
which distinguishes between homo - and heterofer-
mentative rods and distinguishes the heterofermenta-
tive Leuconostoc spp. from the homofermentative
Pediococcus spp. If more information is required then
the ability to ferment sugars and related compounds
would further the identification of these organisms.
The ability to ferment organic acids such as malic and
citric acid, although not assisting particularly well in
the organisms’ identification, does give information
on their potential activity in fruit juices. Other tests
which help in establishing an isolate’s potential behav-
jour in its habitats are heat tolerance, tolerance of
ethyl alcohol and the minimum pH at which the
organism will grow. All these tests have been de-
scribed in detail by Carr.®
There are some characteristics of lactobacilli that
may lead the inexperienced worker to ascribe them
to other groups. One example is that the rods tend
to lose their ability to hold Gram stain when old and
might be regarded as Gram negative. Some lactic
rods are motile but this is a fairly rare phenomenon.
Others give the appearance of being catalase positive.
An example of such an organism is.L. mali'? which,
if hydrogen peroxide is applied to colonies growing
on a neutral medium, gives rise to a very weak evo-

lution of gas. In Bergey’'s Manual of Determinative
Bacteriology® L. mali is described as being catalase
negative. While this statement may be true it does
not alter the fact that gas is evolved when H,0, is
applied to the colonies and, therefore, gives the ap-
pearance of the occurrence of catalase.

The kinds of lactic acid bacteria found in fruit
juices fall into two distinct categories. There are those
which bear a certain resemblance to the species de-
scribed in the literature. An example of this type is
Lactobacillus plantarum which was recognisable as
this species when isolated from cider.!? The others
are organisms that bear little relationship to any of
the well-documented species but occur frequently in
a particular fruit juice and are instantly recognisable
when isolated. Such an example is Lactobacillus
collinoides™ which is the rod most frequently occur-
ring in fermented apple juice.

Thus, when working with a juice from fruit

" harvested in a particular vicinity one might expect

to find a fairly specific microflora of lactic acid bac-
teria. These may, however, bear little similarity to
lactic acid bacteria from any other habitat.

Acetic Acid Bacteria

The activities of acetic acid bacteria — Table 2 shows
some of the main activities of the acetic acid bac-
teria and those of interest in fruit juices are described
in greater detail by Frateur'® and Frateur & col.’®. it
will be noted that two types of acetic acid bacteria
are named in Table 2 and these differ in several ways
which have been listed by Carr & Shimwell*!, The
most obvious difference between Acetobacter spp.
and Acetomonas spp. is their oxidation of ethanol.
The acetobacters oxidize ethanol to acetic acid and
then further to CO, + H,0 whereas the acetomonads
carry this oxidation to the acetic acid stage only. The
vigour with which this is carried out by the two
groups of bacteria differs. The acetobacters oxidize
ethanol rapidly and can accumulate very high con-
centrations of acetic acid whereas the acetomonads
do this only weakly. There are other differences
between Acetobacter and Acetomonas, for example,
the former has peritrichous flagella when motile
whereas the latter has a polar configuration. In the
latest edition of Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology? the name of Acetomonas has been

.included under the generic name Gluconobacter on

the grounds that the latter takes precedence due to
prior publication. It is not at all certain, however,
that the organisms of the two groups are the same.
Acetic acid bacteria are mainly organisms of fer-
mented products and are certainly found in associa-
tion with fermenting apple and grape juice. Although
the substrate that seems to stimulate their growth
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Table 2

Activities of the Gram-negative bacteria of juices

Type of organism

Chemical activity

Effect on juice

. Acetobacter spp.

Conversion of glucose into gluconic and
various oxo gluconic acids.

Conversion of ethanol to acetic acid.

Lonversion of glucose to cellulose (by
A. xylinum only).

Production of excess acidity and destruction
of sugars,

Production of an acetic off-flavour.

Production of a strong cartilaginous pellicle
on the liguid surface.

Acetomonas spp.

Conversion of glucose to gluconic acid and
various oxo gluconic acids.

Conversion of fructose to 5-oxo fructose
(2,5-D-threo-hexodiulose). ‘

Production of excess acidity and a dark
reddish brown pigment.

This binds SO, when added and reduces its
efficiency as an antibacterial compound.

Zymomonas spp.

Conversion of glucose and fructose to
ethanol CO, + acetaldehyde + H,S.

This causes loss of sugar, and an off-flavour
due to the accumulated acetaldehyde and

H,S. The production of ethanol and CO,
also spoils a juice which is meant to be
unfermented.

most readily is ethyl alcohol they can also utilize the
sugars usually associated with fruit, such as glucose
and fructose and often the organic acids as well. One
specific example of a disadvantageous utilization of a
sugar is the ability of certain Acetomonas strains to
convert fructose to B-oxofructose (2,5-D-threo-
-hexodiulose}, Whiting & Coggins®®. This substance
binds sulphur dioxide, thereby rendering it ineffec-
tual. It is their ability to use these sugars and acids
that make these organisms a potential danger in
unfermented fruit juices, but it is probably true to
say that they are found in this situation less often
than lactic acid bacteria.

Methods of isolating and identifying acetic acid bac-
teria — These organisms being aerobic are easy to
isolate. They grow well on solid media containing a
rich nitrogen source such as yeast extract and a sugar
or ethanol. To prevent the growth of extraneous
organisms growing, a pH of 4.8 or even lower is
advisable. In such media it is necessary to add about
3% of agar to ensure a firm gel after autoclaving.
Acetic acid bacteria will grow over a fairly wide range
of temperatures but the optimum range is from
25 - 30°C. One medium on which they grow well is
made from apple juice fortified with yeast extract
(AJYE) and has been described by Cart®.

Primary identification of these bacteria is by their
motility, the fact that they are Gram negative rods,
by their aerobic growth and ability to grow and
produce acid in a medium with ethanol as the carbon
source. The two major groups, Acetomonas and
Acetobacter, can be divided into a number of species:
the media and test to use for this purpose have been
described in detail by Carr®.

Zymomonas

Zymomonas and its activities — The other Gram-nega-
tive organisms included in Table 2 are the Zy-
momonas spp. They differ from the acetic acid bac-
teria in being anaerobic and producing what appears
to be a yeast-like fermentation. Although they fer-
ment glucose guantitatively to ethanol and CO,, the
route by which this occurs is the Entner-Doudoroff
pathway.

These are not truly bacteria of fruit juices but
rather of sugary plant saps. Examples of plant juices
from which these organisms have been isolated are as
follows: Agave americana used in the manufacture of
PuI‘que in Mexico and isolated by Lindner®*; the
palm wine of Indonesia made from the juice of
Arenga pinnata (the Gomuti paim) and isolated by
Roelofsen®; the African palm wines made from
Raphia vinifera and Elaeis guineensis and isolated by
van Pee & Swings®®.

Zymomonas was also isolated from beer by
Shimwell®® in 1937 and this might be regarded as
similar in composition to the plant saps mentioned
previously. The only fruit.juice from which Zymo-
monas has been isolated is fermenting apple juice.
The first record of this organism was in a paper by
Barker & Hillier'. It was not named but simply
referred to as the cause of ‘‘cider sickness’. It is,
however, clear from the description that it was a
strain of what later became known as Zymomonas.
This was not confirmed until some forty years later
by Millis®”. The probable reason for Zymomonas spp.
not being distributed more widely is one of pH. This
bacterium will not grow below pH 3.7%7 and most
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fruit juices fall below this level. Certain cider apple
varieties are low in acid and yield juices of high pH
and it is in these that this organism will grow. It was
also found by Carr & Passmore'® in apple pulp
prepared for cider.

At present there are two species of this organism,
Z mobilis and Z. anaerobia which are mainly dif-
ferentiated by the fact that the former ferments
glucose, fructose and sucrose .whereas the latter fer-
ments only the first two and not sucrose. All avail-
able evidence suggests that there ought to be one
species’™3°. A proposal has been made that there
should be a type species Z. mobilis* and a sub-spe-
cies pomaceae®™ 3.

Methods of isolating and identifying Zymomonas
spp. — Colonies of these bacteria after 5-7 days’
incubation are quite large and have been described in
some detail by Millis®”. They grow well on apple
juice plus yeast extract and generally flourish under
similar conditions to those suitable for lactic acid
bacteria, e.g. they require conditions of restricted
oxygen if grown on solid medium. An essential-ingre-
dient of all media for zymomonads is either glucose
or fructose. Without one of these sugars these orga-
nisms cannot grow at all.

Primary identification may be made by observing
the following: extreme motility and intense fermen-
tation when young; microaerophilic Gram-negative
rods; the production of gas but no acid from glucose,
fructose and sometimes sucrose.

Other bacteria found in fruit juices — There are a
number of "fringe” bacteria -associated with fruit
which can be isolated on the standard media but
whose existence in the fruit juice is short lived and
therefore of no practical importance. Such organisms
are subsequently described under the heading of the
“juice in which they occur.

Apple juice — Amongst the most important of these
are the fermentative organisms. These can often be
found in isolation media showing the symptoms of
- Zymomonas spp., namely the vigorous evolution of
gas by cells that are motile and which prove on
examination to be Gram negative. It is because their
superficial appearance is similar to species of Zymo-
monas that it is imfportant to know of their existence.
Such organisms have been found on harvested apples,
in orchard soil and in expressed juice. They resemble
Enterobacter and Citrobacter species.

Orange juice — Many organisms have been isolated
from orange juice. At one time when the frozen pack

was introduced into the USA it was feared that this -

might be creating a potentially dangerous situation.
Pathogens such as Sa/lmonella species might find their
way into the juice and although this provided a

hostile environment for such bacteria, the act of
freezing would preserve them. |t was hoped to pro-
duce hygienic standards by the estimation of E. coli
in the juice. The occurrence of these bacteria, how-
ever, was so sporadic that it was concluded they were
not a reliable index of contamination. Some samples
contained considerable numbers of E. coli whilst
others had none. Other strains were, however, found
from time to time and included Escherichia freundii,
E. intermedium, Serratia marcescens, Erwinia spp.,
Enterobacter aerogenes.

Grape juice and wine — Like most fruit juices this
can support the growth of those organisms that are
acid tolerant, such as the lactic and acetic acid bac-
teria. There is little evidence for the growth or,
indeed, the sutvival of bacteria that are not acid
tolerant in wines. This is probably due to the low
pH levels combined with the high alcohol con-
centrations. Gini & Vaughn®® reported the presence
of certain species of Bacillus in wines. They suggested
that since B. coagulans and B. circulans are often
associated with flat, sour spoilage of acid canned
foods it was not surprising to find these species.
lLikewise, B. macerans had been detected previously
in wines and was isolated again. The remaining species
isolated, namely, B. sphaericus, B. subtilis, B. pumilis
and B. pantothenticus are not usually acid tolerant.

Harmful bacteria in fruit juices — These may be
divided into two categories, {a) those which are harm-
ful to the flavour and (b) those which are harmful to
the consumer. The first of these are the usual acid
tolerant bacteria which bring about such chemical
changes to the constituents that they render the
product unacceptable. These are fairly common.
Those in the second category are not likely to occur
since they cannot survive for long in acid conditions.
There are, however, one or two juices where special
care is required, most particularly tomato juice, which
has a pH on the borderline of some organisms to
survive.

Even though fruit juices may not support the
growth of pathogens it would be foolish to assume
this as an invariable rule. it is possible that due to
unforeseen circumstances a fruit juice might become
contaminated with a pathogen and that it could
survive even for a short time. It is thus essential that
the processing plant should be kept at a high standard
of hygiene and that the means for detecting enteric
organisms in particular should be used routinely.

Methods for Preventing the Growth of Undesirable
Micro-Organisms in Fruit Juices

Once a juice has been extracted from a fruit it
then becomes vulnerable to the activities of micro-or-
ganisms such as moulds, yeasts and bacteria. The
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handling of large volumes of juices presents two
problems to the processor: first, to preserve the juice
in large bulk storage, and secondly to preserve the
juices when they have been distributed in suitable
containers for vending.

Bulk Storage

Chemical methods of bulk storage — There are not
too many of these available on a large scale. It is
possible to use high concentrations of such substances
as SO, and it is sometimes done with certain white
wines. If this is done it means that some sort of
dilution has to be carried out before the product can
be marketed. The reason for this is that in order 1o
hold a large bulk of juice against microbial activity
it is generally necessary to use a concentration of
preservative much higher than would normally be
permitted in the final product.

Physical methods of bulk storage — (a) Concentration.
This can be done under vacuum so that the heat
applied is not sufficient to damage the flavour. During
this process the volatile aroma compounds can be
stripped off, concentrated, stored separately and
added back later. The main bulk is then depectinized
and usually concentrated to about 1/6 to 1/7th of
its original volume so that it forms a syrup which is
much less vuinerable to the attack of micro-organisms
with the exception of osmophilic yeasts. So-called
half concentrates may be prepared by a reduction
to about 1/3rd volume. These, however, require stor-
age at a low temperature and impregnation with
CO, to prevent microbial growth. (b) Refrigeration.
Sterile juices can be stored in stainless steel or glass
lined tanks cooled down to about 1°C. This stops the
growth of micro-organisms and as an added precau-
tion an inert gas such as CO, or N, may be used over
the surface. The danger here is from the growth of
psychrophilic micro-organisms. As these grow fairly
slowly it is unusual to be troubled with them during
a fairly short term storage.

Preservation for Sale

Having expressed the juice and preserved it in
storage until required, the next phase is to distribute
it in suitable containers and to handle it in such a way
that it is preserved from microbial action until pur-
chased by the consumer.

The methods used for this will vary to some
extent with the product and the preservative regu-
lations prevailing in the part of the world where the
juices are to be sold. Like the methods of preserva-
tion used in bulk storage those used for pre-sales in
small containers can be divided into chemical and
physical.

Chemical methods of preservation — Sulphur dioxide.
This substance, SO,, has been used in the preservé-
tion of wines and ciders in Europe since the 16th
century. At present. there is some international
concern about its excessive use even though there
is not very much evidence to suggest that its ingestion
causes any specific disease. The problem today is that

its very efficiency makes it a popular preservative

used in soft and fermented drinks and many items of
foodstuff, for example, sausages. Thus, urban man is
swallowing ever increasing doses of this substance
which is raising much concern about long term effects
on his physiology.

Sulphur dioxide exists in solution either in the
molecular (SO,) or ionic forms and not as H,S0;.
When added to water the following reactions occur:

1. SO, + Hy 0 —— H* + HSO3 (bisulphite ion)
2. HSO3 —— H* + 503 ~(sulphite ion)

It is the molecular form that is most toxic to mi-
cro-organisms although some anti-microbial activity
has been ascribed to the ionic forms. Its activity
increases the lower the pH. It is thus well suited for
use in acid fruit juices®. Sulphur dioxide is a highly
reactive compound and one of the substances it
combines with readily is oxygen. In doing so it creates
reducing conditions which prevent darkening due to
enzymic oxidation and other disadvantageous oxida-
tive changes. Thus SO, has a dual function for not
only will it prevent the growth of micro-organisms
but also undesirable oxidations which may spoil the
colour and flavour. One disadvantage of SO, is that
it combines too readily with the chemical groupings
CO and CHO. For example, Burroughs®* identified
in “dry” (devoid of sugar) ciders several sulphite
binding compounds such as D-xylose, acetaldehyde,
L-xylosone, D-galacturonic acid, pyruvic acid and
a-oxoglutaric acid. There is present universally in
unfermented juices the sugar glucose which binds
SO, thus causing it to be only slightly antimicrobial.

Diethy! pyrocarbonate (DEPC) — This substance is
one of the more modern compounds used in soft and
fermented drinks to kill undesirable micro-organisms.
DEPC can inhibit a very wide range of moulds,
yeasts and bacteria®. It has the following structure
and is easily decomposed by water as shown:
C,Hs — CO
\
0+ H;0 — 2C,Hs0OH + 2C0O,
/
C,Hs — CO
DEPC has certain disadvantages: (a) it can cause
irritation in the mouth of certain consumers; (b) sub-
stances other than C,HsOH and CO, are formed from
its decomposition which may be harmful to the
consumer; (¢} when reacting with ammonia it forms
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urethane which lingers in the drink and is a known
carcinogen; (d) it has no residual antimicrobial effect
like SO,.

Other chemical preservatives — There are many other
chemical preservatives and the number increases
daily. Two of the best known are benzoic and sorbic
acids. Their use is restricted or allowed according to
the regulations of various countries. For example,
benzoic acid is allowed at a level of 160ppm in
certain fruit juice preparations in Britain, sorbic acid
is not. Benzoic, acid, like SO, , is well suited for use in
fruit juices because its effect is greatest in the
undissociated form. A glance at Microbial Inhibitors
in Food?® gives a wide range of preservatives.

Not all chemical preservatives are added since
some are naturally formed. For example, Powers®
has shown that anthocyanins and related compounds
can have a marked effect upon certain bacteria such
as Salmonella typhosa, S. enteritidis, Shigella parady-
senteriae, Staph. aureus, Aerobacter aerogenes, Pro-
teus vulgaris, Escherichia coli, Lactobacillus casei,
L. acidophilus and Clostridium sp. (puirefactive
anaerobe N9 3679). More research is required on the
antimicrobial effect of phenolic and related com-
pounds.

Physical methods of preservation — The application
of heat. This is the most usual method of preservation
by physical means and it can be applied in a number
of different ways. Properly operated, the high tem-
perature short time method of pasteurization is one
of the most satisfactory because the juice receives
a minimum of heating, and thus alters the flavour less
than.other types of heating.

Another kind of heating is in-vessel pasteurization.
This applies to bottles and to cans. The advantage is
that the container and contents are heated simul-
taneously after it has been sealed. In the flash
pasteurization system the sterile juice has to be
passed to a container previously sterilized, which
must then be closed by a cap or stopper if it is a
bottle or a lid if it is a can. The disadvantage of
in-vessel pasteurization is that it requires a longer
heating period to ensure that all the contents have
reached the required temperature. lt is common
practice nowadays to fill juices hot into their con-
tainers.

There is no doubt that heating is a widely used
method of preservation which in combination with
the low pH’s of most fruit juices kills micro-orga-
nisms. Like DEPC, heating imparts no long lasting
protection against fresh microbial infection.

Filtration — This is only suitable for clear juices such
as apple. Those which contain suspended fruit parti-
cles such as tomato and citrus juices cannot be
filtered. Filtration has the advantage of being a cold

process and thus unlikely to change the flavour.

The commonest form of filtration is by the use of
asbestos/cellulose sheets of a texture sufficiently fine
to hold back micro-organisms. Generally this is a two
stage process. The first is removal of visible suspended
particles by a coarse filter leaving the juice bright in
appearance but not sterile. The next stage is passage
through a filter that has been heat sterilized with the
filter sheets in position. Juice emerging on the sterile
side is brilliantly clear and free from micro-organisms.
This means that machinery subseqguent to the sterile
filter must be sterile. Thus, all holding tanks, pipe
lines and filling machines must all be sterile to prevent
contamination of the sterile juice.

The most common substances for filter pads are
asbestos and cellulose. Even though the type of
asbestos used in filters is non-carcinogenic, processors
are turning more towards the use of cellulose mem-
brane type filters. Because the membranes are thinner
the apparatus used to hold the filter sheets is
smaller and the chances of leaching out undesirable
substances from the filter sheets is less. The pre-
cautions specified for the use of the asbestos filter
sheets apply equally to the membrane filters.

Freezing — This is a suitable method for selling
juices such as orange. It means that the juice can be
deep-frozen into blocks of suitable size, packaged and
sold to the public. One great advantage is that the
juice retains a fresh flavour and aroma for a consid-
erable time. Disadvantages are that preservation by
freezing adds to the cost and is only suitable in a
population where a high percentage own freezers. {f
allowed to thaw and not refrozen, the juice will
undergo fermentation and the effect of other mi-
crobial activities. Perhaps the most serious disadvan-
tage of all is if the juice becomes contaminated with
a pathogen just before freezing. Normally such an
organism would die fairly rapidly in the acid con-
ditions of a fruit juice. The freezing process might
preserve such an organism which might remain
dormant until ingested by a consumer.

Irradiation — This form of sterilization is largely
academic and seems likely to remain so. Although it
kills micro-organisms it also causes undesirable chem-
ical changes to take place which can alter the flavour
adversely. [t may be overcome, 10 some extent, by
using small amounts of chemical preservative and
bombarding the juice with low doses of radiation.
This has the effect of killing micro-organisms without
damaging flavour.

The other factor against its general use is that
many precautions must be used in handling a ra-
dio-active source which needs special apparatus and
highly trained personnel. Without such precautions,
many operatives in a fruit juice factory housing a
radio-active source would be in danger.
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