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CONCENTRACOES INIBITORIAS MINIMAS DE CIPROFLOXACIN (BAY-9867) PA-
RA BACTERIAS ISOLADAS NO RIO DE JANEIRO, RJ*

Milton de Uzeda
Maria Candida de Souza Ferreira
Ivano de Filippis

Dept? de Microbiologia Médica
Instituto de Microbiologia da UFRJ
Centro de Ciencias da Saude

Bloco I - Ilha do Fundao

Caixa Postal 68040

21941 Ric de Janeiro RJ, Brasil

& Elizabeth Maria Bellintani (estagiaria)

Laboratorio de Bacteriologia
Hospital Universitario 'da UFRJ
Centro de Ciéncias da Saude
Bloce I - Ilha do Funddo

Resuam

Foi determinada a concentraczo inibitdria minima in vitro deo ci-
profloxacin para cepas de enterobactérias, enterecocos, Sfaphyfo-
coecus, Pseudomonas e bactérias anaerdbias estritas isoladas de
diversos processos infecciosos de pacientes do Rio de Janeiro,
RJ. A maioria das cepas de Eschenichia coll e Klebsielfa pneumo-
niae foi inibida com 0,25ug/ml do antimicrobianc, enquanto
1,0ug/ml foil mnecessaric para inibir 90% das cepas de Profeus e
StaphyiococcuA A CTMyg para cepas de Pseudomonas aeruginosa e
Szheptacoccué faccalls atingiu 2,0ug/ml; no entanto, para bacte-
rias anaerdbias estyritas (BQQIEKOLdeb fragilis e Clostnidium per-
fringens) elevou-se para 16 e Bug/ml, respectivamente. A anilise
da curva de morte empregande amostra-padrac de Escherichia cold
(ATCC-25922) revelou o efeito bactericida do ciprofloxacin.

Sumary

Minimum inibitory concentrations of c&p&oﬁﬂoxac&n {BAY-9867) fon
bactenia isofated in Rio de Janeiro

The minimum inhibitory concentration of ciprofloxacin was deter-
mined in witro for several strains of Enterobacteriaceae, entero-
cocei, Staphyfococcus, Pseudemonas and strictly anaerobic bacte-
ria isolated from human infectious diseases occurring im Rie de
Janeiro, ,RI. Most of Eschendchin cofdl and Klebsielfa prneumoniae
strains was inhibited with 0.25ug/ml of the antimicrobial agent
while 1.0ug/ml was necessary to inhibit growth of 90Z of Parofeus
and Staphylfococeuws strains. The MICqy for Paeudomonas deauginosa
and Streptococcus faeccalls reached 2.0ug/ml, although for Bacte-

*Trabalthe desenvolvido no Dept? de Microbiologia Meédica do
Microbiclogia da CFRIJ.

Rev, Micrcbiol., Sao Paulo, 18(2):117-121, Abr./Jun. 1987.
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roddes ghagilis and Clostrldium perfringens increased to 16 and
8ug/ml, respectively. Kill-curve analysis employing a referemce
strain of Eschendehdia cofl (ATCC-15922) showed a bactericidal ef-
fect of ciprofloxacin.

Introdugao

Ciprofloxacin € um novo derivado do acido quinolinico-carboxilico que apresenta
ample espectro de atividade inibitdria sobre bactérias Gram positivas e Gram
negativas, aerdbias, anaerchias facultativas e estritas {3, 5, 8), incluindo cepas
gue se apresentam resistentes aos aminoglicosideos e outros agentes antimicrobianos
amplamente enpregados, camd os antibidticos beta-lactimicos.

Considerando a possibilidade de diferencas regionals quante 3 sensibilidade de
bactérias a esta nova droga, determinamos a concentracdo inibitdria minima (CIM) do
ciprofloxacin para cepas iscoladas recentemente de pacientes infectados na cidade do
Ric de Janeiroc.

Haterial e Metodos

Cepas de bactferias - Foram testadas entercbactérias, Pseudomonas, Staphylococcus e
enterococos provenientes de  urincoulturas realizadas nc  Laboratdrio de
Bacteriologia do Hospital Universitario da UFRJ e bactérias anaerdbias estritas
(Bacterodides 4ragilis e Clostnidium perfringens} isoladas de diversos quadros
infeccioses humanos ne Laboratdrio de Anaerdbios do Instituto de Microbiologia da
UFRJ.

Agenfe antimicrobiane - Ciprofloxacin (BAY 9867) foi utilizado na forma de pd seco
fornecido por Miles Pharmaceuticals Inc. (West Haven, CT, EUA}.

Teste de sensibilidade - FPoi efetuada a determinacdc da concentracdo inibitdria
minima (CIM). O ciprofloxacin foi diluido em agar Mueller—Hmton (10), resu}_tando
em concentracdo finais que variaram de 32 a 0,007ug/ml na razdo 1:2.

Para as cepas de Profeus e Clostrnidium empregamos o método da diluicdo em caldo
na microplaca (2) com as mesmas concentracoes finais empregadas no metodo descrito
anteriormente.

paralelamente, foram utilizadas cepas padrfo de Escherdchia cofd  (ATCC-25922),
Pseudomonas  aewugdnosa  (RTOC-27853), Staphylococcus  awreus (ATCC-29213) e
Streplococeus faeccallis (ATCC-29212) visando o controle dos testes. Os  indculcs
utilizados apresentaram concentragio aproximada de 5 x 10° unidades formadoras de
coldnias por mililitro (UFC/mi).

Curva de morte - A cepa padrio de Escherdichia cold ({AI(C-25922) foi submetida &
andlise da cuwrva de morte (6). O microrganismo foi cultivade em 100ml de caldo
Mueller-Hinton até atingir uma concentracdo aproximada de 107 UFC/ml sendo, logo
apos, adicionado o ciprofloxacin (tempo zero) resultando wa concentragiéo de quatro
vezes a CIM, determinads anteriormente.

Em intervalos requiares de 1, 2, 4, 24 e 48 horas, apds o tempo =zero, aliguotas
da cultura foram sutmetidas 3 oontagem de viaveis para determinagdc de UFC/iml.

Efeito do inoculo - B CIM do ciprofloxacin para Escherichia cofd  (ATCC-25522), em
varias concentracdes de indculo, foi determinada em caldo Mueller-Hinton pela
técnica de microdiluicdo (9). Concentragles variadas de ciprofloxacin em caldo
Mueller-Hinton foram distribuidas em mlcroglacas (Falc:ong ED, Oxnard, Ca, EUA}
sendo logo apds, adicionadas suspensdes com 10°, 107, 10°%, 107, 10“ e 10° UFC/ml
do microrganismo, 2pds 24 horas de incubacio rea_'?.lzou—se a leltura dos resultados
com a determinacdo das menores ooncentragoes do antimicrobiano capazes de inibir o
crescimento de diferentes suspensoes da bactéria.
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Tabela 1 — Determinacic da concentragdo inibitdriz minima
(CIM%5y e CiM¥%gg) do ciprofloxacin para cepas de bactérias
método de diluicdo em agar e diluigao em microplaca.
Simbolos: *CIMgg = Concentracdo minima capaz de inibir 50%
das cepas testadas; **CIMgg = Concentracao minima capaz de
inibir 90% das cepas testadas; **% = Foi empregado o método
de diluigdo do agente antimicrobianc em microplaca
("micro-broth")

N de Concentragdes inibitdrias minimas (ug/ml}
Micrerganismo cepas

testadas ClMsg CIMgp Faixa de variagao
Escheniehia coli 114 0,08 0,25 0,01 a 1
KEebaiekia preumpriae 59 0,125 G,25 0,01 a 1
Keebsiella ozaenae 2 0,06 G,128 0,06 a 0,125
Enterchacter agglomerans 5 0,06 0,125 0,03 a 0,125
Entercbacten avrogenesd 3 0,08 0,125 ¢,06 a 0,125
Luiercbacten cloacae 3 0,03 0,06 8,03 a 0,25
Serratia meacescend 13 0,25 1 0,125 a 1
Proteus minab{fis**? 26 0,01 1 0,007 a 2
Proteus vufgaris*** 10 ¢,03 1 0,007 a 1
Providencia sp. 1 1 1 i
Paeudomonal aeiuginosa 42 0,5 2 0,06 =a 8
Staphyfococeus aurewsd 7 0,5 1 0,25 a 1
Staphylococcus coag. Neg. 6 1 1 0,5 a 1
Streptococeus faccalis 23 1 2 0,5 a 2
Bacterodides faagilis 32 4 16 2 a 32
Clostaidium perjiingens*** 5 0,5 g 0,125 a 8§
Cepas-padrao
Eschenichia cobd 1 0,03 0,03 G,03
{ATCC-15922)
Preudomonas agiuginosa 1 1 i 1
{RTCC-29213)
Staphylococeus anreud 1 0,3 0,5 0,5
(ATOC-25213)
Strepiococcus faccalis | 1 1 1 1
(ATCC-29212}
Resultados

Os resultados das concentragdes inibitorias minimas (CIMsgp e CiMgpg), bem camo a

faixa de variacio est3o representados na Tabela 1. A maioria das cepas de
Eschenichia col{ e Keebsiella pueumonize fol inibida pela concentracéo de
0,25ug/ml, enquanto 1,0ug/ml fol necessario para inibir 90% das cepas de Profeus e
Staphyloccecus. A CIMgg para cepas de Pieudomonas agiugincsa e Sthepfococcus
faccalis atingiu  2,0ug/ml, no entanto para bactérias anserhias estritas

(Bactercides fragilis e Clostnidium perfringens) elevou-se para 16 e 8ug/ml,
respectivamente,

A curva de morte obtida com a cepa padrio de Eschenichia cofl  (ATCC-25922)
revelow que apds gquatro horas de incubagdo, ocorre um decréscimo de 1 log na
contagem de vidveis. Em 24 horas ndo foi possivel detectar qualquer nimero de
bactérias'viavels (Figura 1).

Cuante zo efeito do indculc & possivel observar na Tabela 2 um decréscimo
acentuado na concentragio inibitdria wminima quando se utiliza indculos de 108
UrC/ml {CIM = 4,0ug/ml) e de 107 UFC/ml (CIM = 1,0pg/ml).

Discussao

Estudos deffarmaoocinética de ciprofioxacin (4) revelaram que, apds administracdo
oral de uma tnica dose de 500mg do antimicrobiano em voluntirios humanos, os niveis
séricos atingem até 2,4ug/ml. Estes resultados serviram de base para que = as c<epas
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Tabela 2 -  C(Concentracdo inibitdria Figura t - Curva de morte para
minima  (CIM) de ciprofloxacin para Escherichin  cofi  (ATCC 25922) com
Escherichia cobi (ATCC-~25922) em ciprofloxacin (0, 12ug/ml)

diferentes concentracdes de indculo

ML

Unidades formadoras Concentragdo inibitdria minima
de coldnias (UFC) /ml {CIM) de ciprofloxacin {ug/ml)

1,0 x 16% 4,0 109 L
2,5 x 107 1,0 g
6,25 x 10% 9,015 10
3,9 x 10f 0,0618 107
2,4 x 1o @,0009

6,1 % 10° 0,00045 108

10°
10°
10°
102
10"

0

que  exigem CiM  £1,0ug/ml sejam
consideradas sensivels e aquelas que
exigem CIM z4,0ug/ml sejam consideradas
resistentes (1).

Neste sentido, pudemos evidenciar que
o ciprofloxacin apresentou um  amplo
espectro de atividade inibitdria in
vitro para a maicria das cepas testadas
e que, de um mode geral, nossos
resultados foram semelhantes aos de
outros autores (1, 3, 35). Deve ser
destacada tamb&n, a ocorréncia de microrganismos resistentes ou powco sensiveis ao
antimicrobianc, principslmente a maicria das cepas de Bacterodides fragilfis e
algumas cepas de Pseudomonasd aeruginosa e CLosinidium pergringens.

Cutrossim, considerando-se que a concentragdo de ciprofloxacin na urina, apds
administragdc oral de 500mg, atinge sempre niveis acima de 2,0ug/ml (4} deve ser
avaliada sua maior eficicia no tratamento de infeccOes urindrias bacterianas.

As curvas de morte tém a finalidade de verificar se o antimicrobiano tem
atividade bactericida, caracteristica importante em inimeras ocasides de seu
emprego na pratica médica (7). Da analise dos resultados & possivel defindir,
preliminamente, o ciprofloxacin como um antimicrobiano bactericida pois apresentou
eficdia na destruicdo bacteriana, conforme fol revelado pela redugio do ntmero de
microrganismos viavels apbs 24 horas de incubacic. Este efeito bactericida pode ser
confirmado pela verificacac de una relagdc direta entre © nimero de bactérias
{concentracac bacteriana) e a CIM cbtida com a droga testada. Cabe ressaltar que o
nimerc de células recomendadas para determinacic da CIM pelo teste da diluicio em
caldo & de 10° UFC/ml e que a utilizacdo de indculo "2 x log 10" & suficiente para
aumentar significativamente a CIM (Tabela 2).

| | HORAS
0 2 4 24 48

AL iy
71

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA (UFC) POR
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Summary

Coagulase-negative staphylococci strains isolated from human in-
fections were studied for susceptibility to ciprofloxacin. Of the
83 strains tested, 82 were sensitive to the antibiotic as deter—
mined by the disk (5ug) diffusion method and their growth was
inhibited by a drug concentration of ipg/ml.

Resumo

Sensibitidade de estagilocsoccos coagubase negativos a ciproffoxa—
edin in vitho

A sensibilidade ao ciprofloxacin fol testada in vitro em 83 cepas
de estafilococos coagulase-negativas isoladas de infeccdes huma-
nas. De 83 cepas, 82 mostraram-se sensiveis ao antibidtico pelo
método de difusdo com disco {5ug) e foram inibidas naconcentracio
de tug/ml da droga.

Introducticn

The search for new antibacterial drugs continues in order to develop agents with
greater activity against a wider spectrum of pathogens than the drugs that are
already available.

Ciprefloxacin is a new quinolone structurally related to nalidixic acid and
norfloxacin ad characterized by a marked activity and a broad antimicrobial
Spectrum in a variety of bacterial infections embracing those caused by important
Gram-positive and Gram-negative microorganisms (1, 3, 4, 5, 10, 16).

Coagulase-negative staphylococcei (CNS) have been nrpl;l,cated 1n various human
infections particularly those affecting the urinary tract (6, 12, 14). The reasons
for the emergence of these organisms as pathogens are not known Eowever the
relatively high incidence of resistance to many of the cammonly used antibiotics
may have played a part.

The purpose of the present study, therefore is to describe  the in vitro
antimicrobial &ctivity of ciprofloxacin against clinical isclates of these
important human pathogens,

Materials and Methods
Strains - We studied 83 coagulase-negative staphylococei isolated fram clinical

Rev. Microbiol., 8ao Paulo, 18(2):122-125, Abr./Jun. 1987.
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specimens (urine and blood, Table 1}. They were identified by using the scheme of
Kloos and Scheifer (7, 8, 11). The species of the strains listed wnder
"midentified” were not determined.

Antibiotie - A standard powder of ciprofloxacin (potency, 853ug/mg) was supplied by
the manufacturer (Miles Pharmaceuticals Inc,). Paper disks contained Sug of
antibiotic (Cxoid).

Susceptibility fests - We have used the standard disk diffusion test to Jdetermine
the susceptibility of the organisms to the antibiotic (9). Zone diameters obtained
for individual strains within each species were measured and interpreted as
follows: S12mm, resistant; 13-17mm, Iintermediate; =18mn, sensitive. Minimum
inhibitory concentrations were determined by the serial dilution method with use of
the multiple inoculator device of Steers (13) and standardized bacterial inocula
{18). The dilution schemes ranged from 0.07 to 8ug/ml. Plates contained
Mueller-Hinton medium and MICs were read after incubation at 37°C for 18 hours. The
quality control microorganisms used were from the American Type Culture Collection:
E. cof{ 25922, P. agrugdnosa 27853, S. faeccalis 29212, S. aureus 25293 and 29213.

Results Table 1 = Speciation and
origin of staphylococcal

In the reference strains, the MICs and the strains tested.
diameters of the zones of inhibition around the Symbols: * = CNS isolates
disks were as follows: E. cofd, 0.03pg/ml and were speciated wusing the
34mm; P, aehugdnosa,  ipg/ml and  26mm; S, scheme suggested by Kloos
daecalis, Tug/ml and 20mm; S. awrews 29213, and Schleifer (7, 8, 11)
Tug/mi and 20mm; S. auwrews 25293, Tug/ml and
22mm.

The spectrum of ciprofloxacin antibacterial sites
activity is sumarized in Table 2, A Species* —— Total
concentration of 1ug/ml prevented the growth of Urine Blood
82 of 83 strains. BAgainst $S. epideumidis ;
isolates, ciprofloxacin eshibited 50 and 90% S. saprophytiras 38 4 42
inhibitions with MICs of 0.5 and 1.0ug/ml S. epldewmicls 413
respectively. The antibiotic was equally active S. cohnid L 10
against * straing of allother species with Tpg/ml 5. warnend 5 5
required to inhibit eithexr 50 or 90% of the $. sdmulans 1 1 2
organisms. S, xyfosus 2 2

A11 but cne of the staphylococcal strains were 8. haemolyticus 1 1
SU.SCEPt:Lble to the antibiotic when tests were Unidentified 1 5 I3
performed according to the single disk methed. Total & 17 3

The S§. saprophyiicus isolate that was classified
as intermediate had the highest MIC of all the
strains tested {2ug/ml; Table 2}.

Discussion

The multiplicity of bicchemical mechanisms for antibiotic-resistance in bacteria
and the. emergence. ard dissemination of resistant strains in hospital isolates
justify research on new drugs.

Ninety per cent of coagulase-positive staphylococeal strains {5, 16} or CNS
isolates (5) were shown 0 be inhibited by 0.5ug of ciprofloxacin per mi, In all
cases, the MIC wvalues ranged from 0.12 to 1.0ug/ml. In the present study ,
ciprofloxacin exhibited a good antimicrobial activity against the different species
of CNS. Most of the strains tested were inhibited by the drug in a concentration of
< 1ug/mi and were considered as sensitive. Strains for which the MICs were 2.0ug/ml
and 4ug/mt are considered to be intermediate and resistant respectively {1}. These
values are from studies on the pharmacokinetics of the drug (2). When a single dose
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"Table 2 -  Susceptibility of coagulase-negative
staphylococcal strains to ciprofloxacin

Nr.of strains with
ies indicated MIC (ug/ml); Diameter of the zone of inhibition
Spec imm + standard deviation)
8.25 0.5 1.0 2.0

v

WU~ NN A 0 S0 O

. saprophyticns 1
. epddenmidis 7
cohnii

. waned

sdmulans

- xybosus

. haemofyticusd
Unidentified 1
Total 8

1 26.
25
24
23.
25,
27,
29,
26.
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of ciprofloxacin is given orally to humans, the peak serum level at 1.25 hour is
2.4mg/ml  and the blister fluid maximm level exceeds 0.82pg/ml. Elimination
half-life reaches 5.6 hours and 30% of the drug is recovered in the urine in a
concentration of 2.0ug/ml. This prampted the authors to suggest that the drug could
be used in systemic and wuripary tract infections, The MIC of ciproflcoxacin
determined in our study &id not £all less than the concentration in serum reported
by Cramp & col. (2); therefore the results of the present study suggest that
ciprofloxacin could be an effective antibiotic useful for therapy of infections
caused by species of CNS. :

Antibictic-resistance in bacteria may varv merkediv, especiallv if hospitals
strains aye studied.BExtensive usage of' an antimicrobial agent may also result in the
erergence and spread of organisms resistant to the agent or to more drugs
eventhough  the percentage of natural or acquired resistance remains low. Thus, the
introduction of new drugs related or even unrelated to antibictics against which
bacteria are already resistant can provide a temporary respite. The pericd of time
during which the new drugs are useful can alse be extended by proper selection of
patients or infections in which the agent is used. This includes in vitro studies
of their activity against microorganisms as report here.
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Resam

A tecnica de aglutinacio bacteriana com 12 cepas de Yersdnia pes-
£is, foi utilizada para reexaminar 194 soros humanos negativeos ao
teste de hemaglutinagao passiva (PHA) contra a fracdc antigénica
purificada 14 da Y. pesfis, empregado retineiramente no diagnds-
tico da peste humana. Os soros foram obtidos de pacientes consi-
derados suspeitos de peste por evidéncia clinica e epidemiologi-
ca. Nenhum dos soros negativos ao teste de hemaglutinacio apre-
sentou anticorpes aglutinantes contra as cepas bacterianas testa-
das, enquanto que entre os soros controles positivos, obteve-se
maior frequencia de aglutinacio naqueles com titulecs hemagluti-
nantes mais elevados. Sende menos sensivel, a técnica de agluti-
nacao bacteriana nio ofereceu vantagem sobre a hemaglutinagao.

Summary

Comparnison of passive hemagglutination and bacternial agalutina-
Lion tests for senodiagnosis of plague

The bacterial aggiutination test, with 12 strains of Versinia
peslds, was employed in the reexamination of 194 human sera, that
had previously proved to be negative to passive hemagglutination
test (PHA). The PHA test for antibodies against V. pestis puri-
fied fraction 1A antigen, is the most widely used serological
test for plague in the world today. Sera were obtained from pa-—
tients suspected of having plague by epidemiological and clinical
evidence. In our study, none of the PHA negative sera, had agglu-
tinating antibodies against the bacterial strains tested. Agglu—
tination ocurring more likely with high titered PHA control sera.
Bacterial agglutination test was useless to detect plague antibo-
dies in human sera in the failure of the PHA test.

Introducao

A infeccao pela Versdnia pestis se mantém nos focos naturais distribuidos
mundialmente. No Brasil os focos da infecglc estio concentrados na zona semi-arida
da regidc Nordeste e na Serra dos Orgdos (Estade do Rio de Janeiro}. Atividade
recente desses focos foi demonstrada pelo isolamento da V. pestis de roedores e
pulgas ou detecczo de anticorpos antipestosos em roedores e carnivoros damésticos e
selvagens {1, 2, 3, 4, 5, 10). No periodo de 1980 a 1985 foram registrados pela
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SUCAM/MS, 497 casos humanos de peste nos Estados de Pernanbuco, Ceard, Bahia e
Minas Gerais, com base em evidéncia clinica, epidemiclogica e laboratorial.

A microtécnica da hemaglutinacio passiva (PHA) para anticorpos contra a fragdo
purificada, F1A da Yersdnia pestis & empregada no diagndstico da peste humana e na
vigilancia da peste em roedores e outros mamifercs, principalmente carnivoros
domésticos e selvagens, em todos os focos do mundo.

pesde 1978, a PHA ven sendo utilizada no diagndstico da peste em pacientes de
focos pestosos do Brasil; entretanto tem sido observado elevade nimerc de
resultados negativos (1, 10). Foi admitido que cutras entidades nosolégicas  podem
estar confundinde o diagndstico clinico da peste nesses focos ou que estes
resultados negativos sejam decorrentes da falta de resposta ao antigeno purificado
(F1a) da V. pestis empregado na PHA ou da colheita das amostras em pericdo
inadequado (1) .

A fim de verificar estas duas uUltimas hipGteses, realizamos estudc em sorcs
negativos ao PHA utilizando teste de aglutinacdo bacterianz (6, 8) com cepas de Y.
pestis originadas de focos brasileirvos, visando defectar anticorpos  contra
antigenos das cepas nacionais.

Material e Matodos

Microtzonica da hemagfutinacao passiva (PHA) - Técnica de "Plague Branch, Centers
for Disease Control, Fort Collins, Colorado, USA", recamendada pelo Comité de
Peritos em Peste (13} com antigeno (F12) da Y. pestis obtide pelo método do “Plague
Branch” baseado em Baker & col. (7).

Agfutinaedo bacterdiana - Foram usados Coo antigenos (cepa total) suspensoes das
sequintes cepas de Y. pestis preparadas sequndo Bahmanyar & Cavanaugh {6):
1 = GRS 01 - roedor - Rupelita/MG, 1983.

- BB 02 - pulga de roedor - Feira de Santana/BA, 1984.

- Ba 03 - humaha - Pogoes/BA, 1984.

P.EXU 509 - humana - Guaraciaba do Norte/CE, 1971.

P.EXU 540 - humana Ipueiras/CE, 1371.

- P.EXU 743 — roedor - Araripina/PE, 1975.

- P.EXU 835 - roedor - Ipu/CE, 1979.

- P.EXU 792 - humana - Ipu/CE, 1978.

- P.EXU 803 — humana - S3ao Benedito/CE, 1978.

10 - P.EXU 807 ~ humana - Ipu/CE, 1979.

11 - P.EXU 826 - pulga de roedor — $d0 Caetano/PE, 1979.

12 - All22 - {cepa padrio fornecida pelo "Plague Branch™).

As suspensdes bacterianas estoque foram diluidas em FTA hemagglutination buffer
(g8 7.2) formolizado (0,4%), a 0,2 de absorbancia a 485nm em espectrofotinetro de
Coleman, com O acréscimo de 0,1mi de solucdo apuosa (0,5%) de safranina, por 10nd
de suspensao de antigeno.

Os testes foram realizados pelo métode de Widal modificado, em placas de
microtitulacio cam soros ndc inativados e ndo diluidos, ou diluidos de 1/2 a 1/16
com microtituladores de 0,025mi en 0,025ml de FTA hemagglutination buffer, pH 7.2 4
0,4% de formalina + 1/10C de soro nomal de coelho, inativado a 60°C durante 207,
acrescentando-se 0,025mt das sospenstes antig@nicas. As placas foram agitadas
suaverente, incubadas em cBmara Gmida a 37°C durante Zhs e até o dia seguinte enm
geladeira, A&s leituwras foram realizadas a olho nu, depois de 30' 3 temperatura
arbiente, considerando como titulo a maior dilui¢do do soro com nitida agiutinagao.

i

W oo -1 o Ul b
i

Sonos testes - 194 awmostras de soros colhidos durante as investigagdes realizadas
pela SUCAM/MS em 150 pacientes considerados suspeitos de peste pela presenca de
febre e linfadenite e submetidos ao PHA no Laboratorio de Peste do CPgRM, durante o
ano de 1985, com resultados negativos. Foram obtidas amostras pareadas de 44
pacientes: a primeira colhida entre o 19 e o 229 dia apds o aparecimento dos
primeiros sintomas e a segunda entre 14 e 94 dias do inicio da doenca.

Dos outros 106 pacientes, 28 amostras foram colhidas no pericdo de 1 a 5 dias do
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infcio da doenga, 22 entre 6 e 10 dias, 11 enfre 11 e 15 dias e 45 de 16 a 60 dias.

A casuistica fol composta de 43 pecientes do sexo feminino e 107 do sexo
masculino, procedentes dos Estados de Permambuco (2}, Rio de Janeiro (3), Paraiba
{5), Bahia {29) e Ceard (111). i

Sonvs contnoles - 34 soros de pacientes com  titulos hemaglutinantes de 1/4 a
21/8192, cbtidos dJe pacientes dos Estados de Pernambuco, Paraiba, Bahia e Cearad
no periodo de 1980 a 1985,

7 soros de pacientes de area nio endémica de peste, cam titulos significativos
para hbrucelose, toxoplasmose, mononuclecse ¢ as reagoes de Widal e VDRL, fornecidos
pelo Setor de Inunologia da FUSEM/Recife/PE. '

T soro humano normal (Normal Clinical Chemistry Control Serum, Metrix).

1 soro normal de ceelhe {Laborclin).

Antissoros - Preparados por inoculacio convencional em 2 coelhos da cepa Al1122
morta pelo formol, e 2 coelhos com F1A em adjuvante incampleto de Freund, seguindo
protocolo do "Plague Branch“.

Resultados

Os 194 soros dos pacientes suspeitos de peste que ndo revelaram anticorpos
hemaglutinantes contra a FiA, também ndo apresentaram aglutininas contra nenhwma
das 12 cepas de Yeasindia pestis estudadas.

Dos 34 soros com titulos hemaglutinantes entre 1/4 a 21/8192, 16 aglutinaram
todos o©s antigencs testados, em titulos de 1/2 a 21/32. A Tabela 1 mostra a
distribuicde dos soros examinados que apresentaram aglutininas contra os antigenocs
testados em relagio aos respectivos titulos de hemaglutinacdo.

Fol cbservada frequéncia maxima de aglutinacio (100%3) das cepas de V. pestis
pelos soros cor titulos de anticorpos hemeglutinantes contra a F1a z1 /1024, Na
faiza de titulos de 1/64 a 1/512 cbteve—se 41% de aglutinacdo. Excepcionalmente, 1
soro da faixa de titulos hemaglutinantes <1/32, aglutinou todos os antigenos
testados. Este soro tinha um titulo de 1/4 de anticorpos hemaglutinantes contra a
FiA.

Os soros normais de coslho e humano e os soros dos pacientes de zona nic endémica
de peste, com titulos significativos para brucelose, toxoplasmose, mononucleose e
a8 reagbes de Widal e VDRL, n3o apresentaram anticorpos hemaglutinantes contra a
F1A, nem aglutininas para nenhuma das cepas de Veasdinia pestis.

Os antissorcs de coelho (2 anti~A1122 e 2 anti-Fia) cujos titulos hemaglutinantes
eram 21/512, aglutinaram todas as cepas de Y. pestds usadas camo antigenc nos
testes realizados, emtitulosde 1/4 a 21/32.

Discussao
A pesquisa de anticorpos hemaglutinantes contra a fragio antigénica purificada,
FiA da Y. pestis tem resultado negativa am mmerosos pacientes com diagndstico

¢linico de peste nos focos pestosos &0 Brasil {1, 10).

Tabela 1 + Distribuicac dos soros por faixa de titule

hemaglutinante contra a F14, que apresentaram
aglutininas para as 12 cepas de VYersinia pestis
testadas

Titules hemaglutinantes 4 a2 1/32 /64 a 1/512 171024 a 1/8192

Mmere do soros testados 1

12 10
5 10

2
Nimero de seros ot aglutininas 1
% o soros oom aylutininas 8,3 to41,7 100
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Marshall & col. (11) tanbé&m nfc conseguiram detectar anticorpos no soro de
pacientes do Vietnam can infecciio comprovada peleo isolamentqQ do bacilo, nem
elevacio significativa do titulo de anticorpos em amostras pareadas obtidas de
pacientes na fase aguda e 1o periodo de convalescenca. Sequndo esses autores os
soros foram obtidos demasiado cedo e o intervalo entre as colheitas muito curto, no
caso das amostras pareadas. Por outro lado, Butler & Hudson (9) mostraram gue
anticorpos hemaglutinantes contra a Fl1A podem ser detectados desde ¢ 59 dia da
doenca e aumentam progressivamente até o 149 dia, ocorrendo um “plateaun" que
persiste por vArios meses. O titulo hemaglutinante de 1/16 que & considerado o
ninimo significativo para o diagndstico da peste & atingide em torno do 8¢ dia da
doenca. Das 194 amostras de soro analisadas no presente estudo, 80% foram obtidas
apds o 49 dia do inicio da doenca e no casc das amostras pareadas, o intervalo
medic entre as colheitas foi de 4 semenas. Como as amostras de soro dos paclentes
foram cbtidas no periodc em que se espera detectar wuma resposta soroldgica, a
hipdtese da colheita em tempo inadequado ndo justifica a falta de resposta desses
pacientes.

Recentemente Poland & Barnes ({12) referiram a possibilidade da falta de resposta
ao antigeno purificado F1A da V. pestis, empregado no teste de hemaglutinagdo, no
caso de infececes decorrentes de cepas atipicas que ocorrem na natureza incapazes
de produzir este antigenc. Estes autores sugerem que no caso de falta de resposta
a0 FHA, seja tentade o teste de aglutinagio hacteriana (6, 8) para detectar
anticorpos para cutros antigenos da V. pestis. Aglutininas contra a ¥. pestis podem
ser encontradas desde o 49 dia de doenca e o titulo awmenta significativamente no
periodo de convalescenga (12). Neste estudo utilizamos nos testes de aglutinagao 11
cepas nacionais oriundas de diferentes fontes, além de umz cepa padrdo de
laboratdrio, procurando detectar resposta sorologica aocs antigenos presentes nessas
cepas, Os 194 sorcs de pacientes suspeitos de peste que nao apresentavam anticorpos
hemaglutinantes contra a F1A, assim camo os soros contxole de pacientes de area nao
endémica com titulos. significativos para brucelose, toxoplasmose, moncnucleose, e
as reagdes de Widal e VDRL, também nfo revelaram aglutininas contra nenhuma das
cepas bacterianas testadas. Em contrapartida, os antissoros de coelho (anti-Al122 e
anti-F14) e os soros hmanos com altos titulos hemaglutinantes (Tabela 1)
apresentaram aglutininas, porém em titulos inferiores aos de PHA. Cada soro
aglutinou todas as cepas testadas, independente da origem goegriafica ou da fonte da
qual foi originada. Por este estudo concluimos gue oS so0ros negativos ao PHA tapmbén
ndo apresentam aglutininas contra a VY. pestis (cepa total) sendo obtida maior
frequéncia de aglutinacio nos soros com  titulos hemaglutinantes mais elevados.
Portanto, a técnica de aglutinacio & menos sensivel e ndo oferece nenhuma vantagem
sobre o PHA no diagndstico da peste.

Outros estudos devem ser realizados a fim de esclarecer © problema constituido
por este grupo de pacientes com diagndstico clinico de peste, porém, negativos ao
teste de hemagiutinagao.
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Resumen

Una muestra de 1.427 sueros de ovinos provenientes de 78 rebanos
de ia Décima Regidn de Chile, fueron recolectados entre agesto de
1983 y agosto de 1984 con el fin de determinar anticuerpos de
lengua azul mediante la prueba de inmunodifusidén. La prevalencia
de anticuerpps de lengua azul fue de 6.5%. Treinta y un (39.7%)
rebanos presentaron a lo mencs un animal positivo. La distribu-
cién de anticuerpos segin edad, sexo, época del ano, tamafio y
sistema de explotacidén es discutida. No existen casos clinicos de
lengua azul confirmados en la zona muestreada y no se ha aislado
el virus que indique el(o log) serotipo(s) que eventualmente cau-
se(n) la enfermedad.

Summary

Senologie evidence of bluelongue vinus in sheep of the Tenih Re-
gion, Chife

A sample of 1.427 ovine sera collected from 78 flock in the Tenth
Region, Chile, from August 1983 to August 1984, was analysed for
bluetongue (BT) antibodies using the immunodiffusion test. The
prevalence of BT virus antibody was 6.5%. Thirty one (39,7%)
flocks showed at least 1 positive animal. The distribution of an-
tibody by age, sex, season of the year, size of the flock, and
type of management are discussed. None report of clinical cases
of the disegse have been confirmed in the country.

Introduccion

Ienqua azul es una enfermedad viral, la cual afecta a wna variedad de mmiantes,
siendo J1os ovinos la especie doméstica mas afectada (4, 13). A pesar de ser una
entidad que en alqunas partes del mundo aparentemente no causa signos clinicos de
enfermedad, las perdidas econdmicas causadas por lesiones han sido demostradas por
varios autores (4, 17, 18).

B América del Sur se ha sospechado de casos clinicos de la enfermedad en Perd y
Chile (11). Recientemente se ha informado de evidencia serologica de la enfermedad,
la cual se distribuye ampliamente en varias especies de rumiantes de América
Central v el Sur (6, 8, 16}. El aislamiento del virus ha sido confirmado sclamente
desde Brasil (7). El1 objetivo del estudic fue determinar la prevalencia de

ticuerpos de lengua azul en ovinos de la Décima Regidn y analizar los resultados
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con algunas varizbles relacionadas con el manejo de esta especie.

Material y Método

Se recolectaron 1.427 muestras de sangre de ovinos provenientes de 78 rebafios de
ia Décima Regidn del pais, entre agosto de 1983 v agosto de 1984. Las muestras se
obtuvieron por venipunctura yugular mediante sistema de vacid {vgnojectR, Terumo
Corporation, Tokio, Japin}. Una vez separados 1os suercs se almacenaron a —20°C,
hasta el momento de ser utilizados. Se recopilaron de los propietarios algunos
antecedentes ambientales de los animales, Jlos gue fueron confrontados con 1los
resultados de laboratorio.

Iz técnica de diagndstico utilizada fue la prueba de inmuncdifusidn en agar,
descrita por Jochim {10) y wmwodificada por este mismo autor {1982, comanicacifn
perscnal) . Se registrd como suero negativo cuando las lineas de precipitacién del
'suero control positivo se dirigian dentro del orificio de la muestra de suero.

Los sueros positivos fueron aquellos en que las lineas de precipitacidn positiva
se curvara hacia el orificio del antigeno.

Todos los sueros débilmente positivos fueron reexaminados. Fl antigeno y el suero
control fuercn donados por el Departawento de Agricultura de los Fstados Unidos
(U.S8.D.AL) .

Resultados

Los rebanos estudiados y sus animales muestrados fueron classidicades segun
tamano de la explotacicn (Tabla 1}. Treinta y un rebafios (39.7%) de los 78
muestrados presente a lo menos un animal positivo. Noventa y tres animales (6.5%)
de los sueros recolectados fueron positivos a la pruebha de inmuncdifusion.

El porcentaje mas alto de animales positivos (7.7%) fue detectado en las
explotaciones con menor namero de ovinos.

La distribucidn de sueros segin sexo y edad se presenta en la Tabla 2. Doce
{7.2%) de los 166 machos vy 81 (6.4%) de las 1.2671 hembras fuercn positivos. EL
porcentaje de hembras positivas varid entre un 3.4% para aquellas de ocho disntes y
10.8% para las de dos dientes.

Los rebafics ovinos y sus animales positivos seqin sistema de explotacidon se
presentan en la Tabla 3. El  porcentaje mayor de rebanos (64.3%) ¥ de animales
(12.8%) positivos se presenta en explotacicnes de tipo extensivo, caracterizadas
por poseer hasta dos ovinos adultos por hectirea. El menor porcentaje de positivos,
tanto para rebanos (24.4%) como para animales (2.6%) positivbs se presenta en las
explotaciones de caracter intensivo.

La Tabla 4 presenta los rebafios v animales positivos distribuidos segin  estacidn
del ano. El 73% (19) de los 26 rebafios muestreados durante las estaciones de verano
vy otono fueron positivos. El 23.1% (12) de los 52 predios muestreados durante las
estaciones de invierno v primavera fueron positivos.

Tabla 1 - Distribucidn de anticuerpos de lengua azul en
1.427 ovinos segun tamafic de explotacidn

Tamafio de la explotacidn y_;\'-? ? Rex,.:_os e de Animales
" o mnimales) rebaros positivos animales positivos

o muastreados nNe 3 muestreados R %
Pogueic (1-200) 70 23 35.7 808 62 7.7
dediano (201-1000) 3 T 33.3 195 3 1.5
Grande {mas de 1000) 3 5 100 424 28 6.5

Total 78 3 39.7 1.427 83 6.3




Tabla 2 - Distribucién de anticuerpos de lengua azul de 1.427
ovinos segun edad y sexo.

Simbolos: # Dientes de leche = Aprox. menor de § ano; 2 dientes
= Aprox., 1 ano; 4 dientes = Aprox. 2 anos; 6 dientes = Aprox. 3
anos; 8 dientes = Aprox., & znos y boca quebrada = aprox. 5 y/o
mas 2anos

Edad*

(Segin croncmetria dentaria
de incisives)

Machos positivos Tetal  Hembras positivas  Total

Ne % Machos N2 % hembras
Dientes de leche 2 33.3 & 1 5.0 20
2 dientes 2 7.7 26 19 10.8 176
4 dientes 0 0.0 15 24 7.9 305
& dientes 1 2.4 41 17 9.0 189
8 dientes 7 13.5 52 1 3.4 327
poca guebrada o 0.0 14 9 5.52 163
Total 12 7.2 166 81 6.4 1.261

Tabla 3 — Distribucidn de anticuerpos de lengua
azul en 1.427 ovinos segun sistema de explotacién

. NG da Rebafios NO de Animales
Slﬁ;f;aig? rebafns positivos  animales positivos
P mestreados W@ % maestreados N %
Extensivy {(hasta 2 14 9 64.3 164 21 12.8
ovinos adultos/HA)
Intermedio (mds de 2 23 12 52.5 529 53 10.0

ovinos adultos/Ha v
hasta 5 ovinos adule
tos /Ha)

Intensivo (mas de 3 41 10 24.4 734 19 2.6
ovinos adultos/Ha)

El 13.6% (70) de les 513 animales muestreados durante las estaciones de
verano—otofo fueron positivos y negativos el 2.5% (23) de 914 ovinos muestreados
durante el periodo invierno-primavera.

Discusiin

I1os resultados del presente trabajo son concordantes con estudios realizados en
ctras partes del continente, en el sentido que se ha detectado la presencia de
anticuerpos, sin haber existido antecedentes de animales con signos clinicos de la
enfermedad (6, 8).

La prueba de inmmmnodifusion es simple de realizar, sengitiva, confiable v detecta
anticuerpos commnes al grupo de antigenos del virus de lengua azul {1, 3, 10). Ila
prueba ha sido usada ampliamente para muestrec serolégico en diferentes pafses (3,
6, 14) . Un estudio realizado en bovinos en la misma area determing que 64/100
predios v 343/3817 animales fueron positivos (16).

Son escasos los antecedentes de la susceptibilidad de ovines respecto a tamano de
la explotacidn y sexo. Los resultados obtenidos sugieren una mayor suscentibilidad
en aquellas de mayor tamano, no habiendo aparentemente diferencias de sexo.

Susceptibilidad relacicnada con edad ha =zido informada para lenqua azul en
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Tabla A — Distribucidn de . Fos No de an s
anticuerpos de 19“%‘-_13 azul en 1.427 Estacién predios  positivos  animales positivos
ovines segun estacion del ano suestreados N® % muestrados B %
Otalio 24 17 78 413 65 15.7
ovinos. Cox (2) sefiala que todas Fnvierno 4 8 19.5 363 B2
las razas y edades de los ovinos Primavera " 1 3.4 351 g 23
son susceptibles a lengua azul v Verano 2 2 700.0 1¢0 5 5.0

que los ovinos jovenes de alrededor
de un aw de edad son 1os mas
susceptibles, ILuedkey y col. {12), sin embargo, encontrd que ovejas de cinco afios
de edad ersn mas susceptibles que los corderos. Gibbs vy col. {6} no encontrd
diferencias en la distribucion de animales con anticuerpos dentro de los grupos de
edad.

En el presente estudio, anticuerpos de lengua azul se encontraron en ovejas de
todos los grupos de edad (Tabla 2).

En relacion a sistema de explotacidn, Tamayo y col. (16) encontrd que 23/30 vy
41/69 - rebanos bovinos manejados en forma intensiva y extensiva respectivamente,
fueron positivos. Este trabajo presentd una marcada diferencia de predios positivos
en aguellos cuyo sistema de ewplotacion era intensivo. Un altoc porcentaje de
rebaios muestreados durante los meses de verano-otofio fueron positivos, lo gue
coincide con lo descrito por diversos autores respecto a la ocurrencia estacional
de lengua azul {5, 9, 14). Sin ewvbargo, en relacidn al vector, son escasos los
estudios en Chile de la familia Ceratopogonidae, habiéndose descrito la presencia
de Cullicoides pectipennis en la =zona central, siendo desconocido su rol como
portador del virus (15).

Ia zona en estudio se caracteriza por ser de clima templado vy lluviosc.

Se concluye, que es necesaric realizar estudios que permitan aclarar la
epidemiclogia de la enfermedad incluyendo el aislamiento no sdlo del agente sino
tambien del o los vectores potencialmente involucrados.
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Resumo

A utilizagde da técnica de centrifugacao (16.300g por 10 min) em
50 amostras de agua do mar znalisadas, permitiu a recuperacac de
Versinia enterocofifica em 64% dos experimentos. ‘A técnica de
filtracdo em membrana Miilipore (0,45um), usada comparativamente
como metodo padrao, possibilitou o sucesso de ‘isolamento em ape-
nas 87 dos exames. 0 metodo de centrifugacao, associado a um en-—
riquecimente do sedimento, demonstrou ser eficiente, simples e
préatice para o isolamento de Yensinia sp. a partir de ambientes
aqudticos naturais,

Sumnary

Comparnison of filtration and centrifugation fechniques for fsofa-
Zion 04 Yersinia enterolilica from walen

Centrifugation (16.300g/10min) of 50 samples of sea water led to
the " isolation of Versdnia enferocofitfica in 647 of the experi-
ments. Filtration in Millipore membranes (0,45ym) used in compa-
rison as a standard method allowed the isclation in only 8% of
the attempts. The technique of centrifugatrion associated to the
enrichment of sediment proved to be efficient, simple and prati-
cal for the isolation of Yersdnid sp. from natural acquatic envi-
ronments.

A metodologia recomendada para ¢ isolamento de microrganismos encontrados em
aguas, inclusive Yersinia sp., € a técnica de filtracio em mambranas tipo Millipore
de poro 0,45um, diZmetro de 47mm, adaptada a un porta filtro Hydrosol Stainless
Millipore Cat. N9 XX2004720, submetido a pressdo negativa (APHA -~ BAmerican Ppublic
Health association, 1976). O emwrego desta técnica implica na utilizacdo de
membranas importadas _e, consequentemente onerosas para experimentos gue processem
grandes volumes de Agua. Partindo desta notagao, realizou~se um estudo conparativo
entre esta metodologia padrdo e a técnica de centrifugagio  (16.300g/10min)
empregada para o isolamento de V. entervcelifica a partir de alimentos (Tibana, A.
- Tese de Doutorado, Inst. De Microb. UFRY, 1981)., Inicialmente, trabalhou-se com
m volume de 10000ml  de adgua do mar esterilizada em filtros Seitz e contaminada
artificialmente com uma suspensZo contendo 5x107 células viaveis de V.
enterocolllica sorotipo 0:3. Dez aliquotas de 1000ml foram assepticamente separadas
e processadas equitativamente para as duas técnicas em questdo, sendo as membranas
e o3 sedimentos suspensos em Sml de salina tamponada (PBS pH 7.4) A@os pericdo de
enriquecimento a frio {49C) por 7 éias, uma alcada de cada suspensao fol semeada em
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meios de Agar MacConkey e agar desoxicolato ciltrato, incubados a 25°C por 48 horas,
As coldnias recuperadas foram identificadas por provas bioguimicas convencionais
{Stunph, M.; Ricciardi, I.D.; Oliveira, W.; Sabr&, A. & Bernhoeft, M., Rev. Bras.
de Pesquisas Med. e Biol., 11:383-384, 1978).

Os resultados revelaram uma percentagem de recuperacac de Yeisdnia enterccolitica
em 64% dos experimentos ensaiados através da técnica de centrifugacdc e apenas 8%
quando foi utilizada a técnica de filtragdo em membrana.

Em uwma segunda etapa, associou-se & técnica de centrifugagdo o enriquecimento do
sedimento em salina tamponada adicicnada de sorbitol-bile-peptona (Weagant, S.D. &
Kaysner, C.A., Appl. Environ. Microbiol., 45:468-471, 1983), para o isolamento de
Versinda sp. a partir de oito redutos aguaticos naturais localizados na cidade do
Ric de Janesiro.

Desses redutos foram coletados, no correr do ano, 64 amnstras de agua dos quais
obteve-se sucesso no isclamento de Yewsdnia sp. em 26 oportunidades (42,2%). Em
alqmas das coletas, particularmente as realizadas no verdo, foram obtidos
isolamentos em 100% das amostras processadas.

2ssim, o emprege da técnica de centrifugacdo de amostras de agua, asscciada a um
enriquecimento do sedimento, revelou ser bastante eficiente, simples e pratico para
o isolamentc de Veasinia sp. a partir de ambientes aguaticos naturais.
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Resumo

Foram submetidas ac "California Mastitis Tesc™ (CMT) 468 vacas
pertencentes a 6 rebanhos produtores de leite tipe B da regido do
Municipic de Barretos, S3o Paulo. Diante de resultados positivos
ou SuUSpeitos, foi colhido leite dos quartos reagentes e realizada
& pesquisa e identificacio de $. awrews. As cepas isoladas foram
submetidas a verificacdo da capacidade produtora de enterotoxina
dos tipos A, B, C, D, e E. Das 468 fomeas analisadas, 56 (11,94%)
foram reagentes ao CMI. Destas, 25 (44,6%) amostras de leite re—
velaram-se positivas para cepas de S. avhews, 2 (8,07) das quais
apresenfaram-se como produtoras, concomitantemente, de enteroto—
xinas dos tipos A ¢ E.

Summary

Enterotoxigenic Staphylococcus aurews isofated from mile of mas-
Litie cows

Four-hundred and sixty-eight cows belonging to six herds which
produced B type milk, in the region of Barretos, Sac Paulo, Bra-
zil, were submitted to the "Califernia Mastitis Test" (CMT). Milk
samples were collected from Treagent quarters hoth positive and
suspect and cultures for Sfaphyfococous auions were performed.
The strains that were isclated were submitted to A, B, C, D and E
enterotoxine producing capacity tests. Of the four—hundred angd
sixty-eight cows studied forty-six (11,94%) were reagent to CMT.

Rev. Microbiol., Sac Paulo, 18(2):138-143, Abr./Jun., 1987.
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Of these, 25 (44,67} were positive for S. aureus of which two
{8,0%) produced enterotoxine types A and E.

Introdugan

O leite cru procedente de fémeas infectadas representa perigose veiculo de
infecgio para © homem, podendo ser transmitidas doencas oo a brucelose,
+uberculose, febre Q, carbinculo, estafilococcias e estreptococcias entre outras
{30).

£ importante salientar que existe a possibilidade do leite de fémeas mastiticas,
nas formas clinica cu sub-clinica, ser incorporado ao leite de vacas normmais (25).

A infeccdo da glandula mamiria & sempre ascendente a partir do canal galactoforo,
desenvolvendo-se, geralmente, um processo inflamatdrio decorrente de trauwatismos
verificados, principalmente, durante a ordenha, sequida de infecgao que ocorre CHO
um fendmeno natural (27, 30).

O S. awreus & o agente etioldgico mais frequentemente isolado a partir de vacas
mastiticas em todo o mundo (12). Varios autores estudaram as "bacias leiteiras® de
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Pernambuco e da regido de Barretos
em Sao Paulo. A percentagem de positividade para S. auteus encontrada varica de 50
a 59,2% (11, 13, 16, 20, 22).

Wilson (32) estudou a contaminagBo por S. aureus de leite proveniente da bacia
leiteira de Paraibuna, no Estade de S& Paulo e concluiu que o leite estava
altamente contaminado por S. awteus e que as "linhas de leite" ofereciam todas as
condiches necessarias ao crescimento desta bactéria. Preconizou medidas no sentido
de se prevenir a multiplicacdo microbiana nesse produto.

De acordo com Hobbs & Gilbert (17), apesar do 5. anteud ser encontrado na maior
parte das amostras de leite cru e, também, em produtos lacteos preparados cam leite
nio agquecido ou aquecide ligejramente, nio sao frequentes os relatos de surtos de
intoxicacio alimentar estafilocScica ocasionados pela ingest3o destes alimentos.

0 S. awieus presente no leite cru, pode representar um risco & saide do
consumidor, pelo fato de algumas cepas desta bactéria produzirem enterotoxinas
termpestiveis capazes de provocar intoxicagdo alimentar. FEsta intoxicagdo pode
occorrer apds a ingestio de leite e derivados crus ou pasteurizados, bastando, para
ranto, que o produto contaminadoc com S, auzels enterctoxigénico tenha permanecido 3
temperatura favoravel & miltiplicacao dessa bactéria, durante um tempo suficiente
para a formacdo de quantidades de enterctoxina capazes de provocar tal doenga de
origem alimentar (10, 14, 21, 24, 29).

O leite que contém a enterotoxina estafilocdeica, apresenta sabor e odor nomais
sendo, portanto, consumido sem que haja qualquer suspeita da presenca desse produto
tfxico. A enterotoxina produzida no leite, pode manter-se em diversos progutos
derivados, tais cam leite em pd, sorvetes e queijos {23).

Segundo Aranalde & col. (3}, embora sejam poucos os casos notificados de
imtoxicacio alimentar estafilocOcica provocados pela ingestio de leite e derivados,
existe a possibilidade da ocorréncia de surto desta intoxicagéo.

Diante do exposto, e dada a falta de estudos a respeito, em nosso pais,

planejou-se esta ﬁinvestigagéo com o objetivo de se verificar a presenga de 8.

auneus enterotoxigénico em leite de vacas com prova positiva ou suspeita ao
*california Mastitis Test™ (CMT) (26).

Material e Metodos

Foram submetidas ao OMP 468 vacas pertencentes a 6 rebanhos produtores de leite
tipo B, da regific do Municipio de Barretos, 830 Pauio.

Diante de resultados positivos ou suspeitos foram colhidos 30ml de leite dos
quartos reagentes, assepticamente, em tubos de ensaio estéreis (22). Em seguida, as
ampstras foram colocadas em caixas de material isotérmice {(isopor), contendo cubos
de gelo, e transportadas para © leboratdrio, onde se efetuaram o isclamento e
identificagci@o de cepas de §. auseus.
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Tsofamento e identificacdo de S. aureus - 10ml de leite foram transferidos,
assepticamente, para um tukbo estéril, de forma cinica,procedendo-se a seguir a
centrifugacdce a 3.000rpm durante 10 minutos. Apds a centrifugacao, © sobrenadante
foi desprezado e, com alga de niquel-cromo, o sedimento espalhado na superficie de
&gar Baird-Parker e agar Staphylfocccous n@ 110, em placas {Bmerican Public Health
hssociation) (1), Apds incubagdo a 379C por 24 e 48 horas, procedeu-se ao
isolamento de colénias suspeitas de S, aurews (no Agar Baird-Parker coldnias
negras, brilhantes, com zona de precipitacdo circundada por halo de transparéncia
e no agar Staphylococcus ne 110, coldnias amareladas ou brancas) .

As colbnias isoladas foram semeadas em tubos com agar simples inclinado, as quais
permaneceran incubadas a 37°C por 24 horas. _

Apds a incubagdo, foram preparados esfregacos corados pelo método de Gram, para a
verificagdo . da morfologia das cepas isoladas. A sequir, as que se revelaram oomo
cocos  Gram-pogitivos dispostos em cachos foram submetidas as provas de verificagic
da produgdo de catalase (Harrigan & McCance) (15}, fermentacdc - oxidacdo da
glicose (Subcommittee on Taxonomy of Staphylococel and Micrococci (28), producio de
DNase (Di Salwo) (8), de coagqulase livre (ICMSF) {18), e de TNase (Lachica & col.)
{19).

Pesquisa da eapacidade enterotoxigenica dus cepas .isofadas - Na producdo de
enterctoxina foi empregada a técmica de cultura de S. aureus em saco de celofane,
de acordo car Dommely & col. {9). Por outro lado, na verificacdc da presenga  de
enterotoxina nos extratos cbtidos, empregou~-se a prova de imumnodifusio pelo método
da “sensibilidade &tima em placas, OSP" (18) utilizando-se como padrao  as
enterotoxinas estafilocicicas A, B, C, D, E, assim camo, as regpectivas
anti-enterotoxinas, gentilmente cedidas pelo Prof. Merllin 5. Bergdoll, do Food
Research Institute da Universidade de Wiscousin, EUA.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos referem-se & ocorréncia de casos de mastites subclinicas,
wa  vez que, nos rebanhos estudades ndo fol constatada, ao exame clinico, a
presenca de fémeas com sintomas da doenca.

De acordo cam a Tabela 1, das 468 fimeas analisadas, 56 (11,94%) foram reagentes
ac (MI. Das f&weas reagentes e pertencentes a seis rebanhos produtores de leite
tipo "B", as amostras de leite de 25 {44,6%) revelaram-se positivas para S. auieus.
Destas, em 2 (8,0%) foli constatada a presenca de cepas produtoras,
concomitantemente, dJde enterotoxinas dos tipos A e E. Coincidenterente, estas cepas
foram isoladas de leite de fémeas pertencentes ao mesmo rebarho,

A frequencia de isolamento de cepas produtoras de enterotoxina estafilocScica
Chservada pode ser oonsiderada baixa, atendendo-se para © fato de que a bactéria

Tabela 1 - Distribuicio dos resultados obtidos no "California
Mastitis Test" (CMT), nimero e percentagem de cepas de
Sthaphylococcus awrews isoladas, nemero e tipe de cepas

enteratoxigenicas
Fémeas Fémeas positivas
Rebanhos Lrad VT reagentes Cepas de §. anrens Cepas
ispladas enterctoxigénicas
Wy g Ne $ K tipo
1 42 10 2,13 1 1,78
2 Eit] ? 1,49 4 7,14
3 81 11 2,35 3 8,92
4 13 7 1,49 5 §,92
5 86 7 1,49 4 7,14 2 "agn
] 176 14 2,99 & 1,

Total 468 56 11,94 25 44,61
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deve maltiplicar-se e produzir, no alimento, niveis de enterctoxina capazes de
ocasionar quadro de intoxicaco alimentar. Nossos achados podem refletir o que é
referido por Hobbs & Gilbert (19), ou seja, que nic sfo cammns ocorréncias de casos
de intoxicacio alimentar estafilocScica em que o alimento envolvido & o leite, Isto
pode ser devido também a0 fato de o leite de vacas infectadas com S. awreus
enterctoxigénice ser misturado a0 produto obtido a partir de animais nfo
infectados, Com isto, mesmo havendo multiplicacio da bactéria com produgde de
enterotoxina, ac serem os leites processados nas usinas de pasteurizacdo szo
misturados, cbtendo-se a diluicao da propria enterotoxina, que pode atingir niveis
insuficientes para ocasionar intoxicac@o alimentar, mesmo nao sendo destruida pelo
processo de pasteurizagao.

A baixa positividade para cepas de S. auwrews enterotoxigénicas obtidas na
presente pesquisa, esta de acorde com o que foi observado por Araljc (4). Este
autor, analisando 100 amostras de leite cxu verificou que 50% revelou-se positiva
para S. auieus, porém, dJas 201 cepas isoladas apenas uma (0,5%), oriunda de wa
amostra caja contagem da bactéria foi de 860/ml, revelou-se produtora de
enterotoxina e do tipo B.

Entretanto, tém sido relatados na literatura surtos de intoxicagdo alimentar
estafiloctcica através da ingestdio de leite. Assim, Anderson & Stone (2) descrevenm
a ocorréncia de oito surtos que atingiram 1.190 criancas em diferentes escolas na
Inglaterra, nos meses de Jjunhw a setembro de 1953. Verificaram os autores que em
todos o5 surtos estudados estava implicado leite em pd desnatadc obtido em
diferentes origens. Este alimento apresentou sempre altos nimeros de S. auieus
pertencentes a0 fagdtipo 42 E/53 W, varias veges associado a casos de intoxicacio
alimentar.

Armijo & col. (5} descreveram surtos ocorridos em Porto Rico, em 1956, no periodo
de wm mes, nos guais 775 criancas participantes de um programa de merenda escolar
foram acometidas de uma toxinfecgdo alimentar am que as evidéncias epidemiclogicas
e clinicas incriminavam o leite em pd desnatado que havia sido consumicdo. Apesar
dos testes bacterioldgicos e toxicoldgicos terem sido negativos, todas as
evidéncias levaram a crer que © provavel agente causador desses surtos foi o de S.
aunens enterctoxigenico.

G 8. aureus enterotoxigenico pode mostrar—se presente no leite e derivados crus
ou pasteurizados. Assim, Casmann & col. (7) estudando a capacidade enterotoxigenica
de 236 cepas de S. awreuws isoladas de leite cr@, verificaram que 6,0% eram
produtoras de enterotoxina do tipo D, 1,0% do A, 0,8% & B ¢ 0,4% dos tipos C, 2C,
D e (D, concanitantemente. Os autoves verificaram, também, gue de 51 cepas
iscladas de vacas portadoras de mastite, 2,0% eram produtoras de enterotoxina do
tipo D.

Wieneke (31), estudando a capacidade enterotoxigenica de cepas de S. auieus
isoladas de alimentos e de humanos, verificou que de 63 iscladas de queijo tipo
*cheddar", sete mostraram—se produtoras de enterctoxina. 2 maloria (71,4%) foi
produtora de enterotoxina estafilocdcica do tipo D, porém, 14,3% foram produtoras
de enterctoxinas dos tipos 2C e 14,3% dos BC. Neste mesme estude a autora
verificou, também, que de 50 cepas isoladas de leite cru, 3 revelaram-se produtoras
de enterotoxina do tipo D.

No Brasil, Cabral {6) analisando ampstras de gueijo ocoalho oarercializado no
Mumicipio de Jofo Pessoa, Paraiba, verificou que 74,0% das amostras estudadas foram
positivas para S. awreus. Segunde a autora, alqumas amostras revelaram-se can
nimeros elevados desta hactéria que poderiam ser devides a uma contaminagdo macica
do leite usado no preparo do alimento. Nesse trabalho, das amostras examinadas, a
autora wverificou que 9 (18,0%) ampstras continham cepas de S, ALNeLLs
enterotoxigenice, sendo 5 (10,0%) coam cepas produtoras de enterotoxina do tipo B, 2
(4,0%) do A, una (2,0%) dos AC e uma (2,0%) dos AE, concomitantemente.

Pelos dados citados na literatura e resultados obtidos nesta pesguisa verificamos
que existe a necessidade de cuidados a serem dispensados ao rebanhe lelteire, no
sentido dJde se evitar, sempre gue possivel, a mistura do leite de fémeas infectadas
ao leite de femeas sadias.

O leite recém cbtido deve senpre ser mantide em baixas tamperaturas, até o
instante da pasteurizaglo, para impedir a multiplicacdo de S. auwieus e consequente
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producdo de enterotoxina, que poderia constituir-se em uma ameaga & saide do
consumidor .
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Sumary

An outbreak of staphylococcal food poisoning involving 61 persons
is described. A Sfaphylococcus aurewd enterotoxin B producer was
isclated from meat stuffed with sausage, following an outbreak of
enteritis. The incubation period ranged from 2 to 7 hours; 6 per-
sons were hospitalized.

Resumo
Sunto de infoxicacdo afimentar por enterotoxina estagilococica B

Um surto por intoxicacac estafilocdcica acometeu 61 pessoas, A
partir de carne assada recheada com paio, foram isoladas culturas
de. Staphyfococcus auwreus produtores de enterotoxina B. O periodo
de incubagdo variou de 2 a 7 horas e 6 pessoas foram hospitaliza-
das.,

Enterotoxigenic strains of Staphyfococcus awreus are one of the most important
causes of food poisoning in the United States and Canada (4, 9, 13); this type of
food poisoning has been infrequently reported in developing countries, Enterotoxins
are extracellular products of S. awreus that causes gastroenterites when ingested
with the contamined food. The enterotoxins are designated enterotoxins A through E
(SEA, SEB, etc), according to their antigenic specificities (1, 2, 3, 5, 6). An
outhreak involving SER is presented here. In Apxril 1986, an outbreak occurred from
food served in three restaurants supplied from a central kitchen in Rio de Janeiro.
In the first restaurant 600 meals were served and 58 persons were affected with six
persons hospitalized. In the second restaurant 320 meals were served with one
perscn  becoming i1l and in the third restawrant, 500 meals were served with 2
persons affected. The symptans reported were vomiting, diarrhoes and headache with
incubation pericds fram two to seven hours. Meat stuffed with sausage was the food
item implicated in the illness.

The meat implicated in this outbreak was homogeneized with 0,1% peptone water and
colony plate counts of §. aureus were made on Baird-Parker medium. The isolates
were tested for coagulase and thenmonuclease production (10). The production of
enterotoxin by individual colonies was made as described by Hallander {8) and the
rethod of Robbins & col. (11) was used for the detection of enterctoxins. 2x107
CFU/g of coagulase and thermonuclease positive 8. auwteus were isolated from the
meat, Staphylococcal enterotoxin B was produced by all 10 colonies isolated.

Staphvlococel are particularly tolerant of low misture levels and relatively hich
concentrations of salt (7) with salt cured ham (3,5% salt) or sait pork as comon
vehicles for growth of enterotoxigenic staphylococei (9). Apparently the meat
implicated in the outbreak reported here provide ideal conditions for the

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 18(2):144-145, Abr./Jun. 1987.
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staphylococci to grow and produce enterotoxin. It appears that the heat treatment
applied to the meat was inadequate to destroy all of the staphylococci present in
the meat, The staphylococel remaining had adeguate time to grow to sufficient
numbers, as indicated by the numbers isolated, to produce enterctoxin before the
meat was served.

Staphylococcal enterotoxin A is the enterctoxin most comonly involved in
staphyliocoocal food poisoning with SEB seldom involved. In the USA, SEA was
identified in 27 of 29 outbreak while SEB was identified in only 2 of the 25
outhreak (9}, However, 46% of the individuals 111 in the SEB cutbreaks were
hospitalized while only 5% of the individuals i1l in the BSEA outbreaks were
hospitalized, In the outbreak reported here, $,8% of the ill persons were
hospitalized.

The results presented here indicate that enteritis due to §. aureus could be very
conmon in our environment. Methods effective in preventing food poisoning should be
developed.,
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SCREENING OF MILK~CLOTTING MICROORGANISMS®
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Sumary

From a total of 20 cultures of fungl and bacteria .isolated from
s0oil and milk by-products, eigth strains (five molds and three
bacteria) were screened for their wmilk-clotting activity.
Milk-clotting enzyme was invariably found to be associatediwith
proteolytic activity in fungal and bacterial isolates. However
the two enzymatic activities seem fo be independent. Theré was
considerable variation in the ratio of the two enzymatic actiyi-
ties from strain to strain and from medium to medium for a same
strain, An Asperglflus and a Bacillus strains were selected £
the ratio milk-clotting: proteolytic activities and for the
milk-clotting production, respectively,

ResumD
Sefecdo de mienongandismos ceagulantes do . Leile

Do total de 20 culturas de fungos e bactérias isoladas do solo e
de produtos de laticinios foram selecionados 8 microrganismos (5
fungos & 3 bactérias) por sua atividade coagulante de leite. Essa
atividade estava invariavelmente associada a agao proteclitiea,
nos isolados fungicos e bacterianos., Contudo, as duas atividades
enzimaticas parecem ser independentes. Houve variagao consideri-
vel, na relacidc entre as duas atividades de uma linhagem para ou-
tra e de um meio de cultura para outre, para a mesma linhagem.
Uma linhagem de Aspergiflus e outra de Baciffus foram seleciona-
das pela relacdoc entre a atividade coagulante sobre o leite e a
atividade proteolitica e pela preducdo da atividade coagulante do
leite, respectivamente.

Tntroduction

Calf-remnet is the most conmon milk—clotting enzyme used in cheese manufacture.
The growing demand of the cheese industry and the increasing scarcity of calf
rennet have stimulated the search for clotting enzymes from alternative sources.
Micrchial remnets are proteolytic enzymes produced by microorganisms which are able
to induce the coagulation of milk in a way similar to that of animal rennets,
Production of enzymes using wicroblal strains is generally attractive” because of

* This wrk was extracted from the M.S, thesis of the first author.
** Present address: Fundacdo Ezequiel Dias, Rua Conde Pereira Carneiro, 80 - 30.000

Belo Horizonte MG, Brazil.
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high titers of active cowpounds and shorter fermentation time for production. In
spite of these advantage, efforts to develop a commercial fermentation of microbial
rermets have not been sucessful because of the inwariable strong and non-specific
proteolytic action of milk-clotting enzymes with consequent losses of fat and
nitregen in the whey, reduced yield, and poor quality of the aged cheese (6).
Milk-clotting preparations from strain of Endothia parasiiica, Mucor michel, and
Mucor pusiffus var. Lindt account for almost all of the comercial microbial
remmets in the world (7).

This work describes the isolation and selection of milk-—clotting microorganisms
and the influence of medium formulation on the enzyme production.

Material and Methcds

Isolation of fungi and bacternia - Samples of soil and milk by-products were diluted
in 250ml of sterile distilled water and homogenized. 2 iml aliquot of this
sugpension was spread into selective media for the cultivation of bacteria and
fungi. Culture plates of each medium were incubated at 300C for five days. After
incubation, colonies were selected and purified. Purified cultures were grown on
the maintenance medium and kept at ¢ oC. Identification of the isolates was
determined according to Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (3) or
Barnett & Bunter (1) for bacteria and fungi, respectively. The plating media
employed for the isolation and maintenance were Potato Dextrose Agar (pH 5,6) and
Potato Dextrose Agar pius 0,3% yeast extract {pH 6,5) for fungi and bacteria,
respectively.

Screening fon milk-cfofiing enzgmes - The screening medium for milk~clotting
activity contained the following components in g/l: Skimmilk, 40; sucrose, 1: yeast
extract, 3; and Cal03, 5. The selection of microcorganisms was based on
milk-clotting ability at a maximrmn of five hours at 30°C.

Assay fon protease activity - The proteolytic activity was followed by
milk-clotting and casein digestion methods.

Mifk-clotting method - Milk-clotting activity was determined according to the
method of Berridge (2). Five mi of 10% aguecus solution of skimmilk powder
containing 6.01M CaCly was added to 3ml of 0.1M acetate buffer {(pH 5,0}). The milk
and the buffer were equilibrated for one hour in a water bath at 30°C. Then 1.0ml
of enzymatic preparation at the same temperature was added and the time ({T)
required for coagulation to occur was observed. Usually the mean of duplicate
readings was recorded. The milk cocagulation activity was given by: Milk coagulation
activity/100ml= 100 x &/T x 100, where d = dilution of enzymatic preparation.

Casedin digestion method - A stock solution of 1% (w/v) casein {(Hammerstein, Mexck)
disscived in 0.1M phosphate buffer, pH 7,6, was used for this purpose. An aliguot
of 0.2ml of the enzymatic preparation was added to 1.0ml of casein solution and the
reaction continued for 20 min at 359C. The enzyme activity was stopped by adding
3.0ml of 5% trichloroacetic acid (TCA). The mixture was allowed to stand for about
10 min and the undigested casein was removed by Ffiltering through blue rikbon
filter paper. The absorbance of the TCA-soluble product in the filtrate was
measure spectro-photometrically at 280nm. An appropriate blank was used. One unit
of enzyme activity was defined as that which gives rises, under the conditions
described, to an increase of 1 unit of absorbance at 280mm  (5)

Submenged culiunes - For flask scale experiments, spores from four maintenace
slants of bacteria or fungi, previously grown for 14 days at 309C, were suspended
in 100ml of sterile distilled water. Ten ml of the spore suspension were inoculated
into 100ml of the medium in a 500ml flask. Flasks were incubated at 30°C for 96
hours on a reciprocating water bath with 160 translations per min,

At appropriate time intervals, samples were withdrawn from f£lask. Each sample was
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centrifuged and the supernatant was Table 1 -~ Influence of wedivm

used for enzymatic determinations. formulation on milk-clotting activity
Shake flask cultures were grown in (Activity/100mi) of the isolates.

the following media (g/1): Medium I:  gymbols: ND = Not detected; B =

skimmilk, 40; sucrose, 1: yeast Bacteria; F = Fungi
extract, 3; and Cal03z, 1; Medium IT:
medium I plus proteose-peptone, 1;
Medium III:; potato infusion, 1000ml; -
sucrose, 1; yeast extract, 3: Ca(D3, 5: Hedium

. . Isolates
Medium Iv; medium III plus I II IT I v Vi
proteose-peptone, 1; Medium V: medium
: A . X . F 5] 2} D D 55,00 1,47
IT without CACO3; Medium VI: medium IV Fy Ny Ny N o - 4717
without Calls. F3 o) o W 7,20 M
Fa ] o) 9] thal W 1]
Fg o] ) 59] ) 46,00 3,33
. < 18,00 20,60 8,20 6,00 4,00 D
iscussion Bs , ’ R R
Results and D 8g 27,00 41,00 3,00 3,30 33,60 M
Bio 41,00 166,00 O 5,50 83,00 W

Twenty strains were isolated (four
bacteria, one yeast, and fifteen fungi)
and evaluated for their milk-clotting
ability and for proteolytic activity. COf the isolates, five strains of molds and
three strains of bacteria were screened for their milk-clotting activity in a
maxdimon of 5 hours. Tables 1 and 2 show respectively the milk-clotting and
proteolytic activities of the isolates in various media after 96 hours of shake
fiask cuiture, Milk-clotting enzymes were invariably accompanied by proteolytic
activity but the reciprocal is not true. This fact and the non—proportional
variations of both activities in various media suggest that the two enzymatic
activities are independent. In fungi, a greater proteolytic activity was
accompanied by a greater sporulation. Bacteria were better and more stable
milk~clotting and proteclytic enzyme producers than fungi and the bacterial isolate
Byg, grown in medium IT, showed the higher production of these enzyme activities.
However this isolate yielded cund with loose texture. The cause of lcose clot may
be due to the high proteolytic activity. Proteolytic activity, beneficial up to a
certain point, may cause problems of bitter taste, softening of texture, and
decrease of cheese vield (8).

Table 3 shows the ratio milk-clotting to proteolytic activity. The better ratio
was cobserved for the isolate Fi grown in mediun V. Isolates F3 (fungi) and B1p
{bacteria} were selected for the better ratio of milk-clotting to proteolytic
activities and the greater milk-clotting production, respectively, and grown in
shake flask culture. Figure 1 shows that the milk—clotting activity of the isclate
appeared after the proteolytic activity, confirming that these activities are
independent in fungl (4). There is a lag phase of about 60 hours prior to a
consistent production of hoth enzymes. Probably for the protease secreted by
Aspernglilus rigen (9), the
proteolytic and milk-clotting Table 2 - Influence of medium formulation om
enzymes of these strains are proteolytic activity {U/100ml) of the isolates.
ot produced in asscciation Symbols: ND = Not detected; B = Bacteria; F =
with microbial growth. The Fungi
isolates ¥Fq and Bi0 were
identified as Asperglllius sp.
and Bacillus sp.

Medium
: Isolates
respectivelly. soia "

This work reports  the . H Hi w v v
screening of milk-clotting 7 fo:s) ¥D §,50 41,00 20,00 45,00
micrcorganisms fram soll and ¥ ®D 6,00 22,50 15,00 17,50 120,00
milk-products isolates and the Fs o g 19,00 35,00 47,50 12,50
; - - Fi 50,00 M N 12,50 6,5 15,00
influence of medium Fg 250,00 ) 17,50 10,00 25,00 81,00
formulation on enzyme Bs 775,00 370,00 17,5¢ 50,00 37,30 7,50
production. Cheese making Bg 975,00 625,060 68,30 42,50 675,00

trials are suggested to Big 1.112,00 1.200,00 D 123,00 966,00 17,50




Table 3 - Influence of medium
formulation on the relation between
milk~clotting and proteolytic

activities of the isolates.
Symbols: B = Bacteria; F = Fungi

Isclates Medium

I IT III it v VI
M - - - - 2,75 0,03
Fa - - - - e 0,03
Fy - - - - 0,15
Fyq - - - - - -
Fg - - - - 1,66 9,04
85 0,02 0,05 0,47 0,12 0,11 -
89 0,03 0,06 0,04 0,08 0,05 -
Big 0,04 ¢,14 -~ 0,04 0,09 -

evaluate the effects of the enzymatic
preparation on cheese quality and
vields.
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Supmary

Two phases were observed in batch fermentation of unsterilized
whey by Lactobacilfus bufgaricus. During the first phase the lac-
tose was hydrolysed by the bacterial cells and glucose was imme—
diately fermented, while galactose accumuiated in the fermenting
medium. During the second phase the galactose was assimilated by
the microorganisms. Cells growth occured only at the beginning of
the first phase.

Resumo

Utilizacio preferencial da glicose na fermentacdo descontinua de
sono de Reite pon Lactobaciffus bulganicus

Em fermentacdes descont{nuas, por Lactobacillus bulgaricus, de
soro de leite nao esterilizado, foram observadas duas fases. Na
primeira, a lactose fei hidrolisada pela bacteéria e a glicese fol
imediatamente fermentada, acumulando-se galactose no meio em fer-
mentacio. Na segunda fase, a galactose foli assimilada pelo mi-
crorganismo. Somente no comego da primeira fase observou-se cres-
cimento celular.

Introduction

The lactic fermentation of whey by Lactobacillus bubgardicus was recently studied
(1, 6, 8, 12, 13) with the purpose to preduce a ruminant feed supplement rich in
crude protein (3, 4).

During the process, the lactic acid produced by the bacterial cells is
continuously neutralized by adding NH; (or ammonium hydroxide soluticn) in order to
maintain a constant pH value. The fermented medium is then completely neutraiized
and concentrated, leading to the feed supplement.

No information were found, however, regarding the mechanism of sugars utilization
by L. bufgaricus during the fermentation of whey.

The main purpose of the present paper is to show that two phases exist in batch
fermentations of whey by L. bulgaricus. During the first phase, the bacterial cells

* present address: Jeronimo faleuero, 3028/59Piso, 1425 Buenos Aires, Argentina,
**7o whom reprints request should be addressed.
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hydrolyse all the lactose and ferment the glucose, while in the second phase the
microorganism ferment the galactose.

Materials and Methods

Preparation of the inocubum - 20mg of lyophilized cells of L. bulgaricus were added
to a 250ml erlenmeyer flask containing culture medium {10g of skim milk poseder amd
g of tap water) previously sterilized (115°C; 15 min). The inoculated flask was
incubated at 40-42°C for 15h.

Raw materdial - Dehydrated whey containing 73% lactose, 13% protein, 9% mnineral
substances, 1% fat and <4% moisture, was used in all the experiments.

Preparation of the fermentation medium - Suitable quantities of the dehydrated whey
were dissolved in tap water at 40°C in order to obtain the desired lactose
concentrations (21.6 to 82.0g1™%). Yeast extract (2.0 or 4.0gl™') was then added to
the mash. The medium was not sterilized,

Fermentation tests - The fermentation experiments were carried out in  a
non-sterilized 7-liter New Brunswick fementer, containing 2% of the medium and
200ml of incculum, wunder the following esperimental conditions: temperature,
44-45¢C; pH, 5.4-5.5 (automatically controled by the addition of 233-278q1—!
ammenium hydroxide solution); impeller speed, 200min~ . The volume of ammonium
hydroxide solution added to the fermenter was measured by means of a calibrated
tube commected to the pH control device. -

Analyiical detemninations - Total

sugars concentrations {(calculated Figure 1 - Results obtained under the
as lactose) were determined by the following experimental conditions: initial
method described by Montgomery (9). value of S = 20.3 g.17%; initial yeast
Lactose concentrations were extract concentrations= 4,0 g2.17%;

measured by the method proposed by concentration of the —ammonium  hydroxide
Nickerson & col. (10). Lawrence's solution = 278.3 g.17°, The arrows indicate
method (7) was used to determine the results of paper chromatographic
lactic acid concentrations. Giucose — 2talysis (LAC = lactose; GAL = galactose)
concentrations were measured by the

hexokinase method {Technicon

International Division). Bacterial 7o z
cells oounting were carried out by

the method of Ereed as described by

Behmer (2). Paper chramatograghy 607
(5) was used to detect sugars in
the fermenting medium.
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Figures 1/2 show typical results 301
cbtained in our fermentation tests,
No gluccse was detected in the
fermenting medium during all the
process. A proportionality was
chserved between the wolume of 0
amonivm  hydroxide solution added
to the fermenter in order to
control the pH and the quantity of
lactic acid prodoced by the
bacteria (Fig. 3}.
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Figure 2 — Results obtained under the following experimental
conditions: initial value of L = 37.4 g.17%; initial value of
S = 42.1 g.1='; initial cells concentration = 2.7x10%
cells.ml™; initial vyeast extract concentration = 2.0 g.1"%;
concentration of the ammonium hydroxide solution = 266.1 g.1™t
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Discussion

Figures 1 and 2 clearly show twe distinct phases in the femmentation of whey by
L. bulgaricus. During the first one, lactose was hydrolysed (Fig. 2) producing
glucose and galactose; the glucose was immediately fexmented while the galactose
accumilated in the culture medium (Fig. 1}. During the second phase the galactose
was fermented by the bacterial cells. Cells growth was observed only at the
beginning of the first phase (Fig. 2} and the cells concentration remained then
constant wntil to the end of the fermentation, leading to the conclusion that
almost all the lactic acid was produced by non-growing cells.

The above facts could by explained based on the results obtained by O'leary &
Woychik {11) in experiments of lactose fermentation by Sirepiococcus Zheamophdifus.
They stated (11} that lactose was intracellularly hydrolysed by the bacteria; the
produced glucose was immediately utilized by the micreorganisms while the
galactose was accumilated in the fermenting medium, The intracellular glucose
probably repressed the synthesis of enzyme responsible for the galactose
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Figure 3 — Correlation between the
quantity of lactic acid (P} produced
by the bacteria and the wvolume of
ammonium hydroxide (V) added to the
fermenter in order to control the 20
medivm pH. Experimental conditions:
initial value of S = 20.3 g.17%
initial veast extract concentration =
4.0 g.17Y;  concentration of the
ammo?ium hydroxide solution = 278.3 124

g.l”

245

Plg.")

metabolism (11). After the glucose
consumption the above synthesis was 4
not anymore repressed and the
galactose was fermented.

Nomenclature o] [is3 20 30 40 50 50 70

VimL}
L - Lactose concentration in the fermenting medium;
P - Lactic acid concentration in the fermenting medium;
S - Total sugars concentration (calculated as lactose) in the fermenting medium;
T — Time;
V — Volume of ammonium hydroxide soluticn added to the fermenter;
X ~ Cells concentration in the fermenting medium.
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Besimn

0 metodo de avaliar a atividade metanogénica de lodos anaerdbios
através da determinac3o da concentracao do fator F42p por fluori-
metria fol aplicado a lodo proveniente de dois biodigestores ali-
mentados <om vinhoto de cana. A curva padrdo entre concentracaoc
do fator e as unidades fluorimétricas apresentou linearidade en-
tre 02 e ilug de Fgap. A concentracdo do fator nos lodos variou
de 15,7 a 17,9 e 6,0 a 12,5ug de F4pg por grama de sélidos vola-
teis apos 4 tempos de residencia hidraulica.

Suamary

Quantification of the coenzyme Fyzp in anaerobic sfudges from su-
gan cane $iilfage biodegradation

Fluorimetric determination of the coenzyme F4yg concenmtration in
the anaerobic sludge from biodigestor fed with sugar came stilla-
ge was assayed and found feasible as a mean to evaluate its met-
hanogenic activity. The calibration cuxrve was linear between O3
and 1lug of Fyop. The factor concentration in the biodigestors
increased from 15,7 to 17,9 and 6,0 to 12,5ug Fsop per gram of
volatile solids after 4 hydraulic retention times.

Introducac

O fator Fyyy € uma das coenzimas que as bactérias metanogénicas tem a capacidade
de sintetizar. Trata-se de uma ccenzima de transporte de elétrons, que
caracteriza-se pela intensa fluworescéncia verde azulada que apresenta, quandc na
sua forma oxidada, e exposta 3 luz ultra-violeta (5). Esta propriedade & devida a
sua constituicéo flavinica. Tal flucresc@ncia & tio caracteristica que tem sido
utilizada na determinacdo da concentragio do F42p em lodos anaerdbios para estimar
a atividade metanogénica no mesmo.

Neste trabalho procurou-se reproduzir o método fluorimétrico proposto por Binot &
coi, (2) a fim de acampanhar a atividade metancgénica no lodo durante a bicdigestao

*puxiliado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Temologico CNPg
e CAPES.

**Parte da tese, para obtengdo do grau de Mestre em Cidncias.
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anaerdbia de vinhoto.

Material e Metodos

Amostnas - Iodos de biodigestores alimentados com vinhoto proveniente da
fermentacan alecdlica de caldo e melago de cana.

Candu;au do ptrocesso - Foram utilizados lodos de dois biodigestores que operaram
em regime de batelada alimentada ciclica com tempo de retengdo hidrdulica de 10
dias cujo volume atil e wvolume inicial de lodo foram: biodigestor 1: Vyeator (L) =
6.60; Vitil (L) = 6.00; biodigestor 2: Veeator (L} = 7.60; Virii (L) = 6.30.

A operacao dos bicdigestores estd descrita em publicacdes anteriores (3, 4).

Cuwa padnao - Para tragar a curva padrdc relacionando a concentracéo do fator Fg20
e a fluorescéncia foi utilizada uma sclugdo aquosa de 2,5ug/litro da coenzima pura
cedida pelo Dr. G.D. Vogel da Universidade de Nijmegen, Holanda. A medida da
flucrescencia foi feita em aparelhos Jobin Ywon Spectrofiuo J¥3.

O procedimento sequido para a obtenc@o da curva foi: diluico da solucdo de Fyop
puro de forma a obter as seguintes concentragdes em ug/litro: 0.0773, 0.38%5
0.7750, 1.550, 2.2350, 3.100, 3.875C, 4.6500, 5.4250, 6.200, 6.9750, 7.7500; adigdo
de 15ml de iscpropanol e 2ml de solucdo de KOH TN a 5mi de cada diluicao; leitura
da fluorescencia em espectrofluorimetro em oonprimento de onda de excitacdo de
425mm e de emisszo de 470nm.

Procedimento seguido com as amostras - Homogeneizacdo e pesagem da amostra; adigao
de &gua deionizada & amostra; centrifugacdc a 12.000g por 10 minutos (centrifuga
Sorvall, rotor 8834,¢ = 4,25 in); descarte do sobrenadante; ressuspensdo em volume
conhecide de agua Jdeionizada e manutencdc da suspensao em banho-mwaria por 10
minutos; centrifugacdo a 12.000g por 10 minutos; adigdo de 15ml de  isopropanol ¢
2ml de solucdo de KOH IN a 5Sml do sobrenadante; leitura da fluorescSncia em
espectrofluorimetro nos camprimentos de onda acima referidoes.

Determina-se o teor de solidos wvolateis na amostra de forma a se obter a
concentragdo da ocoenzima Fgpg por unidade de sOlidos volateis no lodo (ug

F420/95V). Os ensaios devem ser feitos an duplicata, sequndo os métodos
convencicnais (1) .

Resultados e Discussao

2 curva padrdo obtida apresentou linearidade na faixa de 2 a 1ipg de Fa20/1
(Fiqura 1). Estes resultados estao de acorde com os obtidos por Binot & col. (2).

Os resultados obtidos s30 apresentados na Tabela 1. Ndo foram encontrados na
literatura referéncias a determinacoes efetuadas por outros autores cam lodo
adaptado a vinhoto. Pode-se apenas referir Zeeuw & col. (1), que citam valores
situados na faixa de 6 a 25nmoles de Fapp por grama de sOlidos volateis em
suspensdo e 0,7 a 2,0ml de metano por nmol de F4pp por dia para lodo de esgoto

Tabela 1 — Caracteristicas e atividades dos lodos.
Simbolos:” (*) TRE = Tempo de retengao hidraulica

Biodigestor 1 Bicdigestor 2

Inicial Apés 2 TRH(*) Apds 4 TRE Inicial Apds 2 TRH Apds 4 THH

S6lidos totais (§ p/p) 16,00 10,40 8,00 7,40 9,60 7,20
S5lidos voldteis (% n/p) 60,70 60,00 60,20 64,00 63,00 61,00
Concentracas &0 Fazn 15,70 15,50 17,90 5,00 12,80 12,50
{ug Fgopn/yg SV)

Orgqp MICHs/ug Fapp/dia) 0,51 0,63 6,50 6,70 1,00 1,10
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Figura 1 - Curva de calibragdo
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digerido. Entretanto, apesar dos dados citados nfo serem referentes ao vinhoto, os
resultados com este residuo se encontram muma mesma ordem de grandeza dos citados
pelo referido autor, parecendo campativeis.

Cabe destacar que as diferentes concentracdes da coenzima Fapg has diferentes
espécies de bactérias metanogénicas nfo tem impedido o uso deste método para
estudos comparativos em um mesmo lodo visto que wm  lodo adaptado a determinado
residuo, serd estabelecida uma flora que, provavelmente ndo apresentard mudangas
significativas quanto as espécies pré-estabelecidas.

Os resultados mostram que este método pode ser também aplicado a lodos de
biodigestores alimentados com vinhoto proveniente da fermentacdo alcodlica. Os
dados obtides sZo preliminares, tendo ainda muito a ser aprimorado, principalmente
no que diz respeito a extragdo da coenzima.

1. Analytical Techniques — Proceedings of the Second International Symposium  of
Anaercbic Digestion: boster session, 1981.

2. Binot, R.A.; Naveau, H.P. & Nyns, E.J. - Methanogenic potencial activity of
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3. Ferreira, S.V. - Isolamento e influéneia de bactéria produtora de hidrogénio em
biodigestor alimentado com vinhoto de cana. Rio de Janeiro, Escola de Quimica,
UFRT, 1985, (Tese de Mestrado).

4. Ferreira, 5.V.; Sérvulo, E.F.C.; Silva, I.M. da & Martelli, H.I. - Isolamento
de bactérias produtoras de hidrogénic emw biodigestores. Rev. Microbiol. (S.
Paulo), 15:86-88, 1984,

5. Zehnder, A.J.B.; Huser, B.A.; Brock, T.D. & Wahrmann, K. - Characterization of
an acetate-decarboxylating, non-hidrogen-oxidizing methane bacterium. Arch.
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Resumo

Utilizando—se Bacilfifus amyloliquefaciens ATCC 2342 e o B, nalio,
isolado do produto comercialnatio”,respectivamente, bons produ-
tores de alfa-amilase e proteases, conseguiu-se aumentar oOS ni-
veis de producdo destas enzimas através das técnicas de DNA
transformante e fusaoc de protoplastes. O melhoramento genetico
por transformagdc foi mais eficiente do que aquele por fusao de
protoplastos.

Sunrary

Improvement of Bacilfus amyloliquefaciens by ONA mediated trans-
fonmation and protfopfast fusion fon amylase and proteases produc-
Lion

With two different species, Beedlllus  amgloliquedaciens ATCC
2342 and B. nafto, isolated from the commercial product "natto',
good producers of a-amylase and proteases, respectively, the le-
vel of production of these enzymes was increased using transfor-
mant DNA and protoplast fusion. The genetic improvement by trans-
formation was found to be more efficient than that obtained by
protoplast fusion.

Introducan

As alfa-amilases e proteases microbianas sio enzimas de grande aplicabilidade
industrial. As primeiras s3o utilizadas nas IndGstrias téxtels, de papel, de
adesivos e alimentos (4) e as proteases microbianas em indistrias de alimentos, de
couro e farmacéutica (2).

A producdo extracelular de alfa-amilase por Bacillus & regulada por inlmeros
genes, sendo mais significativos amyR, papM e tmr. O gene amyR regula a sintese da
alfa-amilase e estd ligado ao gene estrutural amyE {16). O gene papM regula =z
produgao da alfa-amilase e protease e afeta algumas propriedades pleictropicas da
bactéria (18). O gene tmr esta envolvido com a resisténcia & tunicamicina e com o
aumento de producac da amilase (12).

O gene regulador para B. subtilis foi designado amyR1 e o3 genes que oonferem
alta velocidade de sintese para alfa-amilase foram desi¢gnados amyR2 e amyR3.

Rev. Microbiocl., Sdo Paulo, 18(2):159-165, Abr./Jun. 1987.
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B. subiilis Marburg 6160 & portador & gene amyRi (16} e B. subtilis var.
amylosaccharniticus do gene amyR3 {19). Na auséncia de cutros genes, o amyR1 induz a
produczo de 10 unidades dextrinizantes/ml e o amyR3 de 50 widades/ml.

E possivel introduzir genes gque estic envolvidos cam a producdo de alfa-amilase
atraves de experimentos com DNA transformante €, fregquentemente, este procedimento
resulta mum aumento na produgdo da enzims (17).

Com poucas excegles, as proteases excretadas por Bacilfus s3o proteases neutras
(metaloenzimas) e proteases alcalinas (serino-proteases) {2).

A sintese da protease neutra pede ser regulada por wn mecanismo semelhante aquele
que controla a sintese de alfa-amilase, A protease neutva & codificada por um gene
estrutural nprE, que & controlado pele regquiador nprR,

Os genes nprRi e nprR2, encontrados em B, subfilis e B. nafto, respectivamente,
direcionam a baixa e alta produgao de protease neutra (14).

A analise genética da sintese de protease alcalina & complicada pela Intima
associagadc cam a esporulacdo (5).

A téonica de fus@o de protoplastos tem sido um instrumento bastante Gtil na
manipulacdoc genética assexual de bactérias e fungos e, camo tal, & uma técnica com
grande potencialidade no melhoramento genético de microrganismos {15).

O presente trabalho propde-se, usando DNA transformante e fusio de protoplastos,
a obter linhagens estaveis e capazes de excretar proteases e amilases em maior
escala. Pretende-se tambén comparar algumas pivpriedades das enzimas produzidas
pelos recombinantes com aquelas produzidas pelas linhagens parentais,

Material e Metodos

Micronganiimes - Utilizou-se Baoillfus amyboliquedaciens ATCC 2342 e o B, natto,
isolado do preduto camercial "natto®.

Expenimentos com UNA transformante - Utilizou-se a técnica descrita por Yoshikawa
(20). O DNA foi extraide do 3. natfc (Spf _ estreptomicing resistente), em
crescimento exponencial, pelo tratamento fendlico alcaling {11) e coletado com
bastao de vidro apds precipitacio com etanol. As camposicdes do meio de cultura
para o B. amyloliquefaciens, como receptor, e meio minimo vara preparagdc de
celulas competentes foram as mesmas descritas por Haas & Yoshikawa (3.

A mistura contendo BNA (0,1ug/ml) ¢ a suspensfo de células receptoras foram
incubadas a 37°C por 40 minutos. Apds incubacdc, as células foram inoculadas em
&gar nutriente contendo 1% de caseina e 100pg/ml de estreptomicina, usados cow
agentes seletivos.

Procedimento para fusdo de protoplastos - A preparacio de protoplastos e o
procedimento de fusao foram os mesmos descritos por Peberdy (8).

As linhagens parentais foram cultivadas separadamente, sob agitacdo, em caldo
nutriente a 37°C até absorbincia (A570) de 0,8. Apds incubacdo, cada cultura foi
centrifugada separadamente, e as células foram ressuspendidas em SMMD (sacarose,
malato, MgCly acrescido de DNAse). A lisczima foi adicionada a cada suspensac para
uma concentragao final de 200ug/mi.

1,0ml de cada uma das suspensGes de protoplastos foi misturado e centrifugado. O
sedimento obtido foi ressuspendido em 0,2ml de SMMD. Em sequida, 1,8xl de
polietiieno glicol (peso molecular 6000) a 40% foi adicicnado acs 0,2ml de  células
ressuspendidas  em SMMD. 2pds 10 minutos, 10ml de caldo nutriente foram adicionados
a mistura e incubados a 379C por 24 horas. A seguir, as ceélulas foram inoculadas em
agar nutriente contendo 1% de caseina e 100ug/ml de estreptamicing. As células com
halo de hidrdlise, cue se desenvolveram no meio seletivo, foram, posteriormente,
quantificadas quanto a producdo de alfa-amilase e proteases.

Determinacdo da atividade de alfa-amifase - As células bacterianas foram incubadas
em meio de Saito (10) por trés dias a 3D0C, sob.agitacdo a150rpm, Asecuir, a cultyra
fol centrifugada e o sobrenadante usado pava determinar a atividade de alfa-amilase.

A atlvidade de alfa-amilase foi determinada pela medida do poder dextrinizante
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usando—se o amido como substrato, de acordo com o método descrito por Medda &
Chandra {(6). Uma unidade Gextrinizante (UD) foi definida com a guantidade de enzima
capaz de hidrolisar 1,0mg de amido por minuto, a 50°C.

Determinacdo da atividade de profeases - Apds incubacdo em meio glutamato-citrato
(7) por 24 horas a 30°C, scb agitacdo, a suspensdo de células foi centrifugada e o
scbrenadante usade para determinar as atividades da protease neutra e alcalina pelo
método do de Anson (1) modificado. 1,0ml de caseina a 0,6% em tampdc fosfato a
0,05, pH 7,0 ou tampdc Tris-HCL a 0,1, pH 9,0 foi misturade com 0,2ml do
Schrenadante a ser testado. Apds incubagBo da mistura a 40°C por 5 minutos,
adicionou—se 1,0ml de &cido tricloroacético a 0,11M acrescido de acido acético a
0,33M e acetato de sidic a 0,224. A mistura foi mantida a temperatura ambiente pox
30 minutos e a seguir centrifugada {14). 1,0ml do sobrenadante foi misturade com
2,0ml da NzOH a 0,5N e 0,6ml do reagente de Folin-Ciccalteau. A absorbancia foi
medida a 550nm. A tirvosina foi utilizada como padrac e uma unidade de atividade
proteoclitica (AP) foi definida como a quantidade de enzima que libera 0,1mg/ml de
tircsina por minuto nas condig®es descritas acima.

Cromatogradia descendente em papel dos produtos de hidrofise do amido - Utilizou-se
o papel whatman n®1 e o sistema de solventes foi butanol: piridina: agua, ns
proporgde de 6:4:3  {v/v), respectivamente, Os acicares redutores foram revelados
cam reagente de nitrato de prata (13).

Resultados e Discussao

0O nimerc dos recombinantes obtidos com DNA transformante fol maior, com melhor
producao de alfa-amilase do que os obtidos por fus@o de protoplastos (Tabelas 1 e
2). Isto indica maior eficiéncia da transformacdo na obtencdo de recombinantes
quando se estd trabalhando oom estas bactérias. Provavelmente, a baixa fregquéncia
na obtencio de recarbinantes por fusao e devida 3 dificuldade de interagdc entre og
cranmossomos  inteiros dos parentails,
enquantco na transformacao S30 Tabela 1 - Produgdo de c-amilase e
pedacos de DNA que interagem com © proteases por linhagens parentais e
genoma do receptor. O tipo de agente recombinantes, obtidas transformacdo. Total
fusogénico usado também pode afetar de traznsformantes obtidos: 85.

a frequéncia dos recombinantes. Simbolos: 1yp = Definido como a quantidade
vidoli & col. '(15) registraram de enzima que hidrolisa Img de amido por
amento consideravel na obtengdo de  minuto, a 500C; 2up(y) = Protease neatra;

recombinantes cguam:lo o gel de 3ap(A) = Protease alcalina, ambas unidades
alginato de calcio foi usado ao definidas como a quantidade de enzima que
invés do PEG, nos experimentos de libera 0,01yg/ml de tirosina por minuto, a
fusao. Os parentais B. 409C; 4y/p = Razdo entre AP(N) e AP(a)

amylofigquedaciens e B. natfo, guanto
& producdo de amilase e proteases
apreserytam, regpectivamente, os
fenStipos AMTa-pNo-PAD e Lirhwgens parentais -y lose Proteases

AMTP-PNA-PAR, indicando "a" alta Wt et aewe WY
produgan e "b* baixa producdo, 8. amteliqueiacions 42,0 1,8 1,5 1,2
respectivemente, de alfa-amilase §. natie 2,0 8.4 10,5 0.8
{?MI} e protemses neutya {PN) e Transformanies
alcalind  (PA), com  provaveis e A A
gendtipos: amyR2, nprRl, SmS para o 1-12 55,0 6,0 24 2,5
B, amylobiquefaciens e amyRt, nprR2, f}‘}g 52,0 5.7 13 7
Smr para ¢ B. natltc (Tabela 1). Para 18 33,3 §§ 3; éf
a sintese da amilase, oS T-20 55,0 2,7 2,0 1.3
transformantes selecionados, dentre e 0.0 4.8 613
os 85 obtidos, podem ser divididos i gj:g g:(zy e i
em dois grupos: os AMI& e BMIS, a7 70,0 4,5 1,8 2,5
49 74,0 3,0 1,2 2,5

indicando "s" produgdc superior,
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cbservado nos transformsntes T-30,
T-41, T-47 e T-49 (Tabela 1}.
Para a producdc de proteases

neutra e alcalina, a divisdo en
grupos € dificultada pela variagdo
dos valores das atividades
protecliticas cbtidas. Poram, quase
todos o©os transformantes produziram
mais proteases do que o receptor.
Portanto, as caracteristicas PNa
-p22 e gmt do B. natfe foram
transferidas para estas linhagens.
Com o doador de DNA produz menos
amilase (ahyR1) do cque o receptor
{amyR2}, era de se esperar que a
Producdo dessa enzima pelos
transformantes ndo fosse afetada.
Como foi cbservado aumentc na
produgdo de amilase, fendtipo 2AMIZ,
e duplicacdo na producdo da enzima,
fenStipo AMIS, acreditamos na agao
pleictrdpica de uma caracteristica
nao identificada nos experimentos e

que foi transferida do B. natfo para
os transformantes.
Os  recambinantes Twd, hem

produtor de alfa-amilase, T-39 e
752, bons produtores de proteases,
foram escolhidos para os estudos
transformante T-41

Tabela 2 +~ Producdo de cd-amilase e

proteases, por linhagens pareatais e
recombinantes, obtidas por fusac de
protoplastos. Total de recombinantes.
obtidos: &4Z.

Simbolos: typ = Definido como a quantidade
de enzima que hidrolisa 1mg de amido por
minuto, a 500C; 2pp(y) = Protease neutra;
3AP§A} - Protease alcalina, ambas unidades
definidas como a guantidade de enzima que
hidrolisa 0,01mg/ml_de tirosinapor minuto,
a 40°C; 4y/a = Razdo entre AP(N) e AP(A)

awamy lase Proteases

) _ ) o

Linhagens parentals  ©pinid  ppgwe ap(a)? R

B. amytel{quegacdcus 42,0 1,8 1,5 1,2

8. natte 2,0 8,4 16,5 G,8
Recambinantes

F-5 25,0 1,8 0,9 2,0

P-7 26,0 1,5 0,15 10,0

-3 24,0 2,4 0,03 8,0

r-12 27,0 2,4 1,8 1,3

F-15 25,0 2,3 0,06 3,5

F-52 4,0 7,5 9,5 0,8

subsequentes. O B. amyloliguefaciens e o

apresentaram © mesmo perfil de produgéo para a alfa-amilage

{Figura 1}. A linhagem T-41 apresenta autolise celular mais acentuada do que ©

receptor.

Figura 1 -~  Cinética de
crescimento e  produgdo da
a~amilase.

Simbolos: {o— ) = Massa seca
e producéo de a-amilase;
{(b—28) pelo B.
anyfoliquegaciens (&) e T-41
(B)

B8O 4

40

Masso seca

Figura 2 -~ Efeitoc do pH na atividade da
a-amilase. )
Simbolos: (e...e) = B. amyloliquefaciens;

(A—A) = T-41
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Estudos comparativos demonstraram Figura 3 -~ Efeito da  temperatura na
que as amilases produzidas pelo atividade daz w-amilase
receptor e T-41 apresentaram
atividade Stima em pH 6,0 (Figura
2) e temperatura Otima a 65°C
(Figara 3}. A 609C a enzima &0
excretada pelo receptor  fol
praticamente estavel durante 60
minutos, diferentemente do T-41,
cuja atividade apresentou um
declinio mais acentuado a partir de
40 minutos. O declinio em atividade
fol mais marcante a 65°C (Figura 26
4). rPortantd, o receptor produz
alfa-amilase mais termcestavel do
que o transformante T-41.

A andlise do cramatograma mostrou
nac haver diferenga entre as
enzimas excretadas pelo receptor e
a linhagem 741, quantc & maneira . . i . ]
de atuacdo sobre o amido. B. natio 40 a3 50 55 &0 65
e os recambinantes F-52 e T-39 TEMPERATURA (% €)
apresentavam o mesmo perfil de
producdo para a protease neutra e
alcalina (Figura 5}.

O inicio da sintese de protease se deu quando o crescimento micrcbiano alcangou a
fase exponencial. A atividade proteolitica maxima foli observada na fase
estacionaria.

%04

G0/ mi

B. omylotiquafacisns

204

Conclusoes

O melthoramento gendtico por transformacdo mostrou ser mais eficiente na obtencao
de recombinantes do que a fusdo de protoplastos.

Os transformantes T-39 e T-41 produziram, respectivamente, mais proteases e mais
alfa-amilase e proteases do que o receptor B. amyfoliquefaciens.

Figura 4 — Efeito da temperatura na estabilidade da
c-amilase
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Figura 5 - Cinética de crescimento e

producao de proteases.
Simbolos: (&—a) = Cinetica de 10
crescimento; (6—=oe) = Producdo de
protease neutra; (o--e} = Protease N 81 B natte
alcalina <
§ %
w 3
g 2
o1
: -
¢
104
a *]
- 8.
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A lirhagem F-52, cbtida por fusdo, produziu duas vezes mais alfa—amilase do que a
parental B. natfo.

- A alfa-amilase do transformente T-41 mostrou-se menos termoestavel do que a do
receptor.

A analise do cramatograma evidenciou que as enzimas produzidas pele receptor e
pelo T-41 apresentaram a mesma maneira de atuacao sobre o amido.
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RestEm

Descreve-se aparelho para determinacdo de carbone organico por
combustao seca (8059C}, em forno tubular de porcelana, sch £luxo
constante de Gz e absorgdo do COp em KaQH, com subsequente andii-
se por titulometria. Revelou-se rapido (8'min/andlise), de baixo
custo e preciso, correlacionando-se de forma altamente significa—
tiva com DQ0, sélidos totais voldteis, dissolvidos e em suspen—
sdo. Por sua sensibilidade, pode ser utilizado na operacio e com—
trole de reatores bioclogicos de pequeno porte.

Sumary

Sémplified apparatus to quantitative organic carbon determing.
Lions by dny combustion

Apparatus to organic carbon determination by dry ‘combustion
(8059C) in porcelain tubular oven, by constant flow of 0 and COp
abscorption in NaOH, with subsequent titulometrie is described. Tt
wags a rapid method (8 min/analyses), not expensive and precise,
highly significarive correlationated with COD and total volatile
solids, dissolved or in suspension. By its sensibility, it may be
atilized in operation and control of little capacity biological
reators.

Os metodos tradicionais de canbustio seca, embora en use ha muitas décadas,
tenderam a ser substituidos pela combust3o tmida, principalmente em funcio do custo
de equipamentc (Allison, L.E., Soil Sci. Soc. Am. Proc., 24:36-40, 1960; i ,
R., SOil Sci., 130:118-123, 1980; Mebius, L.J., &nal. Chim, Acta, 22:120-124, 1960;
Quaggio, J.A. & col., R. bras. Ci. Sclo, 3:184-187, 1979).

Entretanto, o aparelho ora descrito, c<om temperatura de conbustic a 805eC,
inferior as normalmente utilizadas em equipamentos comerciais sofisticados {1.000 a
1.600°C), reduz substancialmente o custo sem, contudo, prejudicar a precisdo
analitica (Tabela 1). Outrossim, a simplicidade do aparato, a rapidez do método e a

*rarte da Tese de Mestrade do (ltimo autor; FCA-UNESP, Campus de Botucatu, SP,
abril de 1986.

Rev, Microbicl., Sdo Paulo, 18(2):166-168, Abr./Jun. 1987,



167

Tabela 1 - Determinacid Figura 1 - Aparato simplific%do para
de carbono organico por determinagaec do carbono vclat&f.l por
combustio seca em combustao seca a 8050C: A -~ Diagrama
amostras padrio de esquematico ¢ B -~ Prototipo do
B-D(-)  Frutose p.a., equipamento.
atraveés do aparelho Simbolos: % = Li de vidro; ¢ = Caixa com
pProposto. : : tijolos refratérios; n = Naveta de
Simbolos: * = Medias de porcelana; ¢ = Cu O envolto por duas
5 repeticdes; s(@m) = telas de cobre; p = Funil com pérolas de
Desvio padrio da média vidro (2mm ¢) e NaOH; £ = Jungao fria do
par termoeletrico; q = Jungado quente do
par termoeleétricé; h = Haste para
introducdc e retirada da navetay; t =
e e i) Tubo de porcelana nio porosa
Tedrico  Chsorvado P ol
0,3997  0,3888(+} * 0,048 o i‘s{ﬁ%‘_&%’?—,ﬂ
0,795 0,7632  * 0,0367 Xo0min DE TEMPER. —1
1,1993 1,1520  +0,1138 E
1,5991 1,4832 % 0,0982 ol [
1,9989 1,8303 00,0132 ¢
3,9978 32,7797  £0,0132
5,9967 5,2730 £ 90,0198
7,9955 6,5549 % 0,0324 A
9,9944 7,2353  *0,6132

rSMAﬁa of mawewn fﬂﬁmco

11,9933 8,0615 +0,0362
13,9922 8,7222 + 10,0443
15,9311 9,8192 £ 0,0742

utilizacéo de pequenas amostras, em
gque pese sua menor representatividade
analitica, possibilitam a operacdo e
controle de reatores bicldgicos de
pequenc porte. Através de anilises de
regressan  linear, pode substituir
determinacdes demoradas e/ou
expensivas tais ocomo DO, sOlidos,
concentracao celular e outras.

Conforme apresentado nas Figuras 1 e

2, trata-se de wma modificacdo do
equipamento descrito por Allison, L.E.
& col.{In: — Black, C.A. & col., BAn. 50C. Agron. Inc., 1965).
" 0 diagrama eletro-eletrdnico da Figura 2, pode ser viabilizado por técnicos em
eletrinica de qualquer cidade, face & sua simplicidade e & facilidade de obtengdo
dos conponentes. Para calibrar o texmostato (alterando a posicdo do "trim—pot®,
Fig. 2}, pode-se utilizar milivoltimetro entre os terminais S+ e S~ ou, entdo,
utilizar o NaCl como indicador, ja que sua fus3o ocorre a 801°C.

A amostra @ colocada em navetas de porcelana e introduzida no forne tubvlar a
805°C (tubo de porcelana n&o porosa, medindo 60cm x 2,5cm de didmetro externo,
conforme a Figura 1), para cambustdo durante 6 minutos, sob fiuo constante de Og
livre de 0y (300ml/min.). Para o uso de amostras liguidas (1 a 2ml, envelvendo ou
ndo diluigdo da amostra original) as navetas devem ser revestidas internamente com
papel almminio, havendo também necessidade de secagem a 100-1059C, antes da
carbustio,

Na parte terminal do forno tubular o Cud, 3 tamperatura de aproximadamente 250¢C,
catalisa a oxidagdo do CO a (07, diminuindo os problemas de combustdo incompleta. O
Q05 éa combustso & arrastado pelo fluxo de gés e absorvido em 10mi de NaCH-0,25M,
Em seguida, precipita-se og carbonatos formados can Sml de solucdo saturada de
BaCl-. A soda livre remanescente & titulada cam  HCI-0,1N, -<utilizando-se
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Figura 2 - Diagrama eletronico do termostato de
precisao utilizando par termo-elétrico de
ferro/constanta como sensor de temperatura
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femlftalemf camo indicador. O tempo de cada andlise nio excede 8 minutos, desde
que a operacao de titulagdo seja efetuada durante a queima da amostra sequinte.

Os dados da titulametria sdo aplicados & equacdo abaixo obtendo-se, desta fomma,
o carbono orginico da amostra oxidada a Oy (mgC) e, por caleculo estequiamétrico,
obtém-se o C volatil em mg C/1 ou kg da amostra.
myC = {(Vb~Va) . NHCL . 6 (1), onde: Vb = volume de HCl, em ml, gasto na
titulacdo da prova em branco; Va = volume de HC1, em ml, gasto na titulacio da
amostra;N HC1 = normalidade do HCY.

Os valores chservados na expressio (1), necessitam corregdes em funcdo das -
caracteristicas construtivas de cada aparelho e faixa de carbono em analise.
Obtem-se pela queims de amostras padrdao de frutose p.a. ou outro agucar e,
destina-se a corrigir erros oriundos da combustio incompleta (tempo de aquecinento
da amostra), falha no arraste, gbsorgac, etc.

Analises de vegressdo dos dados originais da Tabela 1, revelaram que a correcio
dos valores observados segue, de forma altamente significativa {r* = 0,9961), wa
equagao do.29 grau: Y = 0,459 + 0,4713%+ 0,116 X2 (2), onde: Y = mg C corricido; X =
mg C observado na expressio (1). ' '

O metodo foi aplicado em ensaios envolvendo o tratamento bici&gico anaerdbico de
efluentes agroindustriais. As equacdes de regressdo linear entre C voldtil ¥ DOO e
C volatil x s6lidos totais (permitindo correlagdes com sblidos dissolvidos e s5lidos
em suspensdo, mediante o processamento preliminar das amostras) , apresentaram
coeficientes de regressdo altamente significativos, camo se seque:

Y = 1866,1912 + 2,2564 X (r = 0,9862**), onde: Y = DQO, em mg 0s/1; X = <Carbono
volatil, ‘em mg C/Y; ¥' = 0,39278 + 1,46866 X' (r = 0,9655*%%) , onde: Y' = 30lidos
totais, em g/l; X' = Carbono voldtil, em mg/l.
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Nos fltimos. anos, tem sido bastante difundida a  utilizagde dos meios
pré-reduzidos (PRAS = Pre Reduced Anaerobe System) no isolamento de anaerdhios
estritos, mesmo aqueles mais exigentes em relagde ao potencial de oxi-redugdo, como
deconencz.a dos cursos ministrados pelo Virginia Polytechnic Institute Anaercbe
Laboratory {Blacksburg, Virginia, USA) e da divulgacio do manual de laboratorio
(1.

Hungate (2) introduziu a metcdologia inovadora, mas Moore {3} sugeriu as
adaptagles que facilitaram sua utilizagdo no isclamento de microrganismos exigentes
de condicdes respiratirias especificas. 0s meios de cultura s30 preparados na
auséncia de oxigenio, acondicionados em tubos proprios, lacrados com tampas de
borracha:; desse modo, ©5 tubos constituem sistemas individuais de anaerobiose,
exigindo condigdes de manipulagdc livres de oxigénio para a inoculagdio ou
tramsferéncias de cultivos de bactérias anaerobias. Holdeman & Moore (1) adaptaram
a tecnologia para possibilitar a preparacdo de meios sblidos, visando a obtengdo de
superficie lisa para receber semeadura por estrias com a finalidade de facilitar o
isolarento de coldnias. Esta superficie & preparada com auxilic de equipamento
proprio que favorece a solidificac@o do meio nas paredes do tubo de ensaio de
maneira uniforme, contando ainda com 0 emprego de tubos de ensaio reforgados e de
maior calibre, pega giratdOria acoplada a fonte de 002 (para inoculacdo) e prensas
para autoclavagso.

No Brasil, poucos s3o og laboratérios que utilizam meios pré-reduzidos em sua
rotina de isolamento ou no desenvolvimento de projetos de pesquisa, talvez
desestimulados pela necessidade de ewpregar eguipamentos especializados, inclusive
para preparar os melos de cultivo.

No presente trabalho, propomos una modificacdo da  técnica "roll tuke™, com a
preccupagdc de manter a sensibilidade da técnica original, e dlspensandomse a
utilizacdo do equipamento sofisticado para elaboragao do meio s0lido conforme foi
mencionade anteriormente.

A wodificagdo consiste na substituicao do tubo de ensalo reforcado e especial,
por frasco o tipo xarope, ¢om a capacidade de 150ml, dotado de rolha de borracha e
tanpa rosqueavel (Figura 1). Depois da distribuigao do meic pré-reduzido neste
frasco, também sob o fluxo de (D3, este & esterilizado, resfriado para eventual
adicdo de enriquecedores e colocado na posicdo horizontal, no lado de sua maior
area, até completa solidificacgdo do agar (Figura 1}. Esta modificacdo permite a
cbservagdio da superficie colonial a0 microscopio estereoscopio, como tawmbém o
emprego do agar sangue como  meio mutritivo para isolamento dos microrganismos
anaerchids.

Para constatar que a modificagac agora proposta mantém a sensibilidade do metodo
do  "roll tube", foram realizados testes microbioldgicos com microrganismos
anaerdbios pertencentes a colegho do ICB/USP (Veillonelfa sp., Bacteroddes
mefaninegenicus, Fuscbacterdium nucleatwn, CLosinldium difficile e Peplococcus sp.)
e isolados recentemente de placa dental subgengival (B, mefanincgendcus,
Bacleneddes genglvaldls, Vedlllonella sp., Fusebacteniwn nucleatum; Bifldobacterium
biidldum e Proeplo nobacteswn sp.}.

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 18(2):169-170, Abr./Jun. 1987.
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Figura 1 - 1 = TFrasco de vidro tipo xarope
(150aml); 2 Tampa de borracha; 3 = Tampa
rosqueada; 4 = Frasco com meio de cultura (10ml)

%

& manutengdo da sensibilidade do metodo ora proposto, para cultivo de bactérias
anaerfbias estritas, sua simplicidade e a possibilidade de visualizacdo da
morfologia colonial em dgar sangue, justificam o uso rotineiro dessa metodologia no
diagndstico laboratorial de infeceles causadas por bactérias anasrdbias.
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Resuno

Foram isoladas Kfebsdielfa spp. da secregao catarral purulenta de
doentes internados com pneumonia. Apos o isolamento e a identifi-
cacac das bactérias determinou-se o nivel de resisténcia a anti-
bidticos pelo método da diluigio em placas de 15 amostras de
Kiebsiefla spp. ensaiadas. O consumo de oxigénio bacteriane foi
determinado pelo eletrodo polarimetrice de Clark., O cianete de
potassio (KCK} e os inibidores classicos da respiragao foram uti-
lizados no final de cada curva de consumo de oxigenio bacterianc
registrado. As drogas bactericidas modificaram o© comportamente
respiratorio de 50% das amwostras sensiveis e determinaram eviden-
te reducio de consumo de oxigénio nas Kfebslellfa spp. resisten-
tes. Os resultados permitiram concluir que os antibioticos ava-
tiades agem sobre o sistema resplratorio alem de seus mecanismos
principais de ag3oc sobre a parede celular e sintese proteica.

Summary

Oxigen uplake {n CRark's polarography of Klebsiellz spp.-isdfated
grom pubmonary infections

Oxygen uptake was reduced in 50% of Kfebsiella spp. semsitive to
several antimicrobial agents. Measurements were made on cultured
strains with the use of Clark’s electrede. Bactericide drugs used
were more effective than bacteriostatic agents. The agents did
not act bn the conventional respiratory mechanism of bacteria.

Introdugdo

171

A respiracic aerdbia de bactérias estd aberta & investigacdo cientifica,
principalmente, no que se refere & agao de inibidores eletivos do sistema
respiratorio {4, 5, 8, 10}). Em trabalho anterior, os autores demonstraram gque
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bactérias multirresistentes a drogas sdo capazes de utilizar uma via respiratdria
alternada, quando swmetidas ao estudo polarigrafico de Clark (4, 8, 10).
Sugeriram, para o fato observado, que os antimicrobianos usados em infecgles
pulmonares induziriam o aparecimento de uma via respiratdria alternada efou &
selecac de mufantes resistentes pré-existentes capazes de utilizar essa via
resistente ao cianeto de potassio (KCN) (4, 8, 10).

Resolveu-se, portante, avaliar o comportamento respiratdrio de Klebsdlefla spp.
sensiveis e resistentes isoladas de infecgles pulmonares humanas diante da agdo de
antibidticos bactericidas e bacteriostaticos mais utilizados em clinica.

Material e Métodos

Onigem das amostnas - Estudaram-se 15 amostras de Kfebsiella spp. (7) isoladas da
secrecdo broncopulmonar de pacientes com preumonias agudas internados na Enfermaria
de Moléstias Infecciosas e Parasitirias do Hospital das Ciinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, S&o Paulo.

Concentracdo inibiioria minima (CIM) - As concentragbes inibitdrias minimas (CIM)
das amostras ensaiadas foram:
Cefalosporings ~ T33 (33) >1000mcg/ml; T18 {12) = 128meg/ml; T1 (18) = 4mog/ml; TS5
(?@) = ‘],0mcg/rnl-
Ampieibing - T33 (33) = 128meg/mi; T18 {12} >1000mcy/ml; T36 {(13)
{33} = 1000meg/ml; T3 (13) = 6dmeg/ml; T31 (18) = lémeg/ml.
Kanamicina - 743 (33} = 256meg/ml; Ti8 (18) = 128meg/mi; T33 (33) = 0,imcg/ml; T8
(28} = 0,05mcg/ml.
Gentamioing - 27 (23) = 0,2mog/ml; T18 {18) = 0,8mcg/ml; T10 (13) <0,025meg/ml;
T46 (13} <0,025mcg/ml. :
Clorangenicol - Td6 (28) = 32mcg/ml; T18 (13} = 120mey/ml; T27 (28) = O0,05umcy/ml;
T36 (13) = 0,4meg/mi.
Tetrnaciclina - T = 128mcg/mi; Ti8 (18) = 256meg/ml; T3 {18} = 0,8mcg/ml; T36 (13)
= (,4dmog/ml.
Enitromicina — T31 {18) = 500mog/ml; T18 {13) = 6dmeg/mi; T3 (13 = 128mog/ml; T43
{12} = 8meg/mi.
Trnimetoprim - T18 (18) >1000meg/mi; T3 (13) = 128meg/ml; T1 (12) = 8meg/mi; T8 (28)
= mg/ﬂ'ﬂ.-

A metodologia aplicada na deteyminacac da C.IM. encontra-se descrita em trabalhc
anteriorments publicado {3).

O critérico para caracterizacio de bactérias sensiveis e resistentes foi
estabelecido por uma curva bimodal (2, 3, 4, 13}).

1#

256mog/ml; T43

Respinacdo bactferiana - O critério de escolha das bactérias para o presente estudo,
foi baseado principalmente no modelo de resisténcia desses agentes frente aos
antimicrobianos bactericidas e bacteriostaticos mais utilizados em c¢linica (3). A
escolha da amostra bacteriana fol baseada também na sensibilidade ou na resisténcia
acs diversos antimicrobiancs estudados (3, 13).

Selecionaram-se para cada um dos 8 (oito) antimicrobiancs, 4 {guatro) amostras de
Kfebsiella spp., sendo que as bact@rias escolhidas eram sempre sensivels ou
resistentes aocs farmacos ensaiados.

Pofarnogragin de Clark - Para o estudo da respiragac bacteriana utilizou-se cultura
das amostras em tornc de 18 horas de crescimento na concentracdo de 6 x 107°
unidades formadoras de coldnias por ml. O consumo de oxigénic foi medido com ©
awilio de um oxigrafo de volume e temperatura padronizados, ao qual se ligou um
eletrode tipo Clark (9). '

05 dados foram determinados por um registrador modelo 291/ da Variam S/A
acoplado ao sistema.

Os efeitos dos inibidores da respiracao bacteriana foram avaliados pelo uso de
0,2m1 da amostra em 1,8ml de Brain Heart Infusion (B.H.I.) - 'Oxoid, adicionados a
cubeta de 2ml. Diferentes concentragfes de KON (cianeto de potdssio), SHAM (acido
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salicithidros@mico) , antimicina A e rotenona, em volume de 10ul foram adicionados &
cubeta para o estuwdo proposto.

Utilizou-se o cianeto de potdssio, no final de cada curva registrada a fim de se
confirmar e de avaliar o camportamento respiratorio bacteriano. A dose de RN nic
poxica a cBlula bacteriana acha-se padronizada para o estudo da cadela
respiratoria.

Progas utilizadas e sua procedgncia - Utilizeram-se Os seguintes antimicrobiamos
bactericidas e bacteriostiticos: Cf = Cefalotina - Eli Lilly and Campany,
Indiandpolis, U.S.A.; T = Tetraciclina - Laborterdpica Bristol S/a; Amp =
Ampicilina - Laborterdpica Bristol §/3; K = Kanamicina - Iaborterdpica Bristol S/A;
G = Gentamicina - Schering Corporation U.S.A.; Tr = Trimetoprim — Produtos Roche
OQuimicos e Farmaceuticos 8/A; Cl = Cloranfenicol - Lahoratoric Carlo Exba; Er =
Eritromicina - lLaboratdrio Upjochn Produtos Farmacsuticos.

As solucdes de antibidticos foram, sempre, preparadas ROmENtoS antes de serem
utilizadas.

Resultados
Klebsicfla spp. sensiveis as dmwgas bactericidas - Klebsieffa spp, T31 e T3

apresentaram, nas concentraces de 50 e 0,5meg da ampicilina, redugdo da respiragao
de 5,60 a 5uwl02/min. e de 4,96 a 3,10umol02. A 0,5mcg/ml do antibidtico, apenas a
T3 reduziu sva respiracao 3 metade do valor inicial (Figura 1). ‘

Keebsiefla spp. T1 e T55 apresentaram diminuicao da respiragdo de 9,92 a
7,44mpl02 e de 8 a 2,4umol02 nas concentragdes de 0,05 a 500mcg/ml de cefalotina,
respectivamente, a partir do endSgeno (E} (Figura 1).

Em relacéo a concentracdo de 0,05 a 500mcg/ml de kanamicina, Klebsiella spp. T33
o modificou a sua respiracio e a T8 sofreu wma queda respiratdria de 14,88 para
13,64umol02 {(Figura 1).

Klebsiella spp. T10 e T46 sensiveis & gentamicina deixaram de respirar 3s

Figura 1 — Agioc de antimicrobiancs bactericidas sobre o consumo
de oxigenio de bactérias sensiveis.
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Figura 2 - Acac de antimicrobiano bacteriostiticos scbre o
consume de oxigenio de bactérias sensiveis.
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Figura 3 - Acdc de antimicrobiancs bactericidas sobre o comsume de oxigénio de
bacterias resistentes.
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concentracdes de 500mcg/ml apds decréscimo rapido da respiracdo de 5 para 50meg/ml
do antibidtico (Figura 1).

Klebsielfa spp. sensiveis aes antimicnobianos bactenrdostaticos - Klebsiellz spp.
T27 e T36 nio modificaram sua respiracio frente as concentragdes crescentes de 0,05
a 500mcg/ml do cloranfenicol (Figura 2}.

Kfebsiella spp. T3 hao modificou sua respiracdo frente as concentracdes
crescentes de 0,05 a 500mcg/ml de tetraciclina. A T36 apresentou uma diminuicio da
respiracdo de 8,68 para 6,20um0l02 a 50meg/mi de tetraciclina e deixou de respirar
a concentracio de 500mcg/mi do antibidtico (Figura 2).

Klebsiella spp. T43 ndo modificou sua respiragic frente as concentragSes
crescentes de 0,05 a 500mcg/ml da eritromicina (Figura 2).

Klebsielfla spp. T1 e T8 sofreram diminuigdo progressiva respiratdria frente as
concentracdes' crescentes do trimetoprim, deixando de yespirar a 500meg/ml do
farmaco (Figqura 2).

Keebsiella spp. nesistentes a bactericddas - Klebsiefla spp. T18 ndo modificon a
respiracdo de 2,06um0l02 nas concentracdes de 0,05 a 500meg/ml de cefalotina. A T33
ddmimie de 6,08 para 1,86umol02 can aumento da concentragao de 0,05 a 500mcg/ml de
cefalotina (Figura 3).

A T18 nio alterou sua respiragdo de 1,65umol02 por minuto nas concentragbes de
0,05 a 500mcg/ml de ampicilina. A T33 apresentou queda progressiva da respiragdo de
7,44 a 2,85umol02 nas concentracdes de 0,05 a 500mog/m de cefalotina.

A T43 apresentou diminuicdo da respiracdo de 4,96 para 3,76um0l02 2 partir de
S0meg/ml da ampicilina (Figura 3).

A T18 apresentou discreta diminuicio da respiracdo nas concentracoes de 0,5 a
Smog/ml e acentuada queda de 50 a S00meg/ml de kanamicina. A T43 inicialmente
mostroun aumento da respiracio de 8,68 para 11,16um0l02 nas concentracdes de 0,05 a
mog/ml e queda relativa de 11,16 a 9,92um0l02 de 5 a 50mcg/ml. de kanamicina
(Figura 3).

A T18 manteve sua respiracio em tormo de 2,86umol02/min. quando submetida a
concentracio de 0,05 a S00meg/mi de gentamicina. A T27 deixou de respirar a.
concentracao de 50mcg/ml de gentamicina apds auwmento respiratério de 5 para
7,55mo102 (Figura 3).

Estudo das Klebaiella spp. nesistentes fnente aos antimicnobia nos bacteriostaticos
_ O cloranfenicol nas concentracdes de 0,05 a 500mog/ml, nfo altercu a respiragdo
de 0,65ymol02 da T18, porém foi capaz de aumentar a respiracdo de 9,92 para
11,16um0102 da T46 (Figura 4).

A 718 deixou de respirar de 4,96 para Oumol02 frente as concentractes cxescentes
de 0,05 a 500mcg/ml de tetraciclina. A bactéria dencminada TGO deixou de respirar
de 6,20 para Cumi02 diante de 0,05 a 500mcg/ml de tetraciclina (Figura 4j.

A eritranicina ndc fol capaz de alterar a respiracao das amostras T3, T18, T31 de
7, 10,7 e 16,12umpl02 respectivamente nas diferentes concentragtes estudadas
{Figura 4).

0 trimetoprim ndo foi capaz de alterar a respiragdo de 4,96umol02 da amostra T18.
A T3 sofreu sob a acdo das diferentes concentracdes do trimetoprim wma diminuicdo
inicial de 6,2 para 3,72umcl02 seguida de uma elevacao de 3,72 para 4,%6umol02 ¢
posteriormente, deixou de respirar (Figura 4).

As Klebsiella spp. T18 e T43 mostraram-se insensiveis & agdo do claneto de
potdssio | (KN} colocade durante o estudo do consumo de oxigénilo bacterianc pela
polarografia de Clark.

Discussao

Na cadeia respiratdria os sistemas citocromo ¢ € & s&o bloqueados pelo claneto de
potassic (KW}, mondwido de carbono {C0) e azida (4, 3, 8, 10). No presente
traballic o KON foi utilizedo sempre com a finalidade de se confirmar a atividade
respiratéria das bactérias.
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Figura 4 - Agdo de antimicrobianos bacteriostiticos sobre o
consume de oxigenio de bactérias resistentes.
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As amostras de Klebsiella spp. sensiveis quando submetidas a agio de bactericidas
ensalados envidenciaram diminuicdo do consumo de oxigénio em mais de 502 delas.
Apenas a 733 ndo teve sei ocamportamento respiratdrio modificado fremte as
concentrages crescentes de kanamicina, Este fato observado com a 7133 pareceu—nos
de dificii ewxplicagdo, pois o aminoglicosideo ensaiado age diretamente na sintese
protéica e nao na via respiratdria das bactérias. Nossos resultados porén,
mostraram wna ag&o antibidtica sobre a via respiratéria das amostras avaliadas.

Klebs{iella spp. sensiveis ndo modificaram seu comportamento respiratdric quando
submetidas a acdo dos bacteriostiticos ensaiados. Apenas trds amostras sofreram
modificacdc da respiracdo a partir de altas concentracSes dos antibidticos
ampregados. Os resultados cbtidos sugerem que as drogas bactericidas possuem agdo
mais efetiva no sistema respiratdrio que as drogas bacteriostiticas em amostras de
KEebsielln spp. a elas, sensiveis,

KEebaiella spp. T18 resistente ndo modificou seu comportamento  respiratorio
diante de seis antimicrobianos ensaiados. Apresentou diminuicdo da respiragdo em
altas concentracdes de kanamicina. A resisténcia bacteriana aos aminoglicosideds
ocorre de trés maneiras, a saber: ribossomal, transporte ineficaz da membrana e
modificagde genStica mediada por plasmideo, as quais poderiam auxiliar na
explicacao dos achados schre a aciic dos antibidticos na via respiratoria (1, 2, 11,
12} .

O transporte ineficaz transmembrana, possivelmente, seria capaz de explicar o©
fato assinalado em relagio aos aminociclitdis.

Keebsiella spp. resistentes ndo modificaram seu comportamento respiratdrio diante
dos antimicrobianos bacteriostdticos empregados. Apenas a tetraciclinag impediu o
registyo da atividade respiratdria das amostras designadas T18 e TGD. As bactérias
resistentes as tetraciclinas diminuem a entrada do antimicrobiano pela dificuldade
de difusao e/ou transporte idnico alterado na superficie celular (6). Novamente &
possivel sugerir-se que as drogas bactericidas sio mais eficazes que  as
bacteriostaticas utilizadas para estudo da inibicdo da respiracac de Klebsiella
spp. a elas resistentes.

0s nossos achados confirmaram os da literatura onde os mecanismos de  resistdncia
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aos antibidticos analisados estio relacionados com a parede celular e a sintese
protéica e ndo con o sistema respiratdrio (1, 2, 4, 5, 6, , 123,

As drogas bactericidas betalactimicas utlllzadas, ac orlgan na parede celular,
facilitariam a acdo desses farmacos sobre a via respiratoria bacterlana

As amostras bacterianas multirresistentes, T18 e T43, insensiveis & agdo do KW
possibilitaram demonstrar en outro estudo & presenca de uma via respirvatdria
alternada (4}.

O presente estudo evidenciou que os bacterlostatmos e bactericidas ensaiados
agiram sobre & via respiratdria das bactérias sensiveis e resistentes avaliadas.

Os mecanismos sugeridos por Campos & col. (4), em 1983, para explicar a agdo de
antimicrchiancs scbre bactérias multirresistentes parecem adequados e estao na
dependéncia da utilizacao de wma via respiratoria alternada.

A sintese de uma via metabdlica resistente mediada cu ndo por plasmideo também
foi lewbrada por Neu {12}, em 1984.

A via respiratdria alternada, induzida pela multirresisténcia das amostras T18 e
T43, provavelmente, influencicu de alguma maneira madancas na parede =/ocu merbrana
dessas bactérias impedindo, portanto, a agao dos antimicrobianos ensalados.

Os fatos descritos devem aaxiliar na mdlcagao dos antibibticos em infecgles
humznas oriundas de bactérias resistentes as diversas drogas utilizadas em clinica.
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PLASMID CURING OF ESCHERICHIA COLI AND SALMONFILLA TYPHIMURIUM
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Summmary

An unusual curing method bhased on growth in SDS medium and high
temperature incubation was analysed in relation to elimination
efficiency of the Fylac plasmid in Fscherdlehia cofd K12, No co-
ring effect could be attributed te the incubation in medium with
SpS. High frequency of plaswid elimination was observed after in-
cubation of the strain in EC medium at 44£.35°C. Both temperature
and medium composition were important components for the final
plasmid elimination. Application of the technique to Salmoneffa
Ayphinuiium  plasmids showed no significant advantage in relation
to conventional curing methods as treatment with ethidium bromi-
de, The same results were obtained after conjugational transfer
of 8. fyphimwiium plasmids to E. cofd cells.

Resumo

Cuna de plasmideos de Escherichia coli e Sabmonelfa Zyphimurium
pelo tratamento com sodio dodecil sulfato e incubacdo em tempend-
fura efevada

4 eficiéncia de um método de cura n3o convencional, baseade no
crescimento de culturas em melo com SDS e subseguente incubacdo
em temperatura elevada, foi analisada em relacdo a eliminacde do
plasmideo Folac em Escherichia cofi K12, Nenhum efeito curagénico
pode ser atribuido a incubac@o em meio com $DS. Frequéncias de
cura elevadas foram observadas apenas apés o tratamento da linha-—
gem em meio EC a 44,59C. Tanto a temperatura como a composicao do
meio foram fatores importantes para a eliminagdo final do plasmi-
deo. A aplicacao da técnica em plasmideos de Salmonella typﬁ&ﬁu—
#ium nzo demonstrou vantagens significativas em relacZo a2 metodos
de cura coavencionzis com0 a incubacao em meio com brometo de
etidec. O mesmo resultado foi observade apés a transferéncia por
conjugacao de plasmideos de S, fyphimunium para células de E. co-
L.

Introduction

Determination of bacterial traits coded by plasmids is a crucial step in the
genetic and molecular analysis of bacterial pathogenicity (14). Plasmid curing

* Work supported by CNPg and FINEP grants.
**Corresponding  author.

Rev., Microbiol., S3o Paulo, 18(2):178-183, Abr./Jun. 1987.
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techniques are usually an useful approach to establish the extrachromosomal origin
of such ©properties as resistance to antibiotics, production of toxins,
invasiveness, serum resistance, adhesiveness and virulence factors (6, 8, 24).

Several methods have been described which interfere with plasmid replication
leading to the production of plasmidiess cells. Among these curing compounds or
treatments are: novebiocin (18), sphercplast formation (13), thymine starvation of
thymineless mutants {5), acriflavine (9, 16, 22}, sodium dodecyl sulfate (20),
incubation at high temperatures (11, 15), ethidium bramide (3), and several other
mutagenic drugs (23}. On the other hand, some enterobacterial genera or species are
guite resistant to curing treatments and plasmidless strains are usually hard to
isolate. In particular, Safmonelfa fyphimuriwr strains are extremely insensitive to
most, if not all, curing treatments available (19, unpublished chservations).

An uvnusual proceduare for plasmid elimination has been recently described (8).
This technigue is based in a E. cofi enrichment process consisting of successive
incubaticns in medium with SDS and high temperature. Recently, promising curing
results have been obtained with plasmid—containing S. agora strains using this
methed {21}.

In the present work we have analysed this new curing method in more detail.
Different approaches were done to determine the effective step(s) of the original
curing procedure. Same initial attempts were also made to apply this technique to
pathogenic S. ILyphimuiium antibiotic-resistant strains. (Abbreviations: SDS -
sodivum dodecyl sulfate; MD - Megadaitons; E.B. - ethidium bromide; Gm - gentamycing;
Bt - streptomycin; Km - kanamycin; Ap - ampicilin; Cm - chloramphenicol).

Materials and Methods

Bactfernial sirains - Bacterial strains used in this work are listed in Table 1. S.
Ayphimuiion  strains 17 and 44 were recovered from fasces of hospitalized
{diarrhoeic} children in Recife and kindly supplied by N.C. Ieal from 3aggeu
Magalhfes Research Institute.

Media and grnowth condifions - Unless otherwise stated cultures were grown in YT
medium (g/1: tryptone, 10; veast extract, 5; sodium chlioride, 5) without agitation
at 37°C during one night. Other media used were EC medium, lauryl trvptose broth
and nutrient broth (Difco Laboratories), Muller—Hinmton and McConkey agar {Merck).
M9 medium was prepared as described by Miller (20). All media were adjusted to pH
7.2 before autoclaving. S8DS (Sigma) and ethidium browide {(Merck) were analytical
grade.

Plasmid DNA (sofatfion - Plasmid DNA was isolated Ly the method of Kado & Liu (12}.
Electrcophoresis was done at 100V for 2 hours in 0.7% agarose gels. Plasmids BEp4 (32
¥D} and Sa (23 MD) were used as molecular weight markers.

Plasmid cuiing - The procedure of Hill & Carlisle (8} was essentially followed.
Briefly, 0.1ml of a ligquid culture growth in Y7 during one night was used to
inoculate Zml of lauryl tryptose broth and incubated for 48 hours at 379C (Step I}.
After incubation, 0.1ml of the culture was transfered to 5Sml of EC broth and grown
at 44.59C for 48 howrs (Step II). Cells were diluted in buffered saline and plated
on MacConkey medium plates (for detection of lactose fermentation) or on ¥ medium
plates {for detection of antibiotic resistance). Treatments of cultures with
ethidiun bromide (1mM) were done as described previously (3). Curing determination
of antibiotic resistance markers was done by replica plating in YT agar plates
containing one of the follicwing antibiotics: ampicilin  (50vg/ml), gentamycin
{50pg/ml), kanamycin (50ug/ml}, streptomycin (100ug/ml), chlorarphenicol (25ug/ml).

Plasmid fransfen - Conjugation experiments between S. Lyphimurium strains and F.
cofd 353 were done in ligquid medium at 379C without agitation during 2 or 24 hours.
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Table 1 — Bacterial strains used in this work

Strain Relevant phenotype Reference or source
E. cofl 0880 {F,lac) Lac Thr~ Lew Thi~ Sm pal
£, cofd CEOC {Sa} Lac~ Thr— Leu™ Thi~ Sm 23
Km S Cm Gm
E. coli C60C {RP4) Lac™ Thr~ Lea— Thi— Su 23
M Km Ap Te
E. cefd J53 F- Rif ract 22
5. ztyphimusiun 44 Lac™ Ap Km Sm Su (o clinical isoclate
S. typhimunium 17 Lac™ Ap ¥m Gn clinical isolate

Table 2 —_Effect of each §equenc1..a1 step_of ot Total oss of
the SDS high temperature incubation curing ey colonies clones Fglac (3)
procedure in Filac elimination?.

Symbols: a = Numbers represent the sum of Controls

at least three separate experiments; b = YT at 37°C 1161 0 0.1

Step I - Growth in lauryl tryptose byoth at ¥T at 37°C+ E.B. 409 1 0.25

370(? for 48 hours; Step II = Growth in EC Prperinentsd

medium at 44.59C for 48 hours; Step I + II Sbep T 1598 o o1

= Complete curing treatment as described in sten 11 2750 2452 89'2

Material and Methods tep .
Step I + IX 2863 2525 88.2

Fesults

E. coli cells harbouring the plasmid Folac were used as a model for curing
activity determination, No spontanecus curing was observed in non treated growing
cells and addition of ethidium bramnide at subinhibitory concentraticon raised the
elimination frequency to only 0.25% {Table 2). When the same strain was subimdtted
to the method described by Hill & Carlisle (8), plasmid elimination frequency
increased to 88.2%. The same experiment was repeated using only one of the two
consecutive steps of the original procedure. Results presented on Table 2 show that
step II, i.e., 48 hours incubation at 37°C in EC medium, resulted in plasmid curing
frequencies similiar to the full treatment (Table 2)}. These data indicate quite
clearly that, in relation to the Fjlac, the main curing camponent of the original
method was the incubation at 44.50C in EC medium.

To determine which element was responsikle for the curing effect of step II, both
parameters, i.e., incubation temperature and the growth medium composition, were
analysed further. Table 3 shows the
g‘él;zraﬁggbelw 42%3 ﬁ:ﬁ almost Table 3 - Effect of the temperature and
no curing activity, meanwhile growth medium composition on the curing of
tamperatures above 45¢C resulted in Folach.

100% curing of Folac even thouch cell Symbols: a = Numbers represent the sum of
survival . was drastically effected at least three separate experiments

{(data not shown). The medium
composition was also important +o the sediam Incubation Total lac  Loss of

final curing activity since tamperature (©C} colonies clones  Fplac (%)
incubation in NB and mindmal medium

o 40 421 0 0.2

at the save temperature resulted in EC 42 §58 13 2
inc i o 44.5 2750 2452 89,2

no increase of  plasmid  loss B 46 826 826 190
fz:equmcy. Curing was also observed " 47 485 485 100
in VT medium, but in a less extent ¥T 44.5 523 185 35.3
; : NB 44.5 530 0 0.

than in  BC redium {Table 3). o a5 o 0 0.5

Molecular analysis of Lac™ colonies




Figure 1 — Electrophoretic analysis of
¥olac samples before and after the curing
treatment,

Symbols: A& = L. coli €600 (Fylac); B = E.
cofl C600 ecured by the SDS-high
temperature incubation treatment; C = E.
coll C600 (RP4); D = E. cold C6G0  (Sa).
The numbers indicate the molecular
weigths (MD} of the plasmid

obtained after the curing treatment
confirmed the disappearence of the 66 M

Folac plasmid (Figure 1). 58
An initial attempt to apply the

SDS-high temperature incubation curing RE -

method to S. Ayphimurium was done with P

two samples recovered from diarrhoeic
cases. Table 4 shows that no significant
differences in curing frequencies were
observed among samples  treated with
“ethidium bromide and those treated with
the SDS-hicgh temperature incubation method. Similar results were observed in
transconjugants selected for the transfer of the extrachromosomal antibiotic
resistance markers to [. cofl host.

Discussion

Tt is reported here that the unusual plasmid curing method consisting of
consecutive incubation in medium containing SDS and high temperature (8) can result
in quite different results as a function of the plasmid studied, In relation to
Folac plasmid the incubation at 44.5¢C in EC medium proved to be sufficient to
induce high elimination freguencies. However, in contrast to other Fplac plasmids
{(11), a temperature sensitive plasmid DNA replication could not be considered as
the main factor involved with the high caring frequencies cbserved. Our results
showed that incubation at 44.50C in different media gave quite different curing
frequencies, indicating that other factors besides temperature are involved (Table
3). Adachi & col. (1) reported a strong osmotic pressure dependency on the curing
of some extrachromosomal DMA in E. ccfd, However, this factor could not explain the
sharp contrast observed in the curing frequencies of the different media tested,
since NB and M9 medium show quite different osmotic pressures, and both were unable
to support Fplac curing.

Our results suggested that the curing activity cbserved by Hill & Carlisle (B) in
their £. coll enrichment procedure was probably due to the second step, i.e., the
incubation at 44.5°C in EC medium. This possibility was also supported by
chservations made by other authors where the effective SDS concentration for
plasmid elimination were 1% (1, 17, 22} and 10% (10, 20). It should be noted that
the final concentration of SDS in the Difco lauryl tryptose broth is only 0,01%.

No relevant increase in the frequency of plasmid elimination was observed with
wild S. fyphimuadon strain as well with E. cefd transconjugants after the SbBS-high
temperature incubation curing treatment. Other authors described that & single
curing procedure can show different plasmid curing efficiencies as a function of
the enterchacterial species analysed, indicating some role of the bacterial cell on
plasmid stability (16, 22). On the other hand, Toledo & col. {19) reported that a
single plasmid can give different results to curing treatments when transfered to
other bacterial hosts (16). Some results described in this work indicated that the
resistance to curing treatment showed by §. fywliGrundun plasmids is not related to
the host genetic background since similar findings were obtained in £, codd
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Table 4 - a = Numbers b Curing of resistant mackers
represent the sum of at Strain Treatment Resistant marker Frequency of less
least ~ three  separate T T e T A 33073 (0.9)
experiments; b = As in o 330410 (3.0)
legend of Table 2; ¢ = Step I + II ap 330/0 (0.3)
Transconjugant cbtained Gm 330710 (3.0
after tramsfer of  S. ¥T at 370C ap 330/0 (0.3}
Ayphimunium  Ap  and Et an 330/0 (0.3)
markers; d = Frequency of YT at 379C+E.B. Ap 330/0 (0.3)
loss - total colonies (% am 330/9 (2.1
. . cured colonies E. cobi Step I + II ap 430/15 (3.5)
of curing} Gm 430717 (4.0)
S. typhimwniom 44 YT at 37eC 2p 33040 (0.3)
cm 330/0  {0.3)
Et 330/6  {0.3)
¥m 330/¢ (0.3)
YT at 37°C+E.B. ap 330/2 (0.8}
. tm 330/3 (0.9}
Bt 330/2 (0.6}
Km 330/3 (0.9}
Step IT ap 336/¢ (0.3
o 330/1 (0.3
Et 33071 (0.3
En 33650 (0.3}
Step I + II ap 33040 (0.3)
: am 330/2  {0.5)
Bt 330/0  (0,3)
K 330/0  (0.3)
E. coli 44¢ Step I + II Pp 330/0 (0.3
Cm -
BE 33070 40.3)
¥m -

transconjugants  {(Table 4). This conclusion supports the idea that some plasmids
indeed differ in their replication ard partitioning mechanisms, and some of them
are not subjected to modifications by bacterial host enzymes.

The recent cbservations of Vicente & de Almeida (21} reporting the successful
caring of $. agona plasmids could be interpreted as a function of the higher SDS
concentration used (0.05%) or an inherent instability of those S. agona plasmids.

Cur results indicated that the curing method based in SDS high temperature
incubation treatment can be used as an alternative technique of plasmid curing.
However, the efficiency of the method should be carefully checked for each plasmid
studied.
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Resumen

Se caracteriza, desde el punto de vista genético y molecular, el
contenido plasmidico de resistencia en especies de Shigeffa. E1
100% de las cepas (203) poseen multirresistencia extracromoscmal
que compromete los determinantes de vresistencia para sulfas,
streptomicina, tetraciclinas, cloramfenicol, kanamicina, neomici-
na, ampicilina, carbenicilina y cefalosporinas, siendo en el 90%
de ellas del tipe plasmidial conjugativa autotransferible y el 1%
restante no autotransferible pero movilizable representado por el
plasmido r(Su-St). Un plasmido puede mediar 1la multirresistencia
presente o lo hacen dos o mas pldsmidos, frecuentemente auto-
transferibles y no autotransferibles que zl coexistir crean un
estado celular poliplasmidial que puede proporcionar para sulfas,
streptomicina, ampicilina y carbenicilina una doble o triple ga-
rantia de resistencia. Los pidsmidos autotransferibles identifi-
cados pertenecen a los grupos incompatibles B, Iy, Fy1 v un plas-—
mido, el cual parece ser ubicuo en nuestro medioc, que se trans—
fiere mejor a 370C que a 28°C, es fit*, no produce restriccidn en
el esquema fagico de S, fyphimuwium fagotipe 36, no propaga los
fagos u? y £d, su peso molecular es de 46x10° daltons ¥ se mues-
tra compatible con plasmidos de grupos conocides, pero incompa-
tible entre si vy con plasmidos aislados en nuestro medio en sero—
tipos de Salmonelfa por lo cual probablemente pertenecen a un
mismo 'nuevo" grupe incompatible. El determinante Am~Cb puede esw
tar presente en células de especies diferentes y en una misma cé-
lula en plasmidos de diferentes grupos incompatibles lo cual es
indicativo de su amplia difusidn en shipelas. Este estudio es
atil como trazador epidemiolégice y para conscer lz evolucidn de
la emergencia de resistencia plasmidial en Shigelfa.

Summary

Genetic and moleculan charactenization of plasmids that mediate
mulitinesistance in Shigeflfa

A genetic and molecular characterization of the plasmid content
mediating resistance in Shigelfa species was done., Une hundred
percent of 203 strzins have extrachromosomal multiresistance that
involve determinants for sulfonamides, streptomycin, tetracyeli-
nes, chloramphenicol, kanamycin, neomycin, ampicillin, carbeni-
cillin and cephalosperins. MNinety-nine percent of the strains

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 18(2):184-191, abr./Jun. 1987.
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show autotransferable conjugative plasmids yvesponsible for the
resistance. The remaining 1% has the plasmid =z(Su-St) which 1is
not transferable but capable of mobilization. The multiresistance
can be mediated by one, two or more than two plasmids, which fre-
quently present themselves as a mix of conjugative and nen-conju-
gative plasmids that create a polyplasmidial cellular stat that
provides a double or triple warranty of resistance to sulfonami-
des, streptomycin, ampicillin and carbenicillin. The identified
conjugative plasmids belong to the incompatibility groups, B, I,
Fi1. One plasmid which is ubiquitous in our envircenment, is bet-
ter transfered at 370C than at 289C, is fit, does not producs- any
restriction in the phage-typing scheme of S. Zyphimurium phage
type 36, does not propagate phages ¥? and fd; it has 2 molecular
weight of "46x10% daltons and is compatible with plasmid groups
known, but incompatible with each other and with other plasmids
having the same characteristics of plasmids isolated from Safmo-
nells serotypes in our environment, and because of this it belie-
ved that these plasmids belong to & "new" incompatibility group.
The resistance determinant Am~Ch can be present in different spe-
cies cells or im the same bacterizl cell in plasmids of different
incompatibility groups indicating that it has become widespread
among Shigefla strains. This study is useful as an epidemiologi-
~cal tracer and should help to understand and follow-up the resis-
tance arising in Shigella species.

Introdoccion

Estudios reportados en Venezuela en el ano 1970 (19) en cepas de Shigella
mostrarcn que la multirresistencia presente en el 84% de las cepas v que incluia
los determinantes de resistencia para sulfas, streptomicina,  tetraciclinas,
kanamicina, necmicina y cloranfenicol era del tipo transferible por conjugacidn.
Igual modalidad fue damostrado asumia la resistencia a ampicilina y carbenicilina
detectada en shigelas aisladas en 1972 {21).

En la actualidad es conocide que cuando una bacteria miestra uwm patrdn de
resistencia, frecuentemente del tipo miltiple, y posee capacidad para transferirla
por conjugacién a otra, como es el caso de nrmuestras shigelas, es debido a la
presencia en ella de un elemento genético extracromoscmal del tipo de los plasmidos
conjugativos (3, 5, 9, 11).

En Verezuela el uso indiscriminado de los antibidsticos es altamente notorio vy
ello se concce es un agente selectivo poderoso para la diseminacién de elementos
plasmidiales que median resistencia a los mismos, y lo es en tal magnitud que ésta
se ha oonvertido por su frecuencia en el tipo de resistencia predominante en
bacterias comensales o patdgenas del honbre v animales {2, 5, 9, 10, 20},

Un estudio de 1.369 cepas de Shigedla aisladas en Venezuela durante los afios
1968-1982 (23} mostrd la presencia de resistencia v resistencia miltiple en el 89%
v el 84% respectivamente, por lo cual se ha creido de utilidad caracterizar ésta
resistencia desde el punto de vista genético y molecular,

Materiales v Metodos

Cepas bacfernianas - Siguiendo la metodclogia descrita por Anderson y Lewis (2) 203
cepas fueron investigadas por la presencia de resistencia exitvacromoscmal mediada
por plasmidos v en base a la existencia de multirresistencia  plasmidial
conjugativa, 10 cepas representantes de las especies de Shigefla mas frecuentemente
aisladas en muestro medic, fueron seleccionadas para el estudio genético vy
molecular te sus plasmidos.

1as siguientes cepas de Escherichia coli K12 fueron utilizadas: F— lact nalf,
HEL, 7+, portadoras de los factores de transferencia X y. A.
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Las cepas standard de Safmonella Typhimunium utilizadas fueron las siguientes:
fagotipo 36 pil~, S500%, Col B, Col E, Col B1, Col E2, G0l I, Col Ta, Col Ib, Col T
+ COol E, Col Xy Col V.

Ias cepas portadoras de los plasmidos de resistencia de grupos incarpatibles
conccidos utilizadas en el estudio son listadas en las Tablas 1y 2.

Ptasmidos - Ios plasmicdos utilizadospara determinar el peso molecular mediante
electroforesis en gel de agarosa conjuntamente ccn sus P.M. en daltons x 16% v sus
marcadores, fueron los siguientes: Col E1, 4.7, TP193, 20.2; Sa (Su-St-¥n~Cm) 25.9;
120 (Su-St-Te-Am} 31.7; RI-19K~ (Su-St-Om-Am) 54,2; TP125 ({(Su-St-Te-Cm} 64.0 y
TP129 (Te) 77.6.

Fagos - Se utilizaron los fagos u? v £d especificos de F, el fago If., especifico
de I y un cchjunto de 30 fagos para la tipificacidn de Salmonella typhimurium.

Caracterizacion genctica y mofecufan - Para la caracterizaciOn genética y molecular
de los plasmidos de resistencia se utilizan los parfmetros que a continuacidn se
mencionan: determinacion e identificacidon de plasmidos colicinogénicos {13);
transferencia directa de plasmidos mediante cruces scbre la noche, cruces dobles vy
cruces interrumpidos {2, B8); detsyminacion del Factor ée Transferencia (FT) y
transferencia de plasmidos de resistencia no autotransferibles, mediante
movilizacion en cruces triparenterales (4, 5); capacidad de inhibir o no la
fertilidad (18); habilidad de estimilar o no a su huésped a sintetizar fimbrias del
sewo, lo cual le pemnitiria la propagacidn de sus fagos especificos (14);
produccién de restriccion fagica modificando el patyin litico de S. Zyphimuriwn
fagotipo 36 ante un conjunto de 30 fagos (1, 7); determinacidn de grupcs
incompatibles por so capacidad de coexistir o no con otros plasmidos {15);
aislamiento v medida del ADN plasmidic para su caracterizacidn molecular (16).

Resultados

En 200 {99%) de las cepas investigadas por presencia de resistencia
extracramosomal se2  logra demostrar la transmision de resistencia directa mediante
plasmidos sutotransferibles. En el 93% de estas la transmisidn de la resistencia es
completa y en el 7% es incompleta por el fracaso en la transferencia de
determinantes de resistencia para tetraciclinas, cloramfenicol y sulfas. E1 1%
restante estd representado por el plasmido no autotransferible pero movilizable x
{Su-St).

Los estudios geneticos miestran Tabla 1 -  Cepas standard. Grupos
que el contenido plasmidico de incompatibles
resistencia en chigelas puede
asumir las siquientes modalidades:

presencia de un estado
monoplasmidial autotransferible Cepa W0 Eepecie Plasmido ]
come el cbhservado en las cepas  Sh. incompatible
flexnent 4831 en la wal la 7RI E. coli Kyp F-olact malT Te F
resistencia esta codificada por el 33R309  E. cofd Ky ¥ lact nall Te B
plasmido R (Su-St-Te-Cm-Kn-Nmn) omom LowlifipRT Lo mll B 1
- . E. < Ky F7 lae™ na Te F
grupo incampatible Frr o en la cepa 28RE75  E. cold K;z F~ lact nal’  Te Fiy
Sh. somned 5593 con el plasmido R ggg;g £ coli Kyp B lach - Te Fry
{Su-St-Te-Cm) el cual es uno que se ez becolt ,‘ﬁ}g Tpe A o
transfiere mejor a 37°C que a 289C, 80T104  E. celi Ky ¥~ lact nal® am F-like
en los estudios de irhibicién Ge Ja 8N £ ccti¥p I lacinall A F-lixe
e . 4 . eedd Ky FT lac” nal Te B
fertilidad rea]lflzadOS con las cejpaf AT E. colé Ky3 F- lact m L
E. cofl K12 HE" 27R207 v E. codi F 113 E. 202¢ By ¥7 lact mall  StTe L
31R892 mestra que es capaz dJe ggiigg E. gg‘:’t 12 B }aci "aii e N
. SYeda 5 E. L lac’ na - N
provocar  inhibicitn.  de  la RT3 E. actl K15 © lac* nat®  Kn-Am N
fertilidad vy por tanto es £it, no 79732 S typhivunaon Kn—Am M
propaga  los  fagos ,'12 v £4, o 79751 S, Zyphimenium Stwam N
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produce restriccidn en el Tabla 2 - Cepas standard. Grupos incompatibles
eSquea fagico de S.
Iyphimupium fagotipo 36, =e
mestra coppatible entre si vy

con  plasmidos aislados en Cepa NO Especie Plasmido | Gmp‘;_ibh
miestro medio en cepas de S.
typhimnium v 8. java, que 29R924 E. cofd Xy F~ lac™ nad® Te Iy
mestran las i smas 78716 S. Zyphimurium Kn I4
. . 13IR108  E. eofd Kyp F lact Bm I3
caracteristicas Y cuya 38R167 E. cofi ¥y F~ lact Kn I
-Genominacion dentro de los S0me4s  E. coflKyp F-lacr  Te-Kn-am P
. . = 37R491 E. coli K43 F lac* nal Am nueve
gmms_mccxzpatlbles esta por IR0 S, tgphimiun am evo
ser asignads., Su peso molecular 402 E. coli Kyy F~ lact nat® St-hm T
es de 46x10° daltons v su banda 778 E. cofd Ky3 F lact Su-St-Te u
P g8 E. coli Ky3 F~ lac am W
electroforética en gel de 200 E. cofi Ky F~ lac* St~am X
agarosa puede ser aprecisda en 949 E. coli K33 F lact St—Kn z
i 33R816 E. cold Ky F~ lac Te 41
las columas 6,7 de la Figura 35RE75  E. cofi Ki5 P- lac* nalf 2 az
1; presencia de un estado 42R644  E. cold Ky F lac* nal® Su-Kn-Pm com 6
poliplasmidial por plasmnidos 42R617  E. cofd ¥qp F- lac* mall  Su-St-Te-Gm com 7
antotransferibles  como los 33R404 E. cold Kiz F* lact nalf Kn—Pe-Gm com 7

chservados en las cepas Sh.
sonned 803 v Sk, flexnendi 479
las cuales llevan los plasmidos
R {Su~-St-Te-2m—Ch} y R (Su-St-Am-Cb-Cr) grupo incompatible B y R (St-Kn-dim-Am—Chb) y
R (Su-St-Am-Ch~Cr} estos Gltimos presentando las mismas caracteristicas genéticas
del plasmido R (Su-St-Te-Cm) descrito antericrmente en la cepa de Sh. sonned 5593;
presencia de un estado poliplasmidial por cohsbitar plasmidos autotransferibles y
no autotransferibles camo es el doservado en las cepas de Sh. sonned 4124 que lieva
los plasmidos autotransferibles R (Te) grupo incampatible B y R (Am-Cb) grupo
incampatible I4, el cual ccasiona restriccion de los fagos 12 y 13 del esquema
fagico de 8. Zyphimuwiium conwirtiéndolo del tipo 36 al 125, lo cual permite su
caracterizacitn como 1M, en Sh. dysenteniae 906 que posee los  plasmidos
autotransferibles R (Am-Cb} grpo incampatible Ih v R (Su-St~Te-Cm-Kn-Nm) grupo
incorpatible Frr v en Sh. {fexneri 604 con los plasmidos sutotransferibles R (Te)
grupo  incampatible R y R (En-¥m-Am-Cb) grupo incampatible Iq. Cada una de estas 3
cepas completan su dotacidn plasmidial de resistencia con un plasmide no
Autotransferible r  {Su-St): presencia de un estado monoplasmidial no
autotransferible representado por el
determinante de resistencia r
{Su~5t), presente en las cepas Sh.
boydili 105 v 489 v Sh. {Lexnend 5014,
movilizable hasta . receptor

Figura 1 — 6 = Plasmide grupc nuevo
de Sh. sonned 5593 de peso molecular
46x10° el cual  codifica  la
resistencia St~Kn-Nm—am-Cbh. Se
observa ademds uh plasmido criptico
de peso molecular 35%1G%.

3 = Plasmide de Sh. sonned 5593 de
peso molecular 5x10° el cual codifica
por Col Es.

4/5 = Contienen solo plasmides de
peso molecular conocido. Las bandas
electroforéticas comunes en cada una
de las celumnas corresponden 2 dos
plésmidos de peso molecular conocido
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Tabla 3 — Shigeffa.203 cepas,caracterizacidén genética de los plésmides.
Sfmbolos: 1 = En S. typhimuilum; nr = No restringe; n = MNinguna; = No se
practica; * = A ser determinada

. - - . YeRRatTan!
Exoresion Zenotipica Plasmidos idenrificadcs Irhihizion rago Restriccidn Snmo
&2 la resisrencia P ie de la i
. surorransipribles o aunotransferibles fertilidad Dropageds e famos®  incompetible
4831
4ioanet B1) R{Su-Bt~-Te-0m-Kn—-Nm} i id nr Iy
Te—Cr—¥rp-Nen
3383
sonael) R{Su+55-Te—Cn) £i* n nr muevo
u-ST-Te-Cn = (ol El)
503
(85, sonngd) ReGT-Kn-Ne-Am{0) £i* n nr noeve
Su-Su-Te—Xn-Re-Am-Ch) R{S—-St-Tew2C0} Ii- n o 2
r {Col E1}
RiSu-Su-2n-Co—(T} ZiT or nueve
R Te—Cr-Xo~Nm) £ n ne B
2124
(Sk. somned) R Am-Co) £57 i3 135 nrs
Su-Se-Tepm-lo R{Te} Zi- n frid E
r {55t} -
r {Col Z3)
{Sh. dysenterdaq) R Su~St-Te—Cm-Kn-Nm) Fi* £a nx PII
Su-ST-Te-CrwKn-No-3m—o R{Ah) £i- Ify i I3
T {S5u-St) -
&04
(Sh. {2exneri) R{Kn-Nm-Am-C0) £i~ " * 1
Su-St-Te~Kn-dAr-Cb R{Te) £~ n ar B
T {5u-5t) - .

apropiado mediante los factores de transferencia X y/o 4. 7
Las 3 cepas de Sh. sonnel estudiadas llevan ademds wn plasmido colicinogénico Col
1E1. Bn la cepa Sh. somned 5593 &ste tiene un peso molecular de 5x10° daltems y su
banda electroforética puede ser apreciada en la columna 3 de la Figura 1.
Las Tablas 3 y 4 resumen todas las caracteristicas genéticas de los plasmidos
jdentificados.

Discusidn

ios resultados de este estudic ratifican los hallazgos reportados anteriormente
en 1o relativo a que la resistencia presente en las diferentes especies y serotipos
de Shigella asume frecuentemente la modalidad de ser transferible por conjugacidn
(19, 21}.

Algunas cepas de Shigelfa pueden contener toda su  informacidén genética de
resistencia, con determinantes de resistencia a varios agentes antimicrobiancs, en
un solo plagmido. En otras, plasmidos de resistencia cohabitan en una misma célula
bacteriana creando un estado peliplasmidial, en algunas de esta Ultima ricdalidad
ellc les proporciona a antimicrobianos camo sulfas, streptomicing, ampicilina v
carbenicilina una doble o triple garantia para que la cepa se exhiba resistente a
los antibidticos mencionados.

Los determinantes de resistencia para varios agentes antimicrobiancs presentes en
estas chigelas pueden estar constituyendo plasmidos que desde el punto de vista de
la resistencia cque median en cepas diferentes o ain en una misma cepa de Shigella,
pueden ser similares o muy parecidos en su patrén de resistencia, ain cuando los
plaswidos sean en realidad geneticamente diferentes. Esta similitud existente en
plasmidos diferentes ha llevado a asumir alguna interrelacidn epidemiolgica entre
los processos infecciosos producidos por entervpatOgenos que la poseen como es el
caso del plasmido caracterizado en la Sh. dysenteriae Ay que durante los ahos
1968-1969 produjo un brote epidénico en Centro América {17) y el detectado en S.



‘Tabla 4 - Shigeffa.203 cepas. pliasmidos Q¢ resistencia no
autotransferibles. Movilizacion.

Simbolos:1 = L. cold Kyp Flactnal? 14R525; 2 = E, cofd Kqp
lact 18R951 llevando el factor de transferencia x; 3 = E.
cofi Kqs lact 278503 1llevando el factor de transferenc;a A

Expresion fenotipica Factor de transferencia Egrasion genotipica

: N - : de la resistencia
2 3
de la resistencia E. cofl 18R951*  E. cold 27R503 t ferids a E. cofil

5014 X f X {Su-St)
(Sh. 4lexneri Byl A {Su-ST)

Su-5t

103 X & X {Su-ST)
{Sh. boydii Cyp)

Su-St

489 X 4 4 {Su-8L)
(Sh. boydii Cyq)

fyphi durante el brote de fiebre tifoidea ccwrrido en Mexico en el ano 1972 (9).
Cepas dJe ambas especies nostraban patrones de resistencia idénticos (Te-Su~St-Cm),
pero la caracterizacifn genética de sus plasmidos reveld que epidemiologicamente no
habia tal correlacidn, va que arbos plasmidos pertencian a grupos diferentes,
siendo el de Sh. dysenteiice Bq uno de grupo incompatible B y el de S, fyphi uno
del grupo incampatible Hy (12, 16).

El plasmido de resistencia no autotransferible por conjugacién que media
resistencia para streptomicing v sulfas v que estd presente en las cepas 4124, 906,
604, 105, 589 y 5014 es bien conocido como el determinante de resistencia que mas
frecuentements se encuentra en forma "libre" en enterchacterias (3} v que en
nuestras coepas asume caracteristicas similares a las descritas por Anderson en $.
Fyphimwdum fagotipo 29 {6}, por lo menos en cuanto a su movilizacion mediante la
utilizacion dJde triple cruce y & su asociacion en clase 2 con el segmento FT de los
plasmidos autotransferibles cuando coexisten con él.

En ninguna de las cepas de Shigeffa que mostraron resistencia a ampicilina vy
carbenicilina hemos observado segregacién de los genes que median esta resistencia,
lo cual es debideo probablemente a que es uno mismc el responsable de tal
resistencia, lo mismo ocurriria en la cepa Sh. {fexneri 479 que muestra ademas
resistencia a las cefalosporinas. COtros estudios (20, 23} han mostrado que esta
cepa y otras shigelas que poseen este tipe de resistencia tampoco presentan
gsegregacitn de genes de. esta resistencia y los niveles de resistencia mas bajos
alcanzados para cefalosporinas pudieran ser indicativos de que las cepas que llevan
plasmidos que soportan estos determinantes son  capaces de  producir  una
beta-lactamasa que escinde mejor el anille B-lactam de ampicilina v carbenicilina
que el del nicleo cefalosporinico, no cbstante, les proporciocna niveles .de
resistencia clinicamente significantes. Es notoric en los resultados cbtenidos que
el Jeterminante de resistencia para ampicilina y carbenicilina presente en las
cepas de Shigella estd constituyendo en ellas parte de diferentes plasmidos, los
cuales pertenecen a la mavoria de los grupos incompatibles identificados en 1las
cepas estudiadas, © sea, que integran plasmidos pertenecientes a los grupos
mcotrpat:bles I, By al nuevo grupo incompatible por ser designado, ello es
indicative cue este determinante ya ha sufrido una amplia difusidn dentro de los
plasmidos presentes en Shigella.

Ios dos plasmidos del grupo F caracterizados en este estudio presentes en las
cepas 4831 vy 906 campartieron la caracteristica de los plasmidos miembros de este
grupe de propagar el fago fd, pero fueron incapaces de propiciar la propagacion del
fago v? lo cual es una caracteristica que se cbserva en una minoria de los
plasmides pertenecientes a este grupo. Esto conlleva a contemplar la possibilidad
que en estas cepas, los receptores de superficie para ambos fagos sean diferentes,

Plasmidos grupo incoppatible B, Frr, e I parecen estar bastante difundidos en
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shigelas y otros entercpatfgenos en nuestro medio {22). De igual ubicuidad parece
también gozar el plasmido que hemos denotado como plismido ‘“nueve” y cue esta
siendo classificado en la "Division of Enteric Pathogens, Enteropathogens Reference
Laboratory” de Londres.

El poder colicinogénico en las shigelas estudiadas estuvo presente sdlo en Sh.
sonnel. El tipo de colicina producida es en todas ellas del grupo Eq lo cral puede
significar que esta propriedad de colicinogenicidad tenga alguna correlacidn
epidemicidgica entre ellas, la produccién de cclicina en estas cepas es tanbién
codificada por un plasmido no autotransferible, el cual coexiste en estas bacterias
con aquellos plasmidos que median la pesistencia presente en ellas y contribuye a
la creacion de su complejo plasmidico.

Desde el punto de vista médico este estudio puede resultar Jde utilidad al
gontrituir a determinar la ecologia de la emergencia de resistencia a los agentes
antimicrobizhos que se introduzcan para el tratamiento de la shigelosis va sea por
que estos nuevos determinantes e resistencia pasen a integrar nuevos plasmidos o
se sumen a 1os ya existentes en plasmidos presentes anteriormente en Shigelfa e
iguatmente desde el punto de vista epidemiolcgice al permitir afirmar o negar la
interrelacidn de casos o brotes producidos por una especie o serctipo de  Shigella,
en una misma o diferente &rea geografica o institucion.
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Errata

Caracterizacio sorologica de amstras de Vibrnip parahaemofyticus isoladas de peixes
capturados no litoral brasileiro. Rev. Micrabicl. {(S. Paulo), 17(4), p.328, 1986.

a

QOE SE Lf: Excetuando-se, Uibiaic cheferae 01, a maior énfase nas pesguisas se
concentrou sobre V. paidhaemclyticus, reconhecido como um dos principais agentes de
processos ubidiidade no universo marinho.

IETA-SE: Excetuando-se, Wibadie choferze 01, a maior énfase nas pesquisas se
concentrou sobre V. parahaemofyiicus, reconhecido como um dos principais agentes de
processos de toxinfeccdo alimentar, em determinadas regides do munde e por sua
extracrdinaria ubiguidade no universc marinho.

p.329. ONEE SE LB: soroldgicos concorrentes em regides nao endémicas, ndo deixam de
representar ' nosso litoral, admitindo-se que as  influéncias  impostzs  pela
sazonalidade, t3o evidente em outras areas do mundo (11), ndo apresentam a Mesma
repercussdo nas informagdes de  importéncia, para os futuros  ensaios
bacterioldgicos, ecoldgicos e epidemiocldgicos.

LEIA-SE: sorclogicos ocorrentes em regides nao endémicas, nao deixam de representar
informacdes de importancia, para os futuros ensaios bacterioldgicos, ecoldgicos e
epidemicldgicos.

p.330. ONDE SE [R: Fm sintese, os resultados obtidos demonstram a ampla difusfo do
microrganismc em de toxinfeccdo alimentar, em deterninadas regides do mundo e por
sua extracrdinaria

IEIA-SE: Em sintese, os resultados obtidos demonstram a ampla difusao  do
microrganisme em nosso litoral, admitindo-se que as influéncias inpostas pela
sazonalidade, t830 evidente em cutras areas do mundo (11}, ndo apresentam & nesma
repercussio nas...

Aph,cagao G uma técnica & ELISA {"Enzyme-Linked Immmosorbent Assay™) no
ico direto do virus da febre aftosa. Rev. Microbiol. (S, Paulo),
18(1):12-24, 1987.

Inclusaoc da Tabela 1 faltante.

Tabela 1 — Titulos de amostras de diferentes subtipos do VFA na reagao de
fixagao de complemento (RFC) e no ELISA.

Simbolos: a = Reciproca da diluicao de suspensac antigenica que corresponde
a 507 de hemSlise na técnica de Camargo & col. {(1058); b = Reciproca
da maior diluicao da suspensao antigénica, determinada por interpolagio
grafica, que fornece uma densidade optica 2 vezes superior zos controles cda
reacac

Titulo no FLISAR

Avostras dos \g ureza & Titulo na Relacéo
subtipos do VEA Ligeno RFCE ELISA/REC
Anti-O,A e C Anti~-1465 O Anti-VEA
Bafale
oy 11 Susp, de cels.BIR-21 22 944 1380 - 42,9/62,7
o {2 Susp. ¢ camundorgo 20 - 1600 - 30
o B Epirdlio Conim
plantar de cobaio 40 - 1600 - 40
ags WM Susp. de cels. BEK-21 1 282 - - 25,63
Evencesla: V) Susp. de cels. BHK-21 18 - - 335 32,5
Aorcesioy () Susp. de cels, BEE-21 16 - - 412 25,75
Evercosimg (3] Epitlio Lingual
bovine ] - - 23 3,83

ey Susp. d& cels. BEK~21 18 77 - - 42,6
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InFORMACAD TECNICO-CIENTIFICA SBM

Alimentacin, 80:1-56, set./out. 1985.

A revista Alimentacdo, publicada bimestralmente pela ABIA (Assoclacic Brasileira
das Indlstrias da Alimentacaoc}, divulga noticias (V. Segdes: Destagues, Atividades
ABIA; Empresas & Produtos, Guia do Comprador), informes técnico-cientificos (V.
SecCes: Destaques, OpiniBo) e tambén artigos originais de pesquisa.

O fasciculo em cuestdo traz matéria sobre estudos com o krill antartico,
atualmente desenvolvidos por pesquisadores da USP. A potencialidade da
Biotecnologia na producao de alimentos € discutida na Secac Opinido. Também &
apresentadc um artige scbre aproveitamento de vegetais muma provincia da Unido
Sovietica, assunto cujo conteldo ficou prejudicado pela tradugho que ndo deve ter
passado por revisor tecniceo.

Este nimero traz também artigo de pesquisa em Nutrigdo, que analisa a situac3o
alimentar de dois grupos populacionais de baixa renda do Estado do Para.

A revista Alimentacdo & indexada pelo Chemical BAbstracts Science, Bio-Sciences
Informaticon Service of Biological Abstracts e Commonwealth Bureau of Nutrition,

Elisabeth Garcia

Dept? de Alimentos e Nutricao
Experimental

Faculdade de Ciéncias Famnacduticas
usp

Caixa Postal 30786

01051 8dc Paulo SP

Enoontro Estadual de Especialistas e Digest3o Znaerdbia, S3o Paulo, 25-27 de
setentiro de 1985: conclusBes e recomendacdes de politicas para o setor.

SugestGes na area de micxchiologia:

1. Do ponto de vista sanitarie, devenizo sen estimuladas pesquisas sobre - a.
qualidade microbiolSgica dos bicfertilizantes onde deverdo ser censiderados
patfgenos de origem humana e de animais; b. estudos epidemioldgicos scbre riscos a
satude relativos & utilizagdo de bicfertilizantes; ¢, interferéncia dos aterros
sanitarios na qualidade de &guas subterraneas; d. normas para aplicacdo de
biofertilizantes e estudos sobre riscos de disseminagio de patdgenos dependendo do
procesgo de aplicagdo; e. efeitos de provessos de tratamento na eliminacgio de
patdgenos presentes nos lodos.

Z. Do ponto de visia do processo - a. Bstudos sobre ecologia do bicdigestor; b,
cursos de especializagio sobre métodos e microbiologia do processo da biodigestdo.

3. Do ponto de vista ecofogico - a. estudos scbre as interacdes da microbiota do
solo e biofertilizantes: b. estudos sobre interacdc da microbiota do solo e
poluentes.

Justificativa

Nazo existem dados suficientes nem wmetodologla completamente  estabelecida,
principalmente no referente a patdgencs e mais ainda para estudos dos
microrganismos do processo.

Faltam recursos humnanos capacitados para pesquisa, andlises e interpretacdo dos
resultados.

No que se refere & normatizacic schre qualidade, aplicagdo e disinfecgdc dos

Rev. Microbiol., Sac Paule, 18(2):192-20C, Abr./Jun. 1987.
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biofertilizantes, esta ficard extremamente prejudicada por falta de informagdes
basicas devido a pouca énfase e estimulo a pesquisas neste tema.

Maria Therezinha Martins
Dept? de Microbiologia ICB/USP
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
05508 S0 Paulo SP

Hidrolise enzimatica de biomassa:Anais. Maringa, Fundacao Universidade Estadual de
Maringa, Seminario, 24/25 outubro de 1983, 131p., 1983.

Nesta publicaciic estic reunidas as principais informacSes apresentadas no
Seminadric e Workshop realizados nos dias 24 e 25 de outubro de 1983 na Universidade
Estadual de Maringd, Parapi. Esses eventos tiveram como objetivos principais: a)
réunir ¢s pesquisadores nacicnals ligados & area de bicwassas, com a finalidade de
aunentar © intercambio dJde informacdes; b} propiciar a vinda de consultores
internacionais, com 8nfase especial, 3 area de hidrdlise de residuos celulbsicos
can enzimas ou celulas na fase ligquida e imcbilizadas, com o objetivo de ministrar
conferéncias nesta area e ¢) promcver um Workshop para debater entre os consultores
e os presentes, os principais obstaculos encontrados na aplicagdo comercial de
processos que utilizam enzimas ou células imobilizadas, bem como, estratégias para
supera-los. O produto final do Workshop deveria ser um documento que contivesse um
programa de estratégias e recamerdagbes a adotar, a fim de se incentivar a
aplicacdo da tecnologia de enzimas impbilizadas no pals, tanto a nivel de pesquisa
tecnoldgica, como a nivel de planta-piloto e industrial.

A primeira conferéncia fol apresentada pelo Dr. George Fuert (University of
Arkansas) e versou sobre © tama "Conversdc de celulose a produtos quimicos,
incluindo etancl". O conferencista considera a possibilidade de se utilizar 1lixo
urbano, residuos de fabrica de papel e residuos agricolas para a produgido de
etancl. As diversas etapas de processo sao discutides, can anfase para ©
nré-tratamento; producdo de celulases por mutantes de Talchodenma heesei (M 6aj
sacarificacao e fermentagdo simultanea, sendo a fermentacdo feita utilizando-se
landida brassicae. Para uma planta processande 50t/dia de lixo, os custos dé
produgac de etanol foram estimados entre 0,28 e 0,34 dblares por litro.,

A sequrda conferé@necia foi apresentada pelo Dr. Herbert Elel (University of
Commecticut) e abordou o tema "Uso de células imchilizadzs para a producac de
alcool®. O apresentador discute a conversfo de xilose @ etanol utilizande
Paghysolen fannophilus imobilizadd en alginato de cidlecio e a producdo de etanol por
“ermentagdao de aglcares, utilizando leveduras ou bactérias (Zymomonas webilis)
imobilizadas em diversos materiais. Por altimo, considera o uso de técnicas de ADN
recombinante para a obtengdo de leveduras ou bactérias capazes de hidrolisar a
celulose e fenmentar os aglcares cobtidos a etanol.

Apos as conferéncias houve uma secdo de apresentac3o de programas de atividades e
resultados, feita pela BIOFERM/Bicbris, pelo Departamento de Ergenharia Quimica da
Universidade Estadual de Maringa e pela Sinop-Arccquimica. Seguiv-se una secdo de
apresentacac de resultados de pesquisa, com participagdoc da FTI, UNICAMP e
Universidade Federal de S&o Carlos.

Foram tamb@m expostos 15 posters, nos guais diversas instituicfes abordavam, para
residuos celuldsicos e amido, aspectos como:  imobilizacde de  enzimas;
pré-tratamento, tipos de reatores; degradag3o enzimitica de steviosidios; producdo
de enzimas, fermentacao de pentoses, eto.

A parte inicial do Workshop constou de duas conferéncias. A primeira proferida
pele Dr. Jonathan Woodward (Qak Ridge Naticnal Lab) verscu scbre "Barreiras a
superar de forma que se alcance sucesso camercial com  celulases imobilizada". A
sequinte, proferida pelo Dr. Herbert Xlei asbordou "Sucesso canercial com células
microbianas e enzimas imobilizadas.

A sequnda parte constou das atividades dos trés grupos de trabalho estabelecidos.
Os grupos elaboraram diversas recomendacdes e definiram prioridades a nivel de
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pesquisa de laboratorio e de planta piloto.

Em sintese consideramos a publicacdo de grande interesse, a qual demonstra que os
organizadores atingiram basicamente todos ©s chietivos a que se propunham. O
Seminario & um marce importante na pesguisa de enzimologia aplicada no Brasil e por
isso a Universidade Estadual de Maringd e as entidades que apoiaram financeiramente
o evento: PNUD/UNESCO, FINFP, CAPES e a Fundacao Universidade Estadual de Maringa
estao de parabéns.

Bmerico Martins Craveiro
Agrupamento de Biotecnologia
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas
do Estado de Sao Paulo - IPT

Caiwa Postal 7141

05508 S&o Paulo SP

Medilab: Revista Mundial de IsboratOrios Medicos, 6/7:1-52, 1985.
Comentario schre o artigo "Diagnostic Significance of alkaline phosphatase
iscenzymes”, p.18.

O artigo € atual e interessa a laboratoristas e clinicos., O autor condensou dados
recentes, camo pode ser visto pela biblingrafia apresentada, veiculando as
informagbes de forma clara e cbjetiva. A apresentacdo do assunto esti bastante
ordenada permitindo acs leitores, me=smo aqueles que ndo trabalham diretamente com
enzimologia, uma visao mais aprofundada sobre iscenzimas da fosfatase alcaling e de
sua utilidade no diagndstico e acompanhamento das doencas. Outro ponto importante a
ser salientado € a experiéneia propria relatada pelo autor em ryelagdo ao
aparecimento da iscenzima intestinal da ALP nas colestases intra-hepdticas e sua
auséncia nas colestases extra-hepdticas e também er relacio acs imunocomplexos de
AlP? nas necplasias, wvisto que este assunto estid sendo bastante discutido
atualmente.

Congluindo, considerc o texto de bam nivel, interesse atual e com contetdo
adequado para um artigo de atualizacao.

Dulcineia Saes Parra Abdalla

Dept? de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas

Instituto de Quimica USP

Caixa Postal 20780

05508 sSac Paulo SP

Nambela, C., ed. - Microbial cell wall synthesis and autolysis. Proceedings of a
Symposium, Madrid, July 3-6, 1984, New York, Elsevier Science Publishers, 328p.,
1984,

O volune constitul os anais ("Proceedings") de um simpdsio realizado sck o
patrocinio da FEMS (Federation of Buropean Microbiological Societies}, realizado em
Madrid de 3 a 6 de julho de 1984. O SimpGsio reuniu os melhores especialistas no
tema e, consequentemente, o livre contém a simula de suas palestras.

Os temas abordados sdo: 1 - Modelos de crescimento e desenvolvimento celular; 2 -
Biossintese e organizacdo dos camponentes da  parede celular de fungo; 3 -
Autolisinas de bactérias ; 4 - AutOlise da parede celular de funges e 5 — Agentes
antiftingicos e a parede celular. No que se vefere &s bactérias a é&nfase das
contribuigdes estd na autdlise das paredes (papel das autolisinas) inclusive no
tema sobre crescimento e desenvolvimento.

Quanto acs fungos, contemplados com 3 temas especificos, as abordagens foram mais
variadas, tals caro sintese e regulagdc de glucanos, <«uitina e glicoproteinas,
aspectos geneticos da morfogénese, microscopia eletrénica, progriedades
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Imnogainicas, ete,

0 tema scbre agentes antifimgicos estd relacicnado aoc uso de a.nt:.mlcotlcos
especificos para estudos de biossintese de glucanos e também ao uso de protoplastos
de variante de Newiospona crasse para deteccao de compostos antifingicos que agem a
nivel de parede celular. A inclus@o neste item de artigos sobre inibidores de
sintese de campostos de mewbrana afasta-se un pouco do tema central do livro.

Pela propria natureza do livro os artigos variam bastante entre si, em contelGdo e
informacoes originais ou recentes, porém formece, camo um todo, a0 pesguisador
envolvido car estudos de parede celular (fungos ou bactérias), wma guantidade
grande de idéias, informagdes e referéncias bibliograficas relativamente recentes.

Sonia M. de Campos Dietrich
Instituto de Botdnica
Caixa Postal 4005

01051 Sdc Paulo Sp

Peberdy, J.F. & Ferenczy, L. — Fungal protoplasts: applications in biochewistry and
genetics. New York, Marcel Dekker, 354p., 1985.

O volume 6 da serie "Mycology® editada por Paul A. Lamke, coampreende 17 capitulos
que tratam da producdc e da utilizagBo dos protoplastos de fungos. A descoberta de
eficientes técnicas Jde producdo de protoplastos em fungos, ou seja, células
desprovidas de parede celular, e especialmente o desenvolvimento da tecnologia de
fusdo celular trouxe importantes contribuigdes na drea, NAo s estas contribuicdes
cono aspectos gerais sobre produgio e fusio de protoplastos sao abordados no  livro
que & dividido em trés partes. Na primeira, sio enfatizados os aspectos relevantes
sobre a producac de protoplastos, desde o conhecimento atual da conposicao da
parede celular até as enzimas utilizadas na protoplastizac8o e as principais
condigdes que influenciam a producdc de protoplastos. A segqunda parte aborda o uso
de protoplastos no estudo de problemas fisioldgicos e bicquimicos incluindo wm
excelente capitulo sobre a regeneracado da parede celular a partir de protoplastos
em fngos. Finalmente a terceira e mais extensa parte da publicagdo trata Ja
mpoxtanca,a dos protoplastos para a genética. Ela inclul caritulos que abordam os
génercs de fungos mais bem estudados sobre o ponto de vista da produgdo e fusdo de
protoplastos como  Aspeagiffus, Pendlelllium e Saccharomyces. Trata tawbem da
ukilizacdo da tecnologia da fusdo de protoplastos no estudo de elementos gqenéticos
extracromossdmicos e no melhoramento genético de espécies de valor industiial. Um
capitulo que & um elo entre essa tecnclogia e a do DNA recambinante, aborda a
transformagdo genética pelo uso de protoplastos de leveduras. Em sintese, & um
livro escrito por especialistas de alto gabaritc e muito bem coordanado. E
indispens&vel nao sO para quem trabalha com protoplastos de fungos, mas tarbém para
fisioclogistas, bloguimicos e geneticistas de microrganismos que t&m  nos
protoplastos uma ferramenta cada vez mals Util na resolucdo dos problemas nestas
areas de pesguisa.

Jodo Licio de Azevedo

Instituto de Gendtica ESAIQ/USP
Caixa Postal 83

13400 Piracicaba SP

Pick, E., ed. - Lymphokines: a forum for immmorequlatory cell products. New York,
Academic Press, vol.2, 313p., 1981. US$ 49.50.

A descoberta da comunicagio entre células imunocompetentes, através de peptideos
e receptores & semelhanca do sistema endocrine, altercu de forma impcrtante o
conceiteo de dinamica dos mecanismos envolvidos na resposta imunolcgica e
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inflamatdria,

0 livro Lymphokines 2, editado por Edgard Pick permite apreciar detalhkes dos
fenfmenos reguladores da maturac@o e fungdc celular, mediados por estas susbtincias
chamadas l:.nfocmas, e o efeitc de drogas que agem sobre elas.

0 volume & escrito por individucs experientes na area, procedentes de rencmados
centros de vesquisa da Burcpa e principalmente dos Estados Unidos da América do
Norte.

Nao ha preocupacac deos autores com uma nomenclatura nova para estes fatores aqui

 tratados por seus names originais, sempre associados as suas propriedades
funcionais.

Os. doze capitulos que compdem o livro versam sobre: as atividades de linfécitos e
mondcitos em schrenadantes de cultura de celulas linfdides e mieldide humana, fator
de crescimento dos linfocitos T; fatores envolvidos na formacdo de anticorpe in
vitro; papel de radicais livres sobre a proliferagdo dos linfdcitos, ativacdo dos
macrofagos e supressdo da  resposta  anticOrpica;  papel dos fatores
antigeno-especifico na resposta imune, ativagdo dos linfdcitos T por produtos da
regizo I, receptores celulares para as linfocinas, fator de inibicdo da migragdc .
dos linfdcitos humanos, modulacic do crescimento e fungde dos fibroblastos,
mediadores secretados por tumores, fator de necrose do tumor, wvalor da placa
hemolitica na avaliagdc da produgdo de linfocinas e finalmente a producéo de
linfocinas in vive.

Desta forma, & possivel observar a abrang@ncia deste livro. Acreditamos que a
documentacdo apresentada e a maneira agradavel como g maioria dos capitulos sac
escritcs permite ndo sO ac imunolegista basico cow ac imuologista olindco
apreciar o papel importante destes "hormdnios" sobre o sistema imunoldgico.

E necessdric no entanto, ressaltar, que os autores nac pretenderam avaliar a acdo
terapautica destas susbhtincias, se abstendo de discutir experiéneias clinicas, que
ainda hoje em sua maioria sdo pouco conclusivas.

Apesar do livro ter sido publicado em 1981, as descrigdes técnicas e os achados
aqui. apresentados sdo concordes  com O corhecmento atual, mantendo este volume
necessario ao conhecimento da area a qualquer tempo.

Aereditamos, no entanto, que a experiéncia de um apanhado geral inicial, scbre as
lmfoc*,mas, situando o leitor ndo totaimente familiar & &rea lhes facilitaria uma
apreciacdc critica mais eficiente destes fatores.

Alberto J.5. Duarte

Disciplina de Alergia &
Imunopatologia

Faculdade de Medicina USP

Caixa Postal 8091

01051 Sao Paulo SP

Putnam, F.W., ed. ~ The plagma proteins: struchure, fumction, and genetic control.
New York, Academic Press, vol. IV, 420p., 1984.

Este livro € uma publicagao corposta de 6 capitulos escritos por individuos de
diferentes centros de estudo internacionalmente conhecidos.

No primeiro capitule, Frank W. Putnam do Departamento de Biologia da Indiana
University escreve sobre o progresso no estudo das proteinas plasmaticas. REnalisa a
estrutura, heterogenecidade e concentragio das proteinas, as deficiéneias
hereditarias e o polimorfismo genébtico oom. & organizacdo dos genomas  nos
Cromossanos.,

0 segundo capitulo também escrito por Frank W. Putnam com titulo “Alpha, Beta,
Gamma, Omega - The structure of the plasma proteins™ trata da albumina,
c-Fetoproteina, tiroxina, proteinas de transporte, o—glicoproteinas com uma andlise
mais completa da al-antitripsina que € a proteina de maior concentragdc deste
grupo. Refere-se ainda 'a ceruloplasmina, haptoglobulina, vitamina D e histidina. No
grupo das f-glicgproteinas tem especial destaque o estudo da transferitina,
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hemopexin, gr-microglobulina, ezugllcoprotelna I e a fibronectina, Analisa ainda o©
sistema ocrplemento as proteinas da coagulacdc e as imumoglobulinas.

0 terceiro capitulo & de autoria de H. Gerhard Schwick e Heinz Haupt, ambos da
West Germany. Descreve as 21 proteinas plasmaticas com funcac nao conhecida
caracterizando seu peso molecular, mobilidade eletroforética e concentracde normal
no 5Cro.

0 cquarto capitule scb o titule de “High-Resolution Two-Dimensional
Electrophoretic Mapping of Plasma Proteins", N. Leigh Anderscn, Noxman G. Endreson,
ambos do Molecular Anatony Program, Division of Biological and Medical Fesearch,
Argonne National Laboratory e Russel P. Tracy da Selection of Clinical Chemistry,
Mayo Clinic fazem um estudo do mapeamento eletroforético das proteinas plasmaticas
divididas em 4 (quatro} quadrantes.

No gquinte capitule Jacques V. Baenziger do Departamento de Patologia da
Washington * University School of Medicine acrescenta novas informagdes schre a
glicolisacao enzimatica das proteinas plasmaticas.

0 sexto capitulo escrito por Russel ¥. Doolitlle do Departsmento de Quimica da
University of California at San Diego, sob o titulo "Evolution of the Vertebrate
Plasma Proteins® o autor considera a origem e ewolugdo das proteinas plasmaticas
cam especial atencdo para as mais importantes, isto &, a albumina, transferritina,
fibrinogénio, “i-antitripsina, haptoglobina e as lipoproteinas, todas intensamente
estudadas nos mamiferos.

No apéndice encontramos a sequéncia dos aminoacidos das proteinas plasmaticas.

Maria Rogeli Callado

Banco de Sancue

Hospital do Servidor Pablico
Estadual

Rua Pedrc de Toledo, 1800

04039 S3c Paulo SP

Relatorlodewagenpampaxucmagaom 49 Simpdsico Internacional de Foologia de
Microrganismms.

Periodo da viagem — 22/08 a 07/09/86
Local - Ljubljana - Yugoslavia

Bolsas de Ailio — CNPq — Taxa de Inscricdo e estadia
FAPESP -~ 30% passagem Rio-Paris-Zurique- Sdo Paulo, total passagem
Paris-Zagreb-Zurique, Varig - 70% passagem Rio-Paris-Zurique-Sao Paulo.

Finalidade - Apresentacio do 'Poster" "Studies on the BExtra-Human Fcology of
Vibrios™; participacfco da reunido do ICOME (International Committee on Microbial
Feology) cono representante da Sociedade Brasileira de Microbiologia — SBM, visardo
candidatar ¢ Brasil ao 5@ Simpdsio Internacional de Ecologia de Microrganismos (59
IsME) .

Atividades pbs Congresso — Contacto com cientistas para discuss@o de trabalhos a
serem realizados em conjunto.

Atividades realizadas - 1) Anresentagéo do “Poster"; 2) Apresentagac do Brasil como
candidato & realizacdo, em Sao Paulo, do 59 Smmss_o Inte.tnacxonal de FEcologia de
Microrganismos (59 ISME), em 1989.
I reuniao realizada em 27 de agosto de 1986, das 13:00 &s 15:00h, além de outros
assuntos de interesse do ICOME, foi apresentada a candidatura do Brasil, para
organizar o 59 Simposio ISME em 1989, e, da Espanha e Nigéria para o 69 ISME, em
1992.

O Brasil distribuiu a cada representante Jdos paises presentes, bem camo ac
Presidente -e Secretaric do IOME, as sacolas promocionais da EMBRATUR "Flight to
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Brazil" contendo folhetos scbre os principais pontos turisticos do pais.

Informamos que en S30 Paulo,dispamos nac apenas de locais adequados para a
organizagdo de eventos deste porte mas tambén de toda e infraestrutura necessaria.

Projetanos “"slides” mostrando os principais pontos turisticos das varias unidades
da Federacdo, informando schre as possibilidades de "tours" pré ou pds Simpdsio.

Foi questionado por um dos representantes se o Brasil teria cordicdes de oferecer
apoio financeiro a pesqulsadores de paises em desenvolvimento para participagdo no
evento. Informaros que ja haviamos solicitado e recebido verba para bolsas para
varics pesquisadores sul americancos e africanos pemuwitindo sua participacio em
eventos nos quais haviamos colaborado na organizacao.

0 representante da Africa do Sul informou que o Brasil atualmente estd negando
visto de entrada para pessoas dacuele pais e que, da delegagdo de 24 pessoas que
iriam participar da "International Conference on Water Pollution Research and
Control” que foi realizada no Rio de Janeiro, de 17-22/8/86, poucas tiveram seu
visto de entrada concedido. Informamos que o Brasil atualmente tem uma grande
abertura para tcdos os palses, ja mantém contactos e colaboracdo também com OS
paises socialistas e que acreditiavanos gque a situagdo com a Africa do Sul fol uma
excecdo que seria solucionada, portanto acreditavamos gue, em 1989 ndo ocorreriam
problemas similares.

O presidente e Secretario do IOOME manifestaram-se solidarios ao representante da
Africa do Sul comentando que a cléncia ndo deveria ser prejudicada por problemas
politicos.

Come © Japdo ja havia apresentado sua candidatura, na 12 reuniao do dia 24/8/86,
da qual n3o puodemps participar devide a atraso do vfo Paris-Zagreb, os
representantes do Brasil e Japdo foram convidados a deiwar a reunido para gue ©s
demais participantes pudessam votar no pais que deveria hospedar o 59 ISME.

apos a votagao fomos convocados novamente para a reunido para tomar ciéncia do
resuitado.

Fanos informados que o Japao foi o vencedor, embora por peguena diferenca dJde
votoes.

Enfatizamos a J_rr@ortanm.a da reallzac;ao do 59 ISME no Brasil pois ha uma premente
necessidade do desenvolvimento das areas de Ecologia de  microrganismos e
Micrcbiclogia ambiental, n3c apenas em nosso pals mas em toda hmérica Latina e
Caribe. Mostramos que a importincia destas duas areas da ciéneia vém sendo cada ves
mais evidente ndo apenas do ponto de vista dos conhecimentos basicos e fundamentais
da Ecologia de microrganismos, no estudo de interacdo entre estes e o meio ambiente
com suas caracteristicas bidticas e abidticas, no estudo de ambiente extremps, nos
processos blogeoquimicos, na agricultura (principalmente na fertilizacdo de solos e
controle bicidgico da peste e patdgenos) no controle da poluigdo ambiental, no
controle dos processos de tratamento de esqotos e residuws sOlidos mas tambén na
Bictecnologia, pois foi muito discutida e enfatizada durante o© Simpdsic a
necessidade Jo cornhecimento da Eoologia de microrganismos na otimizacdo de
processos desenvolvidos na Biotecnologia.

Comentanos sohre a grande lacuna de conhecimentos existentes na area de Ecologia
de microrganismos nos paises da América Latina e Caribe e a importancia das
Scciedades Cientificas no seu papel de estimular o desenvelvimento dos recursos
humanos na sua area especifica. Informamos que a SBM ja estabeleceu um convdnio de
cooperacac internacional com o Chile e estd em vias de concretizar outro com Perl e
Argentina visando intercambio de conhecimentos e atividades conjuntas de pesquisa.

Tendo em vista a alta qualidade dos trabalhos apresentades (cerca de 440,
incluindo conferéncias, trabalhos com apresentacdo oral e "posters™ e do alto
gabarito dos pesguisadores participantes do evente, discutimos a importdncia de
expor os pesquisadores e estudantes nacionais a evento similar visando estimular o
desenvolvimento da pescuisa nessa area do conhecimento,

Damonstramos a ocoampeténcia adguirida pela SBM na organizagdo de  eventos
internacionais pols esta Sociedade ja organizou, em 1373 a GIAM IV (49 Conferéncia
schre Impactos Glokals da Microbiologia Aplicada, e, em 1983, o 99 Congresso
Latinoamericano de Microbiologia, ambos os eventos realizados em Sao Paulo, no
Anherbi, sendo que, no. 19 houve a participacdo de mais de 2.500 pessoas, e, no
sequndo, mais de 1.200 pessoas.
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Consultamos a Presidéncia do IOCME sobre a possibilidade de ¢ Brasil realizar o
62 ISME em 1992.

Famos informados que, como Espanha e Nigéria haviam também se candidatado e, camo
ndo havia informacao suficiente scbre o local, infra-estrutura e orgamento prévio a
decisao sO poderia ser tamada posteriormente.

As representantes da Nova Zelandia e Finlandia e o representante da Sociedade
Blogeoqumca (USA) nos procuraram n particular para demonstrar seu apoio.

Apds a reunifio a Dra. Rita Colwell, FPresidente da Asscciagio Americana de
Microbiologia informou-nos, extra—oficiahnente, gue o Japac também teria maiores
chances de sair wvitorioso na sua candidatura ao Congresso Internacional de
Bacteriolog:.a da IUMS (Intemmational Union of Microbiological Societies) pois o
governo japonés esta oferecendo todos os recursos institucionais e financeiros para
ciéncia e tecnologia e para a realizacdo de eventos, portanto a ICOME e a IUMS nao
poderiam perder esta oportunidade. Ela incentivou, porém a SBM a manter sua
candidatura para o 62 ISME em 1992 e acredita que teremos grandes chances para a
realizagdo do Congresso Internacicnal de Bacteriologia e Micologia da IS, em
1994,

Contactos posteriores ao Simpdsio foram mantidos com o Prof. Dr. R. Guerrero,
Dept? de Microbiclogia, Universidade de Barcelona, Espanha; Prof. Dra., R. Colwell —
Dept? de Microbiologia, Universidade de Maryland, USA; Dr. W.0.K. Grabow - Naticnal
Institute of Water Research - Africa do Sul; Profa. Dra. Renate Walter - Academia
de Medicina "Carl Gustav Carus", Dresden R.D.A.

Finalidade — Realizagao de tcabalhos conjuntos e possivel visita para conhecimento
de técnicas usadas em seus laboratdrios.

Agradecernns ao Dept® de Microbiclodia e a4 Universidade de Sdo Paulo, pela
pexmissdo para afastamento, para participacdo no evento, & FAPESP, CNPq e VARIG,
pelo fornecimente de recursos.

Maria Therezinha Martins

Dept? de Microbiologia ICB/USP
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
05508 S3o0 Paulo SP

Sumarios Correntes Brasileiros. Ciéncias Exatas e Bioldgicas, 1(7):1-58, 1986.

Os Sumdrios Correntes Brasileiros objet.wam a divulgacdo, em ambito nacicnal, dos
sumdrios dos perifdicos cientificos e técnicos editados no Brasil.

Os Sumérios Correntes Brasileiros s3o editados mensalmen-e eam duas séries:
Ciéncias Exatas e Bioldyicas [(incluindo Ci8ncias Exatas e da Terra, Ciéncias
Biolcgicas, Engenharias, Ciéncias da Salde, CiSncias Agrarias) e Cifncias Scciais e
Humanas (incluindo Ciencias Soclais Aplicadas, Cle_nCJ.as Bumanas, ng'anst}_ca,
Letras e Artes). Os perxodlms maltidisciplinares sac incluidos em ambas as séries.

0 conteldo dos Sumarios Correntes Brasileiros esti organizado ex  ordem
alfabética, por areas do conhecimento, de acorde com a Tabela de Classificagdo
elaborada pelo Conselho Nacicnal de Desenvolvmento Cientifico e Tecnoldgico -
ChPg. En cada area, o leitor encontrard os periddicos dispostos em ordem alfabética
de titulo.

Sumarics Correntes Brasileiros; Cifricias Fxatas e Biolcgicas -
Publicagéo mensal do Instituto Brasileiro de Informacdo em Ciéncia e Tecnologia -
IBICT.




