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EFEITO DE CONCENTRAGOES SUBINIBITORIAS DE PENICILINA SOBRE
ANTIGENOS DE ESTREPTOCOCOS DO GRUPC G

Angels C. D, de CASTRO (1), Leslle C. BENCHETRIT (1} & César M. de OLIVEIRA (1)

RESUMO

O efeito de concentragbes subinibitdrias de penicilina sobre a producido do
antigeno grupo-especifico e da hialuronidase extracelular foi avaliade em uma
amostra de estreptococo pertencente ao grupo G de Lancefield,

Em todas as concentragSes uma maior quantidade de antigeno grupo-especi-
fico foi extraida das células e a atividade especifica de hialuronidase se mostrou

aumentada em até 1400% nos sobrenadantes das cultures.

O maior aumento na

expressdo de ambos os antigenos foi observado em 1/2 da CMI.

UNITERMOS: Estireptococos grupo G — Penicilina — Antigenos estreptocécicos.

INTRODUCAO

Os efeitos de concentragfes subinibitdrias
(subCMIs) de antimicrobianos sfo observados
em varios produtos que sfio excretados por mi-
crorganismos. A hialuronidase extracelular de
estreptococos do grupo A se mostrou guantita-
tivamente alterada guando estes microrganis-
mos foram expostos a concentragbes subinibi-
tdrias de penicilina 161314, O tratamento de es
treptococos do grupo A com cloranfenicol pro-
vocou um aumente na formacio da hialuroni-
dase 7.

AlteracGes a nivel de antigenos de superfi-
cie foram também observadas. Cloranfenicol,
eritromicina ou penicilina inibiram a produgio
de proteina M por estreptococos do grupo A7 e
salmonelas tratadas com ampicilina, gentamici-
na, tetraciclina ou cloranfenicol apresentaram
titulos aglutinantes anti-antigeno O mais eleva-
dos do que os apresentados pelas mesmas
amostras nio expostas aos agentes antimicro-
bisnos It A fagocitose de S. aurems por leucd-
citos polimorfonucleares se mostrou aumenta-
da quando estes microrganismos foram irata-
dos com antibidticos inibidores da sintese pro-

téica 2. Aumento da fagocitose por macrdfagos
foi observado com estreptococos do grupo A
tratados tanto com antibidticos que atuam na
sintese protéica como com penicilina’?. A ade-
réncia bacteriana também pode ser afetada por
concentragfes subinibitdrias de agentes anti-
microbianos 15,

O nosso trabalho se propbe ao estudo da
influéncia da penicilina, em subCMIs, sobre a
biologia de uma amostra de estreptococos do
grupo G, visto que, ndo encontramos na litera
tura estudds, com antibidticos, que envolvam
este grupo de microrganismos. S&o avaliados
os efeitos do agenfe antimicrobianc sobre a ex-
pressac de antigenos somatico (carboidrato
grupo-especifico) e extracelular (hialuronidase).

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRA BACTERIANA — A amostra de es-
treptococo beta-hemolitico do grupo G foi iso-
lada a partir de uma cultura proveniente de
orofaringe. Foi classificada por reac¢io de pre
cipitagdo em tubo capilar §, na qual se utilizou

(1) Centro de Referéncla para Estreptococes, Instituto de Microbiclogia da UFRJ. Caixa Postal 68040. CEP 21.944, Rio

de Janeire, R.J., Brasil
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0 extrato da cultura obtido pelo dcido nitroso ¢
¢ anhtisoros especificos para os grupos A, B,
C e G de estreptococos, obtidos no préprio 1a-
boratdério através de inoculagio em coelhos,
segundo a técnica dos Centers for Disease Con-
trol, Atlanta, GA, USA.

MEIOS DE CULTURA — Para o crescimento
da amosira e deferminagdo de carboidrato gru-
po-especifico foi utilizado o caldo Todd-Hewitt
(THB, Difco Lahoratories). Para a determina-
¢fio da atividade de hialuronidase usou-se o dia-
lisado do ecaldo Todd-Hewitt (DTHB) prepara-
io segundo BENCHETRIT e cols.l. O meio
I'ryptose Agar Base (Difco) foi acrescido de
5% de sangue desfibrinade de carneiro para a
elaboragio do meio de Agar sangue.

O antibidtico utilizado foi a penicilina G
potéssica (poténcia 1580 U/mg; Indistrias Far-
macéuticas Fontoura-Wyeth S/3) com a gual
foi preparada uma solugéio (1 mg/ml) em sgua
destilada. A soluciio fol esterilizada por filtra-
¢io em membrana (tipo HA, Millipore Corpo-
ration) e distribuida em frascos (1ml por fras-
co) para estocagem & -20°C. Foi adicionada aos
meios emn concentragbes correspondentes a 1/2,
1/4, 1/8 e 1/16 da Concenfragic Minima Inibi-
téria (CMI).

DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO MINI-
MA INIBITORIA — A CMI foi determinada uti
lizando-se 0 método de diluicio em caldol, QO
caldo usado foi o THB, sendo a CMI confirma-
da em DTHB. O indculo constou de uma sus
pensdo hacteriana oriunds de uma culfura de
24 horas, a qual foi diluida no préprio meio de
trabalho de modo a conter 10 unidades (uni
dades Klett, UK) em fofocolorimetro Klett-Sum-
merson eguipado com filtro verde n»° 54 (apro-
ximadamente 105 unidades formadoras de co-
16nias/ml, UFC/ml). A CMI foi considerada a
menor concentracio de antibiético onde nfio se
pode, visualmente, observer o crescimento bac-
teriano apds incubagdo durante 16 horas a 37°C,
em aerobiose,

PREFARO DAS CULTURAS BACTERIANAS —A
amostra de microorganismo foi inoculada (apro-
ximadamente 10¢ UFC/ml) em 2,5 ml de THB
ou DTHB contendo as subCMIs do antibidtico,
bem como em tubo com meio isento da droga,
perfazendo um volume total de 5 ml. Apds uma
incubacio de 16 horas & 37°C, em aerobiose fo-

ram retiradas aliquotas para a deferminagio
da viabilidade das culturas bacterianas. A ab-
sorvancia do crescimento bacteriano foi lida
em fotocolorimetre.

VIABILIDADE DAS CULTURAS BACTERIA-
NAS — A viabilidade das culturas bacterianas,
em subCMIs de penicilina e também na cultu-
ra controle, foi determinada aoc término do
crescimento bacteriano pela contagem das UFC/
ml em placas contendo meio de dgar-sangue.

ANTIGENQ GRUPO-ESPECIFICO — AS sus-
pensdes bacterianas foram sedimentadas per
centrifugagdo. O sedimento fol ressuspepse em
5 mi de meio e novamente foram determinadas
as absorvincias das culturas, Estas foram di-
luidas em caldo de modo a conteretmn o mesmo
mimerce de UK da cultura de menor crescimen-
to. Destas suspensbes foram retirados 5 ml,
os guais foram centrifugados ,sendo o sedimen-
to utilizado para a extracao do carboidrato es-
pecifico pelo método do 4cide nitrosod. Os
extratos foram submetidos a diluigbes seriadas
em dgua destilada pH 7,0 e testados quanto a
capacidade precipitante8 até a diluigho onde
se observou auséncia total de positividade de
reagdo. A positividade foi visualizada, até 5
minutos apds a realizagio da reacio, & fempe-
ratura ambiente, pela formagio de um preci-
pitado grumoso espalhado por todo o capilar.
A intensidade das reagdes de precipitagdo, va-
riando de 1+ a 4+, foi dada pela medida da
altura do precipitado apds 24 horas de incuba-
cio a temperatura ambiente, por estar o preck
pitado, apds este periodo, sedimentado a base
do tubo capilar

ATIVIDADE DE HIALURONIDASE NO SO-
BRENADANTE DAS CULTURAS BACTERIA-
NAS — As culturas bacterianas em DTHB fo-
ram sedimentadas por centrifugacio. Os so-
brenadantes foram colocados para dialisar, con-
tra 200 volumes de fampio acetato de sddio
0,02 M, pH 5,0 contendo NaCl 0,01 M, por 24 ho-
ras a 4°C com uma troca de tampfo apds as
primeiras 18 horas de diflise. Os sobrenadan-
tes assim tratados, foram esterilizados por fil
tracio em membranas Millipore antes da de
terminagio da ativioade enzimdtica,

A medida da atividade de hialuronidase foi
realizada utilizando-se o método espectrofoto
métrico 2 que se basela na ligagio de um co
rante do grupo das carboclaninas ao deido his
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lurdnico. Esta ligacio resulta em uma mudan-
¢a do comprimento de onda do maximo de ab-
sorcdo do corante de 500 para 640 nmd. A
atividade enzimdtica especifica é dada dividin-
do se o niimero de unidades de enzima/ml de
sobrenadante pela absorvancia (UXK) da cultu-
~ ra! ou pelo nmimero de UFC/ml desta cultura,

RESULTADOS

A CMI de peniciling para a amostra estu-
dada foi de 0,02 pg/ml.

A penicilina provocou um sumento do antf-
geno grupo-especifico (Tabela 1), Este aumento

TABELATI
Influéneia da peniclling num ant{geno de sunerficie de
estreptococo do grupo G. Quantificagio da reagia de
precipitagiio em tubo capilar utilizando-se o antigeno grupo

especiflco, obtido de células crescidas na presenga o
antibidtico, ¢ o antisoro especifico *.
Nivel de Intensidade da reacdo de precipitagho
antibiético nas dilulgbes dos extratos de:
1:1 1:2 14 L8 1:16 1:32
Controle 14** —_ -— — — -—
1/16 da CMI*** 24 14 — —_ — —
1/8 da CMI 4+ 14 — -— — —
1/4 da CMI 44 14- — — — —
1/2 da CMI 44 24 14+ 14+ 14 —

" Os extratos antigBnicos foram obtidos por tratamento
com dcido nitroso a partir de culturas bacterianas
padronizadas para a mesma absorvancia a 540 nm.
14, sltura do precipitado, atd 1 mm; 24, de 1 a
2 mm; 34 de 2 a 3 mm; 4+, maeis de 3 mm, —,
ausénela de reagdo de precipitacio.

e OOME = 0,02 pg/ml

L X

foi revelado pela necessidade de maiores dilui-
¢Oes dos extratos, oriundos das culturas cresci-
das em subCMIs, até a ausénecia Jjfotal de reago
de precipitacio visivel, quando estes extratos
foram comparados com o da cultura controle.
O antigeno grupo-especifico das células cresci-
das na presenga de 1/2 da CMI mostrouse 16
vezes aumentado em relagio ao das células da
cultura nio exposta ao antibidtico e 8 vezes
aumentado em relagio s células acrescidas em

concentragoes correspondentes as outras sub-
CMIs '

Qua.ndo a atividade de hialuronidase fof
avaliada por ml de sobrenadante, observou-se
um aumento desta atividade para as culturas
expostas ao antibidtico (Figura 1a). O maior
aumento foi verificado para a cultura crescida

i
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em 1/2 da CMI, correspondendo a 6,4 unidades
de enzima por ml de sobrenadante. O aumento
dessa atividade foi de aproximadamente 30%
em relacdo a quantidade de enzima expressa
pelas células crescidas na auséncia de antibid-
tico. Levando-se em consideracfic que o agente
antimicrobiano causou um decréscimo bem
acentuado na populagio bacteriana (Figura lc)
achamos também necessdrio expressar a ativi
dade de hialuronidase em termos de atividade
especifica. A cultura gue apresentou maior ati-
vidade enzimdtica foi a tratada com 1/2 da CMI
e este aumento correspondeu a aproximadamen-
te 290 e 1400% em relagio ao controle, quando
a atividade foi relacionada a observancia da
cultura (Figura 1b) e ap nimero de UFC (Fi
gura 1c), respectivamente., Tal como aconte-
ceu com o crescimento bacteriano, a atividade
enzimdtica especifica quando relacionada com
a absorvincia da cultura, foi diminuindo a2 me-
dida que a concentracio de antibidtico se tor-
nava mais baixa. Assim, em 1/4 da CMI] esta

o Qs © -
£

£ I
~ 2
% :
- ~
a Qo o
i e %
E 4
5 3
E 0,058 |- 47 H
: £
5 2
3 g
H 416 5

? =L

_f 020 - 4

i -
x oIS o 150 I
2 2
]

= -
5 =
3 1o 00 N
g R
3 3
5 E
H L " .
_g Q05 4% %
3 £
E G

[
a

i 8

i

s

: ) '//._._/

E

3

£

[

] 3

2 P L

(I P AT ) |44 72

Panicllina [Fragdes do CMI}

Fig. 1 — Efeito de concentragdes subinibitdérias de peniel-
lina sobre a atividade de hialuronidase (e ——ae) & 0 cres-
cimento bacterlano (QO——O) de Streptococens do grupo G.
A atividade enzimdtica, por ml de sobrenadante (a) bem
como a atividade enzimstica especifica em relagio ao cres-
cimento bacterianc determinado por medida da turbidez em
fotocolorimetro (B} e por contagem do numero de UFC (g)
fol determinada como descrito emn. Materlais e Métcdos
CMI = 0,02 pg/ml
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avividade foi de 0,065 unidade de enzima por
unidade Klett (U/UK) e em 1/16 da CMI foi
bem proxima da apresentada pelo controle, cor-
respondendo a 0,047 U/UK, sendo a atividade
enzimdtica especifica da cultura controle equi-
valente a 0,042 U/UK,

DISCUSSAO

O nosso teste para a verificagio da presen-
¢a do carboidrato C € um teste de precipitagdo
e por isso utiliza um antigeno solivel que &
extraido da parede das bactérias. Sendo assim,
nao devemos atribuir o seu aumento a um de-
sarranjo na parede celular que, porventura, pos-
sibilitasse a maior exposigic dos determinan-
tes antigénicos como as alteracGes causadas nos
titulos aglutinantes conseguidos com o antige
no O de salmonelas crescidas nz presencga de
antibiético 11, Com estas salmonelas foi verifi-
cado que filamentos longos que possuem a
mesma morfologia das células tratadas com an-
tibidticos apresentam um aumento significante
nos titulos aglutinantes € produzem aglutinacio
mais floculenta do que as bactérias de morfo-
logia normal. Estas observagfes nos levam a
supor gue o aumento da expressgo antigénica
em estreptococos do grupo G seja devido a uma
maior producio do carbeidrato C em culturas
tratadas com penicilina. QOu ainda, que o trata-
mento com antibidtico possibilita uma maior
extragio do antigeno.

A hialuronidase, enzima que despolimeriza
o dcido hialurdnico estd incluida entre os pos-
siveis fatores de viruléneia produzidos por mi-
crorganismos do género Sireptococeus s, O efei-
to de antibidticos sobre a hisluronidase de es-
treptococos foi primeiramente investigado por
FABER & ROSENDAL® e ROSENDAL &
FABER ¥ em microrganismos pertencentes aos
tipos soroldgicos M4 e 24, respectivamente. A
amostra do tipec M4 apresentou um aumento na
atividade de hialuronidase quando crescida em
subCMIs de penicilina enquanto a amostra tipo
M24 apresentou um decréscimo, o qual foi atri-
buido a nfo liberacio da enzima. Aumento da
atividade enzimdtica, para amostras pertencen
tes a0s mesmos dois tipos sorolégicos foi ob-
servado em subCMIs de penicilina em um es-
tudo posterior!. Contrariamente aos resulta-
dos descritos anteriormente e também aos re

sultados do nosso estudo nenhum efeito na pro-

dugdo de hialuronidase foi observado em estrep-

tococos do grupo A tratados com penicilina?.
No entanto o cloranfenicol foi capaz de produ-

zir um aumento na atividade enzimadtica, o que

reforga a observagdo de LORIAN 1 de que efei-
tos de antibioticos em subCMIs séio diferentes
o efeito produzido pelo CMI.

Em nosso estudo a ocorréncia de lise em
culturas expostas ao antibiético ndo foi deter-
minada. Virias sio as hipoteses gue podem
ser levantadas para a explica¢io do aumento
da atividade especifica de hialuronidase. As
culturas podem ter crescido e lisado, liberan-
do assim mais enzima no sobrenadante duran-
te o periodo de incubagé@o. As células mortas
nos estdgios iniciais do crescimento exponen-
cial liberariam enzima em niveis baixos, porém
detectdveis, os guais somados & hialuronidase
normalmente liberada pelas células vidveis au-
mentariam a atividade enzimdtica!l. No entan-
to, em 8. aureus foi detectado que subCMIs de
penicilina ndc causam a morte da célula?. Se
levarmos em considerag¢io que este fato ocor-
re também com o estreptococo estudado, ou-
tras hipoteses podem ser levantadas. Assim,
as células que alcancaram o final da fase loga-
ritmica de crescimento poderiam tfer produzi-
do e secretado enzima em niveis meais eleva-
dos!. Também podem ter ocorrido modifica-
¢bes na parede celular possivelmente alteran-
dd sua permeabilidade e possibilitando uma
maior liberagic enzimadtica.

Uma cbservacio que consideramos muito
importante foi o fato que a atividade de hialu-
ronidase medida por ml de sobrenadante néo
se mostrou diminuida nas concentractes sub-
inibitdrias de antibidtico. Isto significa gque
subCMIs de penicilina, apesar de terem cau-
sado um decréscimo na populacio microbiana,
em nadsa favoreceram g dimimuigio de um pro-
duto elaborado pelo microrganismo, © qual
possivelmente esteja envolvido com a sua pa-
togenicidade,

SUMMARY
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cellulay hyaluronidase by drug-exposed cells
were examined. At all concentrations levels a
higher amount of group-specific antigen was
extracted from cells and increases of up to
1400% in the specific activity of hyaluronidase
were determined in culture supernates. The
higher increase in the expression of both anti-
gens was observed at 1/2 MIC.
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