Dermatophilus congolensis.
III. COMPORTAMENTO EM RELACAO AO OXIGENIO!®

Lurz Cerso Hyermvo pa Cruz?

SmiopsE.~- Foram feitos estudos sobre a sensibilidade de uma amostra de Dermatophilus
congolensis em relacfio ao oxigénio. Os resultados mostraram que ele é microaertfilo, nio
crescendo em condiges estritamente anaerdbias. Sua natureza microaerdfila foi evidenciada
em “shake tube’’, em Agar infusio de cérebro e coragdo, tendo sulfito de sddio como agente
redutor e resazurina como indicador de redox em controles nio inoculados, Nestas condigbes,
foi verificado que a partir de peguenos indeulos, o Dermatophilus congolensis nio cresce em

Eh acima de 0,150 V.

Palavras chaves aedicionais para indice: Influéneia do

to, produgio de catalase, redugio de nitrato,

INTRODUGAO

Nio existe concordincia entre os aufores no que res-
peita ao tipo respiratério do Dermatophilus congolensis.
Ele & considerado aerdbio por alguns (Bull 1929, Ma-
son &- Bekker 1934, Hudson 1937, Thompson 1954,
Flowright 1958, Bentinck-Smith et «l. 1961, Bridges &
Romané 1961, Egerton 1964); aerébio facultativo por
outros . (Nisbet & Bamnatyne 1953, Gordon 1964) e mi-
croaerbfilo por Atalaia e Mario (1988) e Roberts
(1857a, b, 1961).

A maioria dos autores verificou a presenga de catalase
{Nicolet et al. 1967, Chodnick 1958, Roberts 1957a,
Pier et al. 1963, Gordon 1964). A literatura ao nosso
alcance deixou-nos a impressio de que somente Plow-
right (1958) nfio concorda que o esquizomiceto tenha
capacidade de produzir essa enzima.

O Dermatophilus congolensis é redutor de nitrato, se-
gundo alguns (Chodnik 1956, Bugyaki 1959) e nio re-
dutor, segundo outros (Bull 1929, Mason & Bekker
1934, Roberts 1957a, Pier et al. 1953, Gordon 1964, Por-
tugal 1970). . ‘

O objetivo do presente trabalho foi determinar o tipo
respiratério do Dermatophilus congolensis visando, com
um melhor conhecimento de sua fisiologla, propiciar ele-
mentos para a elaboragio de meios para realizar a pro-
filaxia da doenga.:

MATERIAL E METODOS

Em todos os experimentos foi usada a amostra “Santa
Cruz”, isolada de um bezerro proveniente de Santa
Cruz, Lstado da Guanabara.

Exigéncia de potencial de éxido-redugdo

Meio de cultura. O meio utilizado foi infusio de cérebro
e coragio (Difco}, acrescido de 0,7% de dgar. Sulfito
de sédio anidro {Na.SO;) foi adicienado mnas propor-
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potencial de redox sobre o crescimen-

cbes de 0,01% e 0,1%, como redutor de Eh, Como indi-
cador de redox foi usado o corante resazurina. Uma
solugiio estoque em Agua destilada, esterilizada em auto-
clave, foi adicionada aocs tubos controles até uma con-
centragio final de 0,001%. A resazurina  {azul), em Eh -
abaixo - de 0,15V, ¢é reduzida a resorufina (résea), a
qual, por sua vez, em Eh em tormo de — 0,05V é redu-
zida  a diidrorresorufina {descorada) (Hewitt 1950).

Preparacio do indeulo. A partir do crescimento (48 h
a 37°C) em superficie de dgar infusdo de cérebro e co-
racio (Difco), preparamos uma suspensio em caldo
simples. A densidade da turvacio foi ajustada ao tubo
dez da escala de MacFarland, que equivale a = 10°
células por ml. Desta suspensio foram feitas dilui¢Ges
decimais no mesmo meio, até a concentragio de =10
células por ml, :

Semeaduras. As semeaduras foram feitas com 0,1 ml
de cada dilui¢io, em tubo de ensaio de 10 x 100 mm.
O meio foi, entdo, vertido nesses tubos até atingir uma
altura de 5 a 6 cm. Para solidificar o Agar mais rapida-
mente, os tubos foram imersos em Agua fria. Rolhas de
borracha branca esterilizadas foram utilizadas, em substi-
tuicio aos tampdes de algodao,

Incubagdo, A ‘incubagio foi feita em estufa 2 37°C,
com leituras a partir de 24 h,

Cultive em anaerobiose

O germe foi cultivado em anaerobiose, segundo a técni-
ca utilizada por Prévot {Lebert & Tardieux 1952). O
meio, infusio de cérebro e coragioe, Difco, foi distribui-
do em tubos com um colo de = 2 mm de didmetro
por 2 cm de comprimento. Apds a semeadura, tomou-se
cuidado para que o ar, dissolvido no meio, fosse total-
mente removido. Para isso foi necessério bater constante-
mente nos tubos com um bastio, durante = 20 minutos,
Os tubos foram, entdo, selados & altura conveniente, com
a chama de um magarico,

Verificagdo da produgdo de catalase

Apés verificar-se a presenca de catalase pelo método mi-
niaturizado descrito por Hartman (1968}, foi feita deter-
minacdo quantitativa com o catalasimetro de Lobeck.
O aparelho de Lobeck é constituide de tal maneira
que a mistura de cultura e 4gua oxigenada, que partici-
pam da reagdo, contrariamente ao que se passa em cCer-
tos dispositivos (aparelho de Réder, por exemplo}, nio
& expulsa pelo oxigénio produzido, permanecendo no
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Fic. 1. Influlncia do Eh sobre o cresciments do D, congolensis,
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‘aparelho até que a producfio deste gis termine. Desta
maneira pode-se, com este catalasimetro, realizar me-
didas mais exatas. Para este teste, o D. congolensis foi
cultivado por 48 h em Agar infusio de cérebro e cora-
¢do de bovino, Difco. A massa celular coletada da su-
perficie do meio pesou 185 mg. A dgua oxigenada a 3%
foi sendo adicionada em quantidades de 1 ml, ‘suces-
sivamente, até ndo haver mais liberagio de gés. Para
efeito comparativo foi usada uma amostra de Staphy-
lococcus oureus ATCC 6538, fortemente produtora de
_catalase, '

Redugdo de nitrato

O D, congolensis foi cultivado em caldo nitratado a
0,1%, em aerobiose, em anaerobiose e em vicuo parcial,
Os ‘testes para presenga de nifrito e aménia foram fei-

tos, respectivamente, com os reativos de Griess-Ilosway
e Nessler.

RESULTADOS

‘Inﬂuénc-z'a do potencial de 6xido-reducio (Eh) sobre o
.crescimento

O efeito da adicio de sulfito de sédio pode ser visto
na Fig. 1. Uma pequena concentragio (0,01%) que nio
alterou 0 Eh do meio bdsico também nio influenciou o
‘nivel de crescimento do D. congolensis. Uma concen-
tragio maior (0,1%), que provocou uma diminuicio da
zona recxidada, impediu a vegetacio na profundidade
do tubo. : )

... Quando o indculo utilizado era inferior a = 10° cé-
lulas por ml, nio havia crescimento na.superficie. Como
sementes supericres, o microrganismo vegetou, também,
na superficie.

Cultivo em anaerobiose

D. congolensis nio se desenvolveu quando incubado

em anaerobiose estrita.

Produgdo de catalase

D. congolensis'é produtor de catalase mas ndo tio for-
te como o Staphylococcus eureus ATCC 6538 (Qua-
dro 1). - -

Quapro 1. Atividade da catalase em 5, aureus e I, congolensis

Microrganismos Massa 1202 0z
. celular consumida  produzido
Staphylococcus aureus 185 mg 21 ml 208 ml
Dermatophilus congolensia 185 mg 9 m] 81 ml

Redugdo de nitrato

Nas condi¢bes de nossa experiéncia, o D. congolensis
nio reduziu ¢ nitrato de potéssio.

Discussio & CONCLUSOES

Os diferentes autores niio estio de acordo no que con-
cerne a ser o D. congolensis aerdbio, microaerdfilo ou
anaerébio. Estas divergéncias na literatura podem ser
apenas aparentes porque depende do uso destes termos:
se para exprimirem caracteristicas culturais, ou se para
indicar tipo metabélico. Infelizmente, muitos autores nio
definem em que sentido eles utilizam estas expressdes.

Das nossas expetiéneias podemos concluir que o D.
congolensis tem um metabolismo estritamente aeréhio
porque ele foi incapaz de crescer em caldo sob vécuo,
necessitando, pois, de oxigénio como Gltimo receptor
de elétrons, Culturalmente pode ser considerado como
microaerdfilo por nio ser capaz de crescer na superfi-

cie do meio em “shake tube”, a partir de pequeno ind-

culo. Segundo o “Manual of Microbiological Methods™
(Soc. Am.. Bact. 1957), os microaerdfilos sio bacté-
rias que tdm crescimento Otimo a alguns milimetros
abaixo da superficie e crescem melhor na presenca de
pequenas quantidades de oxigénio. Nio é uma con-

tradigio que o tipo metabdlico do D. congolensis seja

aerdbio estrito e a caracteristica cultural microaeréfila,
porgue o tipo cultural mostra a exigéneia de potencial
de redox. O D. congolensis, mesmo que obrigatoria-
mente necessite utilizar oxigénio como Gliimo receptor
de elétrons, nio é capaz de crescer no Eh que existe na
porgio do meio em contato com o ar, )

Gordon {1964), cultivando vArias amostras em jarra
de Brewer, obteve crescimento, tendo concluido que o
D. congolensis é anaerdbio, QO importante, para nds, esti
em determinar se ele é metabolicamente anaerébio e isto
nio pode ser alcangado mediante o uso da jarra de
Brewer mais sim pelo método usade por Prévot (Le-
bert & Tardieux 1952), por néds utilizado. Gordon cha-
ma o D. congolensis de anaerdbio facultativo porque
ele comseguiu, também, crescimento na superficie de
placas na presenca do ar. -

Nisbet & Bannatyne {1955} dizem ser o D. congolen-
sis anaer6bio facultativo mas, ao contririoc de Gordon
{1964), nio se referem 4 técnica utilizada.

O uso dos termos aerébio, anaerbbio e microaeréfilo,
em dois sentidos, sempre criou confusio para quem es-
tuda microrganismos e, por isso, foi proposto na “Round-
table Discussion’™ sobre as relagdes de bactérias com o
oxigénio (McBee ef gl. 1955) utilizar estes termos so-
mente como caracteristicas culturais, Para exprimirem
a habilidade de utilizar ou nio o oxigénio molecular
metabolicamente, foram propostos os termos oxibidnticos
e anoxibidnticos. Segundo esta terminologia, o D. con-
golensis é um germe oxibidntico microaeréfilo, Além de

"nfio ser capaz de crescer no meio liquido sob vacuo, ele

& produtor de catalase, reforgando a nossa afirmagdo
de que ele ¢ oxibiéntico obrigatério pois, como dizem
Dean e Hinshelwood (1968), *“a catalase parece inti-
mamente associada com o crescimento aerdbio, estando
geralmente (“universally”) presente em aerdbios e au-
sente em anaerdbios obrigatorios™. ‘

O D. congolensis é incapaz de reduzir nitrato a ni-
trito, Ele nio faz aquilo gqne Stanier et al. (1970} cha-
mam de respiragio anaerébia, isto é, utilizar o oxigénio
de nitrato como receptor de elétrons.

Mesmo sendo oxibidntico (metabolicamente aerdbio),
o D. congolensis necessita, para iniciar crescimento, de
uma tensio de oxigénio mais baixa que a existente na
superficie do meio em contato com o ar atmosférico,
como se vé nos tubos onde o inéculo foi pequeno.
Mesmo com o meio apresentando uma faixa rdsea na su-
perficie, a vegetacio ocorria logo abaixo, mostrando que
o microrganisme nio cresce em Eh acima de 0,150 V.,

O crescimento na superficie, nos tubos com inéculo
grande, deve-se ao fato de um aglomerado substancial
{atividade e produtes metabélicos de grande ndmero
de células) ser capaz de baixar o potencial de redox.
Essa exigéncia de um Eh baixo para iniciar crescimen-
to ocorre em alguns microrganismos oxibidnticos, como
por exemplo o Vibrio fetus (Cohn 1962},
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-Apstract.- Cruz, L.C.H.da [Dermatophilus congolensis. III. Behaviour in relation to oxy-
gen]. Dermatcphilus congolensis, I1I, Comportamento em relagin ao oxigénio. Pesquisa

Agropecudria Brasileira, Série Veterindria
Rio de Janeiro, RJ, ZC-26, Brazil.

(1975) 10, 21-24 [Pt, en] UFRRJ, Km 47,

The sensibility of Dermatophilus congolensis to oxygen and its redox potential were

studied using “shake tubes” with brain an

heart infusion agar, The microbe was shown to

be microaerophilic, not growing under strictly anaerobic conditions, It was verified, starting
with small inoculations, that the microorganism did not grow when the Eh was above 0.150 v.

Additional index words; Influence of redox-potential over the growth, catalase production,

nitrate reduction. :
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