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SUMARIO:

substiancias antimicrobianas, de uma nova e r

maltophilia (Hugh & Ryschenkow, 1960 )

marcantes, dentre mais de 65 testadas, as

Os autores estudaram as propriedades morfo-bioquimicas e a sensibilidade As
ara espécie de Pseudomonas, a Pseudomonas
, 1solada de secrecdo vaginal. Como caracteristicas
amostras estudadas mostraram ser:

oxidase

negativa e lisina descarboxilase positiva; produziram desoxiribonuclease e um pigmento es-

»

foram sensiveis ao cloranfenicol,

A Pseudomonas maltophilia foi inicial-

- mente descrita por Hugh & Rys-
chepkow (1) em 1960, os quais pOs-
teriormente em 1961, publicaram um
estudo detalhado de suas proprieda-
des anatbémicas, fisiolégicas e sorolo-
gicas.

Eista rara espécie de Pseudomonas.
tem sido isolada de diversos materiais
clinicos humanos: Hugh e Ryschen-

kow (10.11) de fezes humana, sangue,

liquido do pericardio, liquido ascitico,
liquido pleural, liquido espinhal e
“swabs” de oro-faringe; Thinbault (22),
de sangue, liquido céfalo raquiano,
‘urina, escarro, pus de otite, pus de
sinosite; von Graevenitz (23), de liqui-
dos de corpo humano, ovarios e gan-
glios; Pickett and Pederson (1), de

curo que se difunde no meio; atacaram oxidativamente a maltose tanto em meio complexo
nitrogenado como em meio de Hugh & Leifson e hidrolisaram a esculina. As amostras

gentamicina, kanamicina, colistin e gabromicina.

diversos mafteriais clinicos;: Sutter (2!)
de epididimites, e outras infeccoes do
trato urinario; Gilardi (6-7.8) de ab-
cesso peri-uretral, infeccoes do trato
urinario e outros materiais clinicos.

Alguns pesquisadores, ja assina-
laram, também, o isolamento desse
microrganismo a partir de: agua de
rio, leite cru, fezes de coelho, Hugh
& Ryschenkow, (10:11): solo de regido
petrolifera lizuka & Komagata (12),
agua, leite, fezes de cachorro, petro-
leo, von Gravenitz (23).

Até o presente momento, sao ra-
ros os trabalhos que relatam o isola-
mento e caracterizacao dessa nova es-
pécie de Pseudomonas. O numero de
amostras isoladas e estudadas, de ori-
gem humana ou nao, por nos compu-

1 Recebido para publicacio a 3 de abril de 1973. ' o
* Departamento de Microbiologia e Imunologia, Laboratorio de Bacteriologia,
Caixa Postal 926, Rio de Janeiro, Guanabara.
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tado nos principais trabalhos na lite-
ratura mundial, de 1960 a 1971, atin-
ge a 275 amostras (Tabela I).

Em nosso meio, nao temos conhe-
cimento de publicacoes sobre 0 assun-
to, a nao ser a comunicacao de Zebral
& Heofer (°), em 1972 ao IV Cong.
Brasileiro de Microbiologia sobre o
isolamento de Pseudomonas maltophilia
de secrecao vaginal. No presente tra-
balho, estudam-se as caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas de 2 amos-
tras isoladas de secrecao vaginal,
além. da sensibilidade as substancias

antimicroblanas.

MATERIAL E METODOS

Isolamento — O isolamento foi obtido a
partir de agar-sangue, agar-chocolate, meio
Tripticase soy agar (BBL), e melo Eosine
Methylene Blue agar (Difco). Os meios li-
quidos usados foram o caldo simples e cal-
do Tripticase soy (BBL). As 2 amostras
foram mantidas em caldo simples e repi-
cadas mensalmente. O controle da pureza
das culturas foi feito pela bacterioscopia
corada pelo Método de Gram, além da se-
meadura em placas de agar-simples.

Identificacao das amostras — Fot baseada
nos trabalhos de Hugh & Ryschenkow,
(10.113. Stanier, Palleroni and Doudoroff,

)

(20): Pickett & Pederson,(1?); Gilardi(78).

Aspec?os morfolégicos — A morfologia ce-
Iular foi observada através esfregaco corado
pelo método de Gram, a partir de culturas
em caldo simples, com 20-24 horas de in-
cubacdo a 37°C e também pela microscopia
de fase. O aspecto colonial foi observado

apds 24 horas a 37°C em agar-sangue e
Meio, de EMB agar (Difco).

Provas bioquimicas — As provas e 0s
meios empregados inclufram: produc¢io de
acidos em- meio com 4gua triptosada con-
tendo 1% de glicose, galactose, ramnose,
manose, celobiose, xilose, arabinose, lacto-
se, sacarose, maltose, manitol, dulcitol sor-
bitol, salicina, utilizando-se o azul de bromo
timol como indicador de pH, prolongando-
se a incubacao até 4 dias para a leitura
final. Os mesmos acicares foram estudados

no seu comportamento usando-se o meio de
Hugh & Leifson(?); ataque ao tartarato de
sddio e potdssio em meio sdlido de acordo
com Jordan (%), sendo também usada a
férmula liquida; comportamento no meio
com 10% de lactose em agar inclinado com
vermelho de fenol segundo Chilton & Ful-
ton (3); observacao da oxidacdo ou fermen-
tagido da glicose em meio de Hugh & Leif-
son (?), produ¢ao do indol em 4gua pep-
tonada, utilizando-se o reativo de Kovacs
para a sua evidenciacio; prova de VM-VP
em meio de Clark-Lubs, empregando-se a
técnica de Barrit para VP; utilizacao do
citrtato em meio de Koser; comportamento
em meio de KCN segundo Moeller (17):
reducao de nitrato a nitrito em caldo ni-
tratado, utilizando-se o reativo de Griess
Ilosva; atividade gelatindsica em meio com
12% de gelatina; reacdo de oxidase, de
acordo com a técnica de Kovacs (16): os
testes de produgdo de gds sulfidrico, urease

e a mobilidade foram observados em meio
de Costa-Vernin (4); a confirmagdo desta
dltima prova foi feita em meio semi-sélido
segundo férmula de Kauffmann (14) e em
microscopia de fase; a capacidade hemoli-
sante foi determinada em meio de DST
agar base (Oxoide), acrescido de sangue
de carneiro citratado na propor¢ao de 5%;
producdo de catalase e agar inclinado, uti-
lizando-se 4gua oxigenada a 3%; produgao
de pigmento em caldo simples, agar-simples,
agar amido e meio King A e King B (¥);
descarboxilacado da lisina de acordo com
Moller (18) e com Carlquist (?), utilizan-
do-se, nos dois casos a técnica da extragao
da amina formada; atividade desoxiribonu-
clease molhando o crescimento nas placas
de DNase. Test Agar (Difco) com solugio
de 4cido cloridrico normal, apds 24 horas
de incubacdo e observando uma zona clara
em volta do crescimento e, hidrélise da
esculina pela observagio de um precipitado
negro em volta do crescimento em Tripti-
case soy agar (BBL) suplementado com

0,1% de esculina e 0,059 de citrato fér-

rico. O tempo de incubac¢ido, a técnica e os
regentes das provas obedeceram as reco-
mendag¢des do “Manual of Microbiological
Methods” da Society of American Bacte-
riologists (1957). Todos os carboidratos

foram esterilizados por filtracio e juntados
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assepticamente aos meios, de modo a se ter
uma concentracao final de 1% do acicar.
Para os repiques utilizou-se a alca de pla-
tina com didmetro interno de 4 mm e agu-
lha de platina quando havia indicacao.

Sensibilidade aos antibioticos — A sensibi-
lidade aos antibidticos foi estudada pela téc-
nica dos discos. Foram empregados os dis-
cos Oxoide, cédigo 2024F, tipo urindrio e
os polidiscos antibidticos segundo Victor
Lorian, conseguindo-se deste modo testar a
sensibilidade as drogas relacionadas nas ta-
belas V e VI. O meio empregado foi o
DST agar Base (Oxoide) e, o inéculo
partit de cultura em caldo simples de 24
horas a 37°C e espalhamento com “Swab”
estéril. Apds a semeadura na superficie das
placas, foi eliminado o excesso de umidade
pela incubagio a 37°C durante 30-60 minu-
tos. Leitura com 24 horas, tendo-se como
critério de sensibilidade, o tamanho do halo
de inibicdo de acordo com os padrdes uti-
lizados para os polidiscos antibidticos.

RESULTADOS

Moriclogia celular e colonial — AS
duas amostras crescidas em caldo
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simples, apos 24 horas de incubacao
a 37°C, eram sempre Gram-negativos.
Houve forte turvacao no caldo, onde
apos 3-5 dias, apareceu um pigmento
escuro. A morfologia foi tipicamente
bacilar, semelhante a do género Pseu-
domonas. AS colOnlas em agar-sangue
e EMB (Difco) foram em geral cir-
culares, bordo inteiro, convexas, lisas,
brilhantes, transparentes, de tonali-
dade branco-acinzentado em agar-
sangue e violaceas em meio de Tea-
gue. Nao fol observado a presenca de
esporos nas culturas de 24 horas e
nem apos envelhecimento 2-7 dias,
em estufa a 37°C (Tabela II) nenhu-
ma das 2 amostras demonstrou capa-
cidade hemolitica para sangue citra-
tado de carneiro. As propriedades bio-
quimicas sao vistas nas tabelas III e
IV e a sensibilidade as substancias
antimicrobianas nas tabelas V e VI.

TABELA 1

AMOSTRAS DE PSEUDOMONAS MALTOPHILIA I1SOLADAS E CARACTE-
RIZADAS NOS PRINCIPAIS TRABALHOS NA LITERATURA MUNDIAL

Autores “Ano Numero de amostras
Hugh & Ryschenkow ) 1960 34
Thinbault o - 1961 24 o
Hugh & Ryschenkow 1961 26
Gardner & col. =~ 1970 36 )
Pickett & Pederson 1970 14
Gilardi 1971a 81
Gilardi - 1971h 58

Soma 273
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TABELA 11

ASPECTOS MORFOLOGICOS DAS DUAS AMOSTRAS DE
PSEUDOMONAS MALTOPHILIA

Propriedade tintorial Predominantemente Gram negativo
Morfologia
a) celular (1) Forte turvagao em caldo simples, onde apds 3-4 dias aparece um

pigmento escuro. Morfologia tipicamente bacilar semelhante a
do genero Pseudomonas.

b) colonial (2) Colénias circulares, bordo inteiro, convexas, lisas, brilhantes,
transparentes, branco-acinzentadas em agar-sangue e violdceas em
meio de Teague.

Esporos . Ausentes
(') Aspectos observados apés 24 horas a 37°C em caldo simples.
(*) Aspectos observados apds 24 horas a 37°C em agar-sangue e meio E.M.B.

Agar (Difco).

CL6T (T/1) TL Zna) oppms()y "ISUT oW
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TABELA III
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CARACTERISTICAS DAS DUAS AMOSTRAS DE PSEUDOMONAS MALTOPHILIA

Meio teste ou substrato

Meio Costa-Vernin (C.V.)
Meio de Teague

Hemdlise (sangue de carneiro)
Catalase

Gelatinase

Indol

VM

VP

Citrato Koser
KCN

H.S

NOa-NO;»
Urease

Mobilidade

Oxidacao fermentacio (H.L.)
Lactose a 10%

Pigmento escuro

Hidrdlise da aesculina

Pigmento fluorescente

Resultado

DNase

Oxidase

Lisina desc_arboxilase

Cresc. = crescimento
H.L. Hugh-Leifson
+ positivo (teste)

F4

negativo (teste)

1)

fraco com 4 dias.

Reacao de alcalinidade

4+ (2) crescimento

(2)

(2)

(1) F4 Oxidacao

(2)
(2)

(2)

(2)

— (2)

(2)
(2)
(2)

(2)

(2)
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TABELA 1V
OXIDACAO DE CARBOIDRATOS EM MEIO NITROGENADO COMPLEXQ
E NO MEIO DE HUGH-LEIFSON
Carboidratos ' Meio nitrogenado complexo l Meio base de Hugh-Leifson
| o _
oA A NA.
Glicose - 0/2* i 2/2 1/2 - 1/2
~ Galactose | 0/2 L 2/2 N 0/2 2/2
Manose I 0/2 ‘ 2/2 0/2 2/2
Xilose 0/2 2/2 {l 0/2 2/2
Arabinose 0/2 - 2/2 Y 2/2
Celobiose 0/2 | 2/2 : 0/2 2/2
~ Ramnose 0/2 | 22 | 0/2 | 2
Lactose 0/2 l 2/2 ) 0/2 2/2 3
Sacarose 0/2 - 2/2 ~o/2 22
Maltose 2/2 0/2 2/2 0/2
Manitol 0/2 - 2/2 - 0/2______ - 2/2
Dulcitol - 0/2 2/2 | 02 2/2
Sorbitol 0/2 2/2 | 0/2 2/2
Salicina | 0/2 2/2 | 0/2 | 2/2
A Acido
NA Nenhuma mudanca no indicador

i
A —
——
T
—
A—

denominador o nimero de amostras testadas.

O numerador das fracdes indica o comportamento das amostras e o
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TABELA V

SENSIBILIDADE DAS DUAS AMOSTRAS DE PSEUDOMONAS
MALTOPHILIA AOS ANTIBIOTICOS

|
Discos oxdides n.° 2024E tipo urindrio Amostras
- _
Antibiético ' Concentracao 60-1 60-1
Ampicilina 25 ug S S
Cloranfenicol 50 ug | S S
Tetraciclina 50 ug R | S
Acido nalidixico 30 ug S S
Gentamicina 10 ug S S
Bactrin 25 ug S S
Nitrofurantoina 200 ug R R
) , a
Sulfadiazina 300 ug R R
S — Sensivel (16 — 24 mm)
R = Resistente (10 — 15 mm)

(abaixo de 10 mm)
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TABELA VI

POLIDISCOS VICTOR LORIAN

| |
Antibiético Concentracao | Amostras

| 60-1 61-1

- B .

Aureomicina | 15 ug R R
Cloranfenicol ‘ 20 ug | S S
Eritromicina ‘1 15 ug R R
Gabromicina ‘ ] 40 ug | S S
Kanamicina ) 30 ug ] S S
Neomicina L 25 ug | S S
Novobiocina 25 ug R __} R
Colistin _ 45 ug | S S
Penicilina 5 ug R R
Rifomicina 10 ug R R
Ravomicina 35 ug ’ PS R
Oxacilina > ug R R
Estreptomicina . 15 g R R ~
Terramicina 20 ug | R R
Lincomicina e 10 ug ! ) PS S
Wintomylon ) 20 ug ] PS ] S
Furadantina 50 ug R ) R
Keflin (1) — R B R
Tlosone (2) — R R

1 — 2 — Discos avulsos
PS — Pouco sensivel
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DISCUSSAO

Pelas caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas apresentadas, a Pseudomo-
nas maltophilia € possivel de ser confun-
dida com outras bactérias, principal-
mente com as do genero Alcaligenes.
com a Bordetella bronchiseptica € com
outras Pseudomonas que nao produzem
pigmentos e que dao reacao de alcall-
nidade em caldo peptonado glicosado.

Apesar dos poucos trabalhos que
relatam o isolamento e estudo das
propriedades bioquimicas desta nova
espécie de Pseudomonas, ja existem con-
trovérsias e resultados discordantes.

Como acontece com outros baci-
los Gram negativos nao exigentes e
nao fermentadores, os pesquilsadores
tém observado dualidade de resulta-
dos no estudo da producao de acidos
a partir de hidrocarbonados. O fato
ja foi por nds salientado, Zebral €
Hofer, (34) devido ao emprego de
meios nitrogenados complexos € melos
sintéticos sem fonte de carbono para
suportar o crescimento de bactéria.
No primeiro caso, a dualidade de re-
sultados parece ser devido a producao
de substancias alcalinas oriundas dos
elementos complexos nitrogenados do
meio, neutralizando o pouco 4acido
formado e, no segundo, conforme ex-
plicam Baumann, Doudoroff, Sta-
nier (!), os testes para a producao de
acido a partir da glicose, devem ser
realizados em meios sintéticos que
possuem uma outra fonte de carbono
para suportar o crescimento da bac-
téria.

De acordo com estes fatos ja con-
firmados, os estudos de verificacdo de
producao de acidos a partir de hi-
drocarbonados dos chamados bacilos
Gram negativos, nao exigentes e nao
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fermentadores devem ser realizados
sempre nos meios de cultura com re-
duzida proporcao de material nitroge-
nado complexo que garanta o cresci-
mento do microrganismo (0,29 de
peptona), meio de Hugh-Leifson (°) e
outras bases dai derivadas, cujos re-
sultados deverao ser comparados com
0 meio nitrogenado complexo ou meio
sintético adequado.

Obedecendo a estas normas veri-
ficamos que as 2 amostras de Pseuxdo-
monas maltophilia dentro das nossas
condicoes de teste, apresentaram o
mesmo resultado negativo para a
producao de acido a partir de meio
nitrogenado complexo e meio de
Hugh-Leifson (°), com a galactose,
manose, Xxilose, arabinose, celobiose
ramnose, lactose, sacarose, manitol,
dulcitol, sorbitol, salicina. Foram po-
sitivas para a maltose nos dois meios
e somente uma amostra fol positiva
fraca com 4 dias para a glicose (Ta-
bela 1IV). Alguns desses resultados
estao de acordo com os obtidos na
literatura e, em relaciao a maltose os
resultados sao totalmente concordan-
tes. E uma caracteristica marcante,
que serviu de motivo para o nome da
especie. O ataque a maltose se da em
melo nitrogenado complexo como no
meio de Hugh-Leifson(°) (Tabela IV).
Em relacao a glicose ha resultados
contraditorios. As nossas 2 amostras,
uma ataca fracamente, visivel no 4.°
dia de incubacao; ja outros autores,
Gilardi (7¢8) Pickett & Pederson (19).
com estudo de 153 amostras encon-
traram ataque constante a glicose.
Isto pode decorrer do maior periodo
de Incubag¢ao utilizado pelos 2 pesqui-
sadores, 3 semanas a 37°C. Os pro-
prios autores Hugh & Ryschenkow (11)
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quando descreveram esta nova espécie
de Pseudomonas, utilizando o meio de
Hugh-Leifson (°), com 0,5% de Casi-
tone (Difco), encontraram em 26
amostras resultados negativos para
glicose e outros acucares, dentro do
pequeno tempo de leitura que empre-
garam. NoO entanto, salientaram os
autores que algumas amostras que
permaneceram no Laboratério por 8-
10 anos repicadas periodicamente em
melo semi-solido passaram a dar fra-
ca reacao‘acida apds prolongada in-
cubacao em meio glicosado.

H4 outras provas nas quais o0S
resultados sao sistematicamente ne-
gativos por falta de atividade bioqui-
mica do microrganismo (Tabela III),
hemolise indol, VM, VP, citrato Ko-
ser, H2S, reducao de nitrato a nitrito,
urease, lactose a 109%, oxidase, porém,
em outras provas as reacoes sao ca-
racteristicas e marcantes tais como:
prova da gelatina positivo, oxidase
negativo, quando executado com so-
lucao preparada na hora, pela técni-
ca de Kovacs (16), ou empregando-se
Oxidase discs (Difcc), Stanier, Palle-
roni and Doudoroff (2°) Gardner e
col. (°), Gilardi (7-8). Hidrolise de es-
culina positiva; atividade sobre o Aci-
do desoxiribonucleico positiva; Lisina
descarboxilase positiva; exigéncia de
metionina para crescimento em base
mineral, Gilardi (3); mobilidade posi-
tiva; catalase positiva e producao de
um pigmento escuro que se difunde
no meio conforme se observa na ta-
bela II e nos trabalhos de Hugh &
Ryschenkow (10.11) = Gilardi (7 8).

Em relacdo a sensibilidade as
drogas antimicrobianas poucas infor-

macoes existem a respeito. Os traba-
lhos de Gilardi (7' 8) indicam uma re-
sisténcia a 10 UI de penicilina e sen-
sibilidade a 300U de polimixina. O
unico trabalho a fazer um estudo
mais completo sobre o assunto, é o
de Gardner e col. (°), que testando 27
amostras de Pseudomonas maltophilia
encontraram uma grande sensibilida-
de ao colistin, como também verifica-
ram a 18 amostras de outras espé-
cies de Pseudomonas. Ao contrario des-
tas ultimas, as amostras de Pseudomo-
nas maltophilia foram sensiveis ao clo-
ranfenicol. Os nossos resultados, como
s€ observa nas tabelas V e VI, demons-
tram também para as duas amostras
estudadas, sensibilidade para o colis-
tin, cloranfenicol, além da gabromi-
cina, kanamicina, gentamicina, e aci-
do nalidixico.

SUMMARY

Isolating and characterization of
Pseudomonas maltophilia (Hugh &
Ryschenkow, 1960) from human cli-
nical specimens, in Rio de Janeiro,
Guanabara, Brazil.

The authors have studied the
morpho-biochemical properties and
the sensibility at antimicrobial drugs,
of specie of Pseudomonas, the Pseudomo.
nas maltophilia, (Hugh & Ryschenkow,

1960), isolated from vaginal secre-
tion.

Since important characteristics
among more of sixty-five tested, the
strains studied show to be: oxidase
negative and lysine decarboxylase po-
sitive, to present deoxyrinonuclease
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activity and produced a diffusible
brown pigment: acid was produced
by oxidation of maltose as much in
nitrogenous complex medium as in
Hugh & Leifson medium and they
hydrolise the esculin. The strains was
sensible, for the colistin chloranfeni-
col, gabromycin, gentamycin and na-
lidix acid.
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