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SEROTYPES AND ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF  STREPTOCOCCUS
PNEUMONIAE ISOLATED IN RIO DE JANEIRO, BRAZIL

Iicia Martins Teixeira
Dept® de Microbiologia Médica
Instituto de Microbiologia UFRJ

Caixa Postal 68040
21944 Rio de Jameiro RJ, Brasil

Jodo Ramos C. Andrade
& Nelson Jerdnimo Iourengo

Servigo de Microbiologia e Imunologia
Faculdade de Ciéncias Médicas UERJ
20550 Rio de Janeiro RJ, Brasil

Sumnary

A total of 108 strains of Stnepfocoecus pneumoniae isolated from
patients with meningitis were studied. Serotyping was done by the
capsular  swelling (quellung) test. Twenty-nine different
serotypes were identified. Serotypes 6B (13.8%), 1 (12,0%) and 3
(10.0%) were the most frequent, followed by serotypes 4, 14, 18C,
10A and 23F, representing 64.5% of the total number of isolates.
Eighty-nine (82.2%) strains belonged to serotypes included in the
23-valent pneumococcal polysdccharide vaccine. The susceptibility
of 59 strains to 16 antimicrobial agents was tested by a broth
microdilution technique. Of all the isolates tested, 57 (97%) and
26  (44%) strains were resistant to, respectively, gentamicin and
tetracycline. Only one strain was resistant to
sulfamethoxasoltrimethoprim and all were susceptible to
penicillin and chloramphenicol. Although penicillin resistance
was not detected, 4 and 3 strains were only inhibited by
concentrations as high-as, respectively, 0.03 and 0.06 ug of
peniciilin/ml. Cefotaxine was the most active of the four
cephalosporins tested.

Resumo

Sonotipos e susceptibilidade a antimicrobianos de amostras de
Streptococcus preumoniae £soladas no Rio de Janeino, Brasil

Foram estudadas 108 amostras de Streptococcus pneumoniae isoladas
de pacientes com meningite. A sorotipagem foi realizada atraveés
de testes de entumescimento capsular, sendo identificados 29 di-
ferentes sorotipos. Os sorotipos 6B (13,8%), 1 (12,0Z2) e 3
(10,0%) foram os mais frequentes, seguidos por 4, 14, 18C, 10A e
23F. Esses 8 sorotipos de maior prevalencia constituiram 64,57 do
total de amostras. Oitenta e nove (82,2%) amostras pertenciam a
sorotipos incluidos na vacina pneumocécica composta por 23 anti-
genos polissacaridicos tipo-especificos. A susceptibilidade de 59
amostras a 16 agentes antimicrobianos foi testada atraves da téc-
nica de‘microdiluigéo em caldo. Das amostras testadas, 57 (97%) e
26 (44%) fordm resistentés a, respectivamente, gentamicina e te-
traciclina, Somente uma foi resistente ao sulfametoxazol-trimeto-
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prim e todas se apresentaram sensiveis a penicilina e ao cloran-
fenicol, Embora nao tenham sido detectadas amostras  consideradas
resistentes a penicilina, 4 e 3 das amostras somente foram inibi-
das por concentragbes respectivas de 0,03 e 0,06 ug de penicili-
na/ml. O cefotaxime se apresentou como a mais ativa das quatro
cefalosporinas testadas.

Introduction

Streptococeus pneumoniae remains as a leading cause of pneumonia, meningitis and
otitis media in humans (1, 18, 24). Although most of pneumococcal infections
respond to treatment with penicillin, several reports have documented colonization
and infections by penicillin-resistant pneumococcal strains (9, 10, 18, 20, 24).
Therefore pneumococci are no longer believed to be highly uniformly susceptible to
this antimicrobial.

Pneumococcal strains with decreased susceptibility to penicillins were first
reported in Australia in 1967 (9) and have successively been isolated from clinical
specimes from several parts of the world (8, 18, 21, 24). Meningitis caused by such
strains may represent a serious clinical problem, since some patients have failed
to respord to large doses of parenteral penicillin (21, 24). More recently, strains
markedly resistant to penicillin have been recovered from patients and carriers and
sporadic reports of isolation of penicillin-resistant penumococci have continued
from worldwide locations (10, 18, 24). Resistance to alternative drugs such as
chloramphenicol, erythromycin and tetracycline has also been reported (18, 24).

The emergence of strains with multiple antibiotic resistance emphasized the need
for a better understanding of the epidemiology of pneumococcal infections and for
developing means of primary prevention. In an attempt to control penumnococcal
infections polyvalent pneumococcal capsular polysaccharide vaccines have been
introduced on the market and epidemiclogical studies have been stimulated in order
to predict the validity of the application of the vaccine in a given population.

Considering the renewed interest in the recognition of pneumococcal types and the
lack of data about their distribution and susceptibility in Brazil, the purpose of
this stuly was to analyze the relationship between the serotypes isolated from
patients with meningitis and those contained in the new 23-valent pneumococcal
vaccine. The susceptibility of the isolates to penicillin and various other
antimicrobial agents, including standard and some newer drugs, was also determined.

Materials and Methods

Bacterial isofates - A total of 108 strains of S. pneumoniae isolated from patients
with meningitis in Ric de Janeiro, Brazil, between January 1981 and August 1982
were studied. Of these, 107 were isolated from cerebrospinal fluid and one from
blood culture. Only one isolate from each patient was investigated. The patients
were at different ages.

Identification - The identification of the isolates was based on colony morphology,
Gram stain, optochin susceptibility and bile solubility tests and capsular swelling
with specific antisera (6). The strains were typed by Neufeld capsular reaction
tests with pneunococcal antisera prepared by the Biological Products Division,
Centers for Disease Control, Atlanta, Ga, USA. The Danish system of nomenclature
was employed.

Antimicroblal susceptibility testing

Antimicnobial agents - The antimicrcbial agents and their sources (in the USA) were
as follows: cefamandole, cephalotin, erythromycin and vancomycin from Ely Lilly &
Co., Indianapolis, Ind.; Cefoxitin from Merck, Sharp & Dohme Research Lab., Rahway,
N.J.; cefotaxime from Hoescht-Roussel Pharmaceuticals Inc. , Somerville, N.J.;
chloramphenicol from Parke, Davis & Co., Detroit, Mich.; clindamycin from The
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Upjohn )Co., Kalamazoo, Mich.; gentamicin and rosaramicin from Schering Iabs.,
Bloomfield, N.J.; penicillin G from Bristol Labs., Syracuse, N.Y.; nafcillin from
Wyeth TIabs. Inc., Philadelphia, Pa.; rifampin from Ciba-Geygy Corp., Summit, N.J.;
streptomycin  and tetracycline from Pfizer Inc., New York, N.Y.;
sul famethoxazole~trimethoprim  from Burroughs-Wellcome 0., Research Triangle Park,
N.C.

Tnoculum preparaition - The inocula were prepared from strains grown on neopeptone
infusion agar supplemented with 5% defibrinated rabbit blood after overnight
incubation at 35°C in a candle Jjar. Several oolonies were removed from these
plates, suspended in Mueller—-Hinton broth (Difco) and adjusted to a turbidity
equivalent to a 0.5 McFarland standard (aproximately 108 “cfu/ml). A further
dilution of 1:10 was made in sterile distilled water.

MIC detenminations - The MICs of 16 antimicrobial agents to 59 strains were
determined by a broth microdilution technique adapted from Thornsberry and Swenson
(23). Stock solutions of the antimicrobial agents were prepared with the
appropriate diluents (19}. Doubling dilutions of each antimicrobic were prepared in
sterile distilled water to obtain solutions at 10 times each of the desired final
concentrations. One part of the 10x solution was added to nine parts of Schaedler
broth (BBL) supplemented with 5% lysed horse's blood to obtain each desired
concentration. Volumes of 0.1 ml of the antimicrobial concentrations were dispensed
into wells of microdilution plates with an MIC 2000 dispenser (Dynatech
laboratories, Inc., Alexandria, Va., USA). Two control broth solutions containing
no antimicrobics were included in each microdilution plate. After £illing the
plates were placed in plastic bags, sealed and stored at -70°C. Before inoculation
the plates were removed from the freezer and allowed to warm to room temperature.
Aproximately 102 cfu/ml were dispensed into the antimicrobic microdilution plates
using and automated inoculator (Dynatech) . The plates were incubated in candle
extinction djars at 35°C for 18 to 24 hours. MIC endpoints were defined as the
lowest concentration of antimicrobial agent that resulted in inhibition of the
growth as observed with the unaided eye.

Results

The serotype distribution among the 108 pneumococcal strains studied is shown in
Table 1. A total of 29 different serotypes were identified but their prevalence
varied. Serotypes 6B (13,8%), 1 (12,0%) and 3 (10.0%) were the most frequent,
followed by serotypes 4, 14, 18C, 10Aa and 23F. Together, those 8 serotypes
accounted for 64.5% of the strains. Among all the strains tested, 89 (82.2%) had
polisaccharide type antigens identical to those included in the 23-valent
pneumococcal vaccine. Only one isolate oould mot be typed. Although serotypes 1 and
3 were among the most common overall, they were not found among  strains isolated
from children younger than 1 year old. This age group comprised 35% of the total of
patients.

The results of the susceptibility tests with 59 S.pnewronice strains are
presented in Table 2, which gives the 50% MIC values (MIC50), 90% MIC values
(MIC90) and ranges for 16 antimicrobial agents. On the basis of recently published
criteria (19) 57 (97%), 26 (44%) and 1 (1.7%) of the strains were resistant to,
respectively, gentamicin, tetracycline and sulfametoxazol~trimethoprim. Most of the
strains were shown to be susceptible to penicillin in concentrations as low as
0.015 pg/ml or less. Although no penicillin~resistant isolates were found, four and
three of the 59 strains tested were only inhibited by concentrations as high as,
respectively, 0.03 and 0.06 ug of penicillin/ml. Those seven isolates showing
diminished susceptibility to penicillin belonged to serotypes 9N, 10a, 12F, 14, 18C
and 23F (2 strains). The most active of the cephalosporins tested was cefotaxime,
which inhibited all the isolates at the concentration of 0.25 ug/ml. Cefamandole
and cephalotin also showed good activity and cefoxitin was somewhat less effective.
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Table 1 - Serotypes of
Sktreptococeus preumoniae
strains isolated from patients
with meningitis in Rio de
Janeiro, Brazil,

Simbols: %In  the Danish
System; bSerotypes represented
in the 23-valent pneumococcal
vaccine; ©Includes one isolate
each. of types 7F, 8, 11A, 12F,
15B and 33F, aIncludes one
isolate each of types 18A, 36,

Table 2 - Antimicrobial susceptibility of
Streptococeus pneumoniae strains? isolated
from patients with meningitis in Rio de
Janeiroc, Brazil,

Simbols: 2A total of 59 isolates were
tested; bConcentration at which at least
50%7 of the strains were inhibited:
CConcentration at which at least 90% of
the strains were inhibited.

Antimicrobial MIC (pg/ml)
45 and 48, agent
Range MIC?O MICG,
Serotype® Ne (%) of isolates ST <0 008 =05 5,06 R
- 5 Cefoxitin 0.12 -2 7 2
Vaccine types Cefotaxime £ 0.008 - 0,25 0,015 0.015
1 13 (12.0) Cephalothin 0.015 - 0.5 ~ 0,12 0.25
2 2 (1.9) Chloramphenicol 1 -4 2 4
3 11 (10.0) Clindamycin < 0.008 — 0.12 0.06 0.06
4 7 { 6.5) Erythromycin < 0.008 — 0.25 0.06 0.06
5 2 (1.9) Gentamicin 2 — 64 16 32
B 15 (13.8) Nafcillin < 0.008 — 0.25 0.03 0.03
o 4 (3.7 Penicillin £ 0.004 ~ 0.06 0.015 0.015
10A 5 { 4.6) Ri fampin £ 0.008 ~ 0.12 0.03 0.06
14 7 { 6.5) Fosaramicin 0.12 -1 0.25 0.5
18C 7 ( 6.5) Streptomycin 8 —>32 32 >32
198 2 (1.9 Sulfa-trimethoprim 4.8/0.25 — 76/4 9.5/0.5 19/1
19F 3 (2.7 Tetracycline 0.12 - 32 1 16
23F 2 Egg; Vancomycin 0.12 - 0.5 0.25 0.5
Subtotal 89 (82.2)

Nonvaccine types
15C
16
247
28F
34
40
other®
Nontypable
Subtotal 19 (1
TOTAL 108(10

=l RO DN NN

Discussion

The continuing -significance of morbidity and mortality resulting from
pneumococcal  infections and the increasing resistance of pneumococci to
antimicrobial agents stress the value of prophylactic approachs through the use of
polyvalent pneumccoccal vaccines. Therefore, the recognition of prevalent types of
S.pneumoniae and their susceptibilities to antimicrobials in a given location is
essential not only because of epidemiological reasons, but also in view of changing
susceptibility patterns and searches for production of a successful vaccine.

The serotype distribution and susceptibility of S.pneumoniae strains have been
extensively reported from the more developed countries but little information is
available from the developing parts of the world. The purpose of this report was to
present data obtained in the urban area of Rio de Janeiro, Brazil with documented
cases of penumococcal meningitis.

In this study, although 29 different serotypes were responsible for meningitis, 8
of them reached a cumulative frequency of 64,5%. among all the isolates studied,
serotype 6B occured most frequently, followed by serotypes 1, 3, 4, 14, 18C, 102
and 23F. A previous report from another Brazilian area (Sio Paulo city) indicated a
higher incidence of serotypes 6, 18, 1, 5, 23, 12, 2, 3, 4 ard 8, in that order of
frequency, accounting for around 63% of 175 cases of meningitis (22). Besides the
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possibility of geographic variations it has also been recognized that distribution
of serotypes differs according to age group and site of infection and can also
change over time (1, 7). On the other hand, considering the multiplicity of
locations were studies on the distribution of pheumococcal serotypes were conducted
it seems that there is some similarity among those most often responsible for
disease, although differences on the prevalence can be observed. Thus, camparison
of our findings with those reported from several other countries {1-3, 5, 7, 12-17,
25) ryevealed that serotypes 3, 4, 6 and 14 are, generally, among the most cammor
serotypes isclated from clinically important specimens. '

In spite of the fact that S.pneumonine is one of the bacterial species more
susceptible to antimicrobial agents, resistance to several drugs, including the
ones of choice for treatment of pneumococcal diseases, specially penicillin, has
been reported in recent years.

In this investigation, tetracycline - resistant pneumococci were found in a
percentage (44%) higher than those reported in surveys performed in other countries
(4, 17, 25) although close to percentages described by De Bac and colleagues
(38.3%) in Ttaly (5) and lower than those found by Lifares and colleagues (72%) in
Spain (14). The high incidence of tetracycline resistance among clinical isolates
certainly precludes the use of this drug as an antipneumococcal agent.

Handwerger and Tomasz (8) recently summarized published surveys of pneumococcal
penicillin susceptibility suggesting that the overall susceptibility to penicillin
of clinical isolates of pneumococci has changed significantly since the start of
the antibiotic era. The frequency of infections caused by penicillin-resistant
pneumococel (MICs > 1.0 ug/ml) is not well defined and the isolation of such
strains seems +to be reported only ocasionally. However, intermediately resistant
isolates (MICs of 0,1 -~ 1.0 ng/ml), which have been associated with treatment
failure (21, 24), particularly in meningitis, may be substancially more common (18,
21, 24). In addition, in several regions most clinical isolates now demonstrated
MICs between 0.03 and 0.1 pg/ml (8). In our survey, 7 strains had MICs of 0.03 or
0.06 pug/ml which may represent a trend of increasing to penicillin in the Rio de
Janeiro area. As several laboratorial studies indicated that penicillin resistance
is a multigenic property that develops in a stepwise fashion (26), the appearance
of such relatively insensitive pneumococci may be a harbinger of strains with
clinically significant resistance.

Chloramphenicol is often used as an alternative drug in penicillin-allergic
patients with serious pneumococcal —infections or  in patients with
penicillin-resistant strains not responding to penicillin therapy. Nevertheless, as
penicillin-resistant strains can also be resistant to chloramphenicol, it is now
recommended  that all clinically significant isolates must be submitted to
susceptibility testing to penicillin and chloramphenicol (4, 11, 20).

The disk diffusion test using an oxacillin disk (lug) 1is the most convenient
method to screen pneumococcl for penicillin susceptibility, being more reliable
than the use of a penicillin disk to discriminate between penicillin-susceptible
and penicillin-resistant strains (20, 23).

On the basis of the information available in the literature some geographic
variation in the prevalence of the pneumococci serotypes as well as in the patterns
of antibiotic susceptibility has been noted in different locations. The newest
polyvalent pneumococcal vaccine licensed for use in the United States, in 1983, 1is
constituted by polysaccharides of the following 23 serotypes: 1, 2, 3, 4, 5, 6B,
7F, 8, 9N, 9v, 10a, 11a, 12F, 14, 15B, 17E, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 33F. These
serotypes represente 82.2% of the strains that we have identified. Thus, from the
preliminary data obtained by us it seems that immunization of high-risk groups in
the population of Ric de Janeiro would provide protection against around 82% of the
pneunccocci strains causing meningitis, which is probable a percentage that can be
considered adequate to perform a good prophylatic campaign. However, since data on
the prevalence of serological types and their susceptibilities should not be
extrapolated to different regions in such a large country as Brazil, only the
results of extensive and periodic surveys can help in the establishment of the more
adequate treatment and prophylatic measures to be adopted.
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Summary

Detection of B-lactamase by two different assays (acidimetric and
chromogenic cephalosporin) was evaluated among 119 strains of
coagulase-negative staphylococei (107 clinical and 12 hospital
environment isolates) and compared with results of disk diffusion
susceptibility testing. S. sapuephyticus accounted for the
majority of the isolates, with S. epidermidis and S. cohnii being
the second and third most frequent species. Most of the strains
(85%) were shown to be resistant to penicillin. Resistance to
ampicillin was also frequently found (50.5%). Forty (33.5%) and
36 (30.5%) isolates were resistant to methicillin and oxacillin,
respectively., Only two strains were resistant to cephalothin and
all other B-lactams tested. Prcduction of f-lactamase  was
detected in 29 (24.5%) strains by both methods tested. However,
the chromogenic cephalosporin (nitrocefin) method yielded weak
and delayed reactions with 13 (11%) additional strains, which had
negative results by the acidimetric test and were resistant fo
penicillin. Although all B-lactamase positive strains were shown
to be resistant to penicillin by disk diffusion tests no strong
correlation was found between resistance to B-lactam
antimicrobial agents and B-lactamase prodution.

Resumo

Producao de B-factamase por estafilococos _coagulase-negativos e
dusceplibibidade a antimicrobianos R-Lactamicos

A producao de B-lactamase foi pesquisada em 119 amostras de esta-
filococos coagulase-negativos (107 isoladas de material clinico e
12 de ambiente hospitalar). Para tal, foram empregados dois dife-
rentes metodos: o acidométrico e o da cefalosporina cromogenica.
Os resultados foram comparados com os de testes de susceptibili-
dade a antimicrobiancs B-lactamicos, executados pelo método de
difusdo em agar. Entre as amostras estudadas, S. éap&ophyticué
foi a especie de maior prevaldncia » seguida, respectivamente,
por S. epidermidis e S. cohnii. A maioria das amostras (85%) se
apresentou resistente a penicilina, sendo a resisténcia a ampici-
lina também de elevada frequéncia (50,5%). As resist@ncias a me-
ticilina e a oxacilina foram observadas, respectivamente , em 40
(33,5%) e 36 (30,5%) amostras. Somente ? amostras foram resisten-—
tes a cefalotina, assim como aos outros B-lactamicos testados., A
producdo de B-lactamase foi detectada em 29 (24,5%) amostras,

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(2):100-108, Abr./Jun. 1988.
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através dos dois métodos utilizadcs. Entretanto, pelo método da
cefalosporina cromogénica (nitrocefin), foram obtidas reacées
fracas e tardias com 13 (11%) amostras adicionais, as quais for-
neceram resultados negativos pelo método acidometrico, mas se
apresentaram resistentes a penicilina nos testes de difusao em
agar. Embora todas as amostras produtoras de P-lactamase tenham
se apresentado resistentes a penicilina nos testes de difusao em
agar, nao fol encontrada uma forte correlacdo entre resistencia a

agentes B-lactamicos e a produgao de B-lactamase.

Introduction

Progress made in the last few years on the taxoncmy of staphylococci has led to
the recognition of coagulase-negative staphylococci (CNS) as a heterogeneous group
of microorganisms increasingly being implicated as dmportant hwman pathogens
{10,11,24) . Despite of the fact that they have been frequently isoclated from a wide
variety of infections, including nosocomial ones (5,10) and are reported to be more
resistant to antibiotics than their coagulase-positive counterparts (8,15,29),
still relatively little comparative information on the antimicrobial susceptibility
of these organisms is available, particularly considering each individual species.

A strong relationship between resistance to penicillin and B-lactamase production
can be observed among Staphyfococcus awreus strains, specially those isolated from
nosocomial sources (19). However, among (NS this relationship is not so clear and
the nature and clinical significance of B-lactamase produced by strains of (NS as
well as the significance of the results of susceptibility tests suggesting
resistance to penicillinase- sensitive penicillins (PSPs) when no B-lactamase can
be detected deserve further evaluation (5,13,22).

Since B-lactamase production is considered to be the major mechanism of
penicillin resistance among staphylococci methicillin and other
penicillinase-resistant penicillins (PRPs) are important therapeutic agents for
treatment of staphylococcal infections. Nevertheless, a significant percentage of
CNS is resistant to methicillin (8,29,30) and an alternative antibiotic therapy
mist be choosen to treat infections caused by such strains. Furthermore, the
management of antibiotic therapy for (NS infections is often complicated by the
appearance of both high levels of resistance -and/or high percentage of resistant
(mostly multiple-resistant) strains in certain species (1, 2, 5, 15, 30,
particularly in S. epidermidis and 3. haemolyticus .

Although g-lactamase production and methicillin resistance have been extensively
investigated in coagulase-positive sthaphylococei (8. awteus) there are relatively
few reports on the study of such properties of coagulase-negative staphylococci. On
the other hand , detection of B-lactamase as well as susceptibility to methicillin
and oxacillin also deserve special attention as they are being considered as
important markers for tracing the epidemiology of staphylococcal infections and can
vary according to the geographic area and methodology used (1, 4, 13, 29).

Considering the aspects mentioned above and the lack of data related to strains
isolated in Iatin America, the purpose of the present study was to evaluate the
performance of two different tests for detection of B-lactamase produced by CNS
strains and to compare the production of this enzyme with the resistance to
penicillin and other g-lactam antimicrobials among (NS isolated from clinical
specimens and hospital enviroment sources in Lima, Peru.

Materials and Methods

Microonganisms — A total of 119 strains of coagulase-negative staphylococci
isolated from a variety of clinical specimens (107 strains) as well as hospital
environment sources (12 strains) were studied. The clinical specimens were from
both inpatients and outpatients attended in hospital or private offices located in
Lima, Peru. The isolates were classified into species according to the criteria of
Schleifer and Kloos {24) and Klcoos and Schleifer (11).
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Antimicrobial susceptibility testing - pAntimicrobial susceptibilities were
determined by a standard agar diffusion technique (18) using commercial disks (BBL
Microbiology Systems, Cockeysville, Md, USA). The antibiotics used and their disk
potencies were as follows: penicillin G (10U), ampicillin (10ug), methicillin (5u¢
g), oxacillin (1ug) and cephalothin (30ug). The culture plates were incubated at 359
C for 24 h. To test susceptibility to methicillin, two sets of plates were used,
one incubated at 352C (as. for the other antimicrobials) and the other at 309 C.

Tesis {forn p-factamase detection - The strains were tested for g-lactamase
production by the acidimetric and the chromogenic cephalosporin methods. Before the
tests were performed the production of 8-lactamase was induced by placing a 5ug
methicillin disk on the surface of each inoculated Mueller-Hinton agar plate. After
@ 18-24 h period of incubation at 35°C, growth from around the methicillin disk was
tested for g-lactamase production. Acidimetric determinations were performed —~with
TYeagents obtained from a oommercial source (B-lactamase Detection Papers; Oxoid
Itd., Hampshire, England). Briefly, a loopful of organisms was streaked onto a
B-lactamase test paper strip previously moistened with a drop of distilled water on
a microscope slide. The test was considered as positive, indicating g-lactamase .
production, when the color of the streaked portion of the strip changed from violet
to yellow within 1 h. The chromogenic cephalosporin tests were performed in wells
of microdilution plates with 0.05 ml of cephalosporin substrate (Nitrocefin; Glaxo
Group Research, Greenford, England) and a loopful of organisms, making a heavy
suspension in the solution as previously described (27). Color change from yellow
to red was taken to indicate production of g-lactamase. Staphylococcus aureus AICC
25923 and Staphylococcus aureus ATCC 29213 were used as negative and positive
controls, respectively.

Results

Table 1 shows the sources of the 119 wagulase-negative staphylococci studied.
Most of the isolates were recovered from urine (56 strains; 47%) and blood (47;
39.5%). Strains most frequently found in urine specimens were classified as 8.
saprophyticus while S, epidermidis was the predominant species isolated from blood.

By tJ_bEhi tg;ik Table 1. Distribution of 119 coagulase- negative
Susceptibllity S staphylococei strains according to the sources.

with five B-lactam a . . o i
antibiotics (Table 2), Simbols: The numbers in parenthesis indicate

101 strains (85%) were percentages.
shown to be resistant
to penicillin
Resistance to Nunber of isolates from the following sources
Ca s Species — -
ElClllm was also Urinc Blood scerelions  bpvironmenl All sources

frequently fourd (60

strains; 50.5%). Forty S.saprophyticus  31(82)2  7(1g) - - 38(32)

o o S.epidernidis 4(18)  16(62) 3(11.5) 3(11.5) 26(22)
(33.5%) and 36 (30.5%) POt 9(56)  6(7.5) - 1(6.5) “16(13.5)
strains were resistant S, aimulans 2017) 7(58) - 3(25) 12 (10)
tO, respectively, S. /wmiu(.:l - 4{80) - 1(20) 5 (4)

.. . S.wanend 3{00) 2{40) - - 5(4)
methicillin ad e lytious - 375 1025) - 4(3.5)
oxacillin, Only 2 S.xylosus 2(66.5) - - 1(33.5) 3(2.5)
isolates “ s. Unidenti fied 5(50) 2(20) - 3(30) 10(8.5)
saprophyticus ard 1 S. o7 56(47)  47(39.5) 4(3.5) 12(10) 119 (100)

hominis) were resistant
to cephalothin: those
strains were also
resistant to the other
B-lactams tested.

Table 2 also presents a comparison between the results obtained with two methods
used for detection of g-lactamase production, according to the species of CNS




103

Table 2. Susceptibility of 119 coagulase-negative staphylococci strains
to B-lactam antimicrobials.

Simbols: , Resistant; ~PE, Penicillin; _ Am, Ampicillin; Me,
Methicillin; Ox, Oxacillin; Ce, Cephalothin; SWeak positive, Reactions
chgracterized by a delayed and weak color change from yellow to orange
e ~Numper of strains.

Agar diffusion tests g-lactamase tests
Species
(Number of isolates) Number of R strains?® Chromogenic cephalosporin Acidimetric
pe® M Me Ox Ce Dositive Pos?.iijec Negative Positive Negative

S.savrophyticus (38) 32 9 16 13 1 1d 7 30 1 37
S.epidenmidis  (26) 24 23 5 2 18 8 18 8
S. cehindd {16) 8 6 8 4 12 16
S, sinulans {12) 1210 2 7 2 10 2 10
S. heminds (3) 5 5 3 1 1 4 1 4 1
S.uanend (5) 5 2 1 4 5
S. haemolyticus  (4) 4 3 1 1 3 1 3 1
S, xylosus (3) 3 3 1 1 1 2 3
Unidentified (10} 8 7 4 3 1 9 1 9
Total (109) 101 60 40 36 2 29 13 77 29 90

tested. Clear positive reactions indicating g-lactamase production were detected in
29 (24.5%) strains by both methods. All those 29 strains were shown to be resistant
to penicillin and ampicillin by the disk susceptibility testing; 7 were also
resistant to methicillin and 1 to oxacillin. However, weaker and delayed reactions
by the chromogenic cephalosporin test were found in 13 (11%) strains, including 7
S. saprophyticus, 4 8. cohnid, 1 S. wanerd and 1 S. xylosus, which had negative
results by the acidimetric test. All those 13 strains were resistant to penicillin;
3 were also resistant to oxacillin and 1 to ampicillin,

No correlation was found between methicillin susceptibility and g-lactamase
production. Most of the 42 g-lactamase positive or weak positive strains (31
strains, 74%) were susceptible to methicillin and 29 (62.5%) of the 77 B-lactamase
negative isolates were resistant. Methicillin resistant strains were found among
glactamase producers and non producers. Eleven (26%) of the 42 g-lactamase
positive isolates were resistant to methicillin and 29 (37.5%) of the 77
8-lactamase negative strains were resistant to methicillin., Twenty of the 77
strains that showed negative results for g-lactamase production by both methods
were resistant to penicillin, ampicillin and/or methicillin and oxacillin. Among
them 1 strain of S. saprophyticus was resistant to the five g-lactams tested.

Twelve different resistance patterns were found among all the strains studied
(Table 3). S. epidermidis was the single species most frequently associated with
g-lactamase production and resistance to both penicillin and ampicillin, which was
the predominant resistance pattern.

Discussion

Recognition of the pathogenicity of (NS, and the increasing significance of some
species as important pathogens, have stressed the need for fuller species
identification of those microorganisms. Our findings of S. saprophyticus and S.
epidenmidis as predominant species isolated from urine and blood are consistent
with those generally found in the literature (2, 5, 20, 21, 29). S. epidemidis and
S. saprophyticus are well documented as opportunistic pathogens. Strains of S,
saprophyticus are referred as having a propensity to infect the urinary tract and
as a common cause of acute urinary infections in young women (2, 13, 15, 20). S.
epddenmidis is frequently isolated from blood and cerebrospinal fluid probably
because of its special ability to infect indwelling artificial devices and to cause
bacteremia in compromised patients (1, 5, 26, 29). It is interesting to note
however, that there are reports of surveillances where only few (5) or no (26,30;
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Table 3. Patterns of resistance to B-lactams and g -lactamase production among TT9
coagulase-negative staphylococci strains.

Simbols: 2+, strains positive for g-lactamase production by both chromogenic
cephalosporin and acidimetric tests: DiW, strains weakly and delayed positive for
8-lactamase production when tested by the chromogenic cephalosporin  test  and
negative by the acidimetric test; c-, strains negative for p-lactamase production
by both chromogenic cephalosporin and acidimetric tests e Gsee Table 2, footmote b,
for antimicrobial abbreviatons,

Species
iNamber of g-lactamase positive, weakly positive or negative strains)

S.saprovhuticus S.epideumidis S.cohnic S.simulans S.hominis  S.wawnerd S.hacmolyticus S.xyfcsus Unidentified
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S. saprophyticus strains were isolated.

The clinical interest in CNS is also directed to the study of their
susceptibility to antimicrobials, specially the B-lactams which are the most useful
agents for the treatment of infections caused by staphylococci., The disk diffusion
method is probably the most frequently used for testing susceptibility of those
microorganisms, and is often complemented with some type of f~lactamase test in
order to determine the need for a penicillinase-resistant penicillin in the
treatment of infections caused by them.

By using the disk diffusion method we found that resistance to penicillin was not
necessarily associated with ampicillin resistance, On the basis of the existing
standard recommendations (18}, discrepancies between the susceptibility of
staphylococel to penicillin and other PSPs, such as ampicillin, are not supposed to
occur, However, our findings as well as results of others (2, 9, 12, 15) also
showing this kind of discrepancy at variable degrees, warrant the need for a
revision on this matter. The percentage (33.5%) of methicillin resistance among our
isolates was similar to that described by Sabath et al. (23) among S. epidermidis.
A similar but not equal percentage (30.5%) of strains resistant to oxacillin was
observed. According to the current reference procedures {18) either oxacillin,
methicillin or nafcillin may be tested and results can be applied to the other two.
However, this is also a oontroversial subject since reports of same degree of
variability on the results for this 3 drugs are available in the literature (6, 14,
16, 28). Disk diffusion and dilution methods have been compared, and no one method
has been reported to be consistently reliable to detect resistance to PRPS among
staphylococci (6, 14). According to Iowy et al. (14) the disk diffusion tests
predicted resistance to PRPs among NS strains more reliably than the broth
dilution methods, although there was a significant difference in sensitivity
between the nafcillin and oxacillin disks. A question may be raised on the
possibility of the heterogeneity of the resistance trait expression, kncwn to be a
salient feature on PRPs - resistant staphylococci, could vary according to not only
the populations of strains studied and the methodological procedures employed but
also depending on the PRP used to reveal it.

Most of the (NS strains studied by us were susceptible to cephalothin (only 2
were resistant) as it has also been reported by others {2, 8, 15). Susceptibility
to cephalosporins is another controversial aspect on the analysis of susceptibility
of (NS to B-lactam antibiotics. Tt is generally accepted that when a strain of
Staphylococcus  is fourd to be resistant to methicillin or any other PRP, it should
also be assumed to be resistant to cephalosporins, regardless of in vitro test
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resuits (16, 18). The issue is much less clear with (NS resistant to PRPs but the
tendency is to take the most conservative approach and not use cephalosporins or
other Bg-lactam agert to treat infections caused by them. Studies are needed to
ascertain wherther PRPs - resistant NS isolates that are susceptible to
cephalosporins by in vitro tests are also clinically susceptible to cephalosporins.

Although all the g-lactamase strongly positive strains in this study were
resistant to penicillin and ampicillin the reverse was not true and, considering
the total number of strains, no strong correlation was found between the resistance
to penicillin and/or ampicillin as demonstrated by the results of disk
susceptibility tests and B-lactamase production, It shoud be pointed out, for
example, that many of S. saprophyticus and S. cohnil penicillin resistant strains
did not produce g-lactamase ard were susceptible to ampicillin, suggesting not only
a resistance mechanism apart from p-lactamase production, but also different
vesistance mechanism between the two antimicrobials or differences on the
expression of the same mechanism (s). Interestingly, in S. epideumidis and twa
species represented by few numbers, S. haemofyticus and S. hominis, the resistance
to penicillin correlated well with ampicillin resistance and B-lactamase
production. Only clear-cut positive or negative results were obtained when testing
strains of these species by either of the p-lactamase tests used. Both methods used
for B-lactamase detection, acidimetric and chromogenic cephalosporin, were in
agreement for 89.8% of the total strains. The acidimetric assay gave clear-cut
positive or negative results. However, thirteen strains that were negative by this
method gave what we called weak and delayed positive reactions when tested by the
chromogenic cephalosporin method. These reactions were characterized by a delayed
(in general, more than ten minutes after addition of the reactants) and weak color
change from yellow to orange. The typical red color that characterizes the positive
reactions by this method was not reached by these 13 strains after 1 hour reading
as it is generally recommended for staphylococci (27) or even after 4 hours as
recommended by others (13). (plor development by the positive strains that alse
gave positive results by the acidmetric assay was rapid (less than 10 min) and easy
to interpret.

Tf the reactions considered by us as weak positive were not oonsidered as
positive at all, then the results of both methods would be in full agreement.
2dditional tests must be performed to confirm the presence of g-lactamase in those
weakly positive strains but, with data available now, we consider them positive
since they were all resistant to penicillin, suggesting that the chromogenic
cephalosporin assay may be more reliable than the acidimetric assay for detection
of p-lactamases produced by NS.

our finding that S. epidemidis was the NS most frequently associated to
g-lactamase production is in accordance with previous reports (3,4,25). We found
that 62% of all g-lactamase producing isolates belonged to this species. As we
emphasized before, although we studied only 5 strains of S. hominis and 4 of S.
haemolyticus, 4 strains of the former species and 3 of the latter were also
positive by both g-lactamase detection tests. As with S, epidermidis these two
species have been recognized as having clinical significance (1 0}). On the other
hand, among the S. saprophyticus, which was the predominant species (38 strains),
only 1 was positive for g-lactamase by both tests and 7 others were weak positive
by the chromogenic cephalosporin assay. Those results are in contrast with those
reported by Iatham et al. (13) who found 55 g-lactamase positive strains among a
total of 67 S. saprophyticus, Richardson & Marples (22) alsc detected 8-lactamase
production in 64 and 61 of 80 strains of S. saprophyticus by, respectively, the
chromogenic cephalosporin and a direct microbiological method, although they could
not detect any activity of this enzyme by the iodometric method. All the 49 strains
of S. saprophyticus studied by Fass et al. (3) gave negative results when tested by
the acidimetric method and 30 (61%) were weakly positive in the nitrocefin tests.
If differences on 8-lactamase testing in CNS are due to technical problems, related
to the possible production of a form of the enzyme not easily detectable by some of
the methods used, or a function of the strains tested is another point to be
elucidated. On the other hand, if results such ours indicate that disk diffusion

tests are not good predictors of the production of g-lactamase by (NS, attempts to
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correlate this trait with results of dilution tests have also failled. Isolates
with Jow minimal inhibitory concentration (¢ 0.05 ug/ml) for penicillin but a well
defined inhibition zone edge around penicillin and/or ampicillin disks are reported
to correspond to f-lactamase producers (4, 25). In this case, disk diffusion tests
are claimed to give a better indication of B-lactamase production and it is
recommended that even (NS isolates with MIC's g 0.05 ug/ml tested only by MIC must
be tested for g~lactamase production (4,25).

The fact that no correlation was found between Bg-lactamase production and
susceptibility to methicillin was not surprising since methicillin resistance is
generally chromosomally mediated and related to alterations of penicillin-binding
proteins (7). However, a resistance mechanism different from that of intrinsic
resistance (heteroresistance) has been demonstrated in some S. awreus strains that
are resistant to PRPs because they are able to partially inactivate these agents
with their g-lactamases, when present in sufficient quantities for a sufficient
duration (17).

In conclusion, our findings as well as others reported in the literature document
discrepant results and interpretation problems in susceptibility tests with CNS
suggesting that the criteria presently used to define susceptibility or resistance
of those organisms to some antimicrobial agents, specially B-lactamas, may not be
gppropriate to all CNS species. This is understandable since CNS constitute a
heterogeneous .group of microorganisms and the current interpretation of
susceptibility tests is based on criteria developed mostly for S. awteus.

Until further extensive studies are undertaken, correlating results of dilution
and disk diffusion tests and clinical trials, permitting the assessment of the
interpretive guidelines for (NS species, it is reasonable to recommended that, when
testing those microorganisms to g-lactam susceptibility by disk diffusion tests, a
penicillin G disk must be used instead of ampicillin to predict resistance to PSPs.
A B-lactamase test might be helpful and the chromogenic cephalosporin must be
preferred. However, a negative result does not discard the possibility of
resistance to PSPs. Both methicillin and oxacillin disks should be tested to
predict resistance to PRPs. As a matter of caution and on the light of the current
recommendations it is advisable to take the most conservative approach and report
CNS strains that are shown to be resistant to either one of the PRPs tested as
resistant to the other pB-lactams and, therefore, the use of those antimicrobial
agents should not be recommended to treat infections caused by them.
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Resumo

Em 298 amostras de Listeria, isoladas no periodo de 1966 - 1986
provenientes de diferentes fontes (humana, animal e vegetal) e de
algumas regides do pais, determinou-se o nivel de suscetibilidade
frente a 14 antimicrobianos, através da técnica de difusac em
agar, com discos impregnados. O padrao de sensibilidade  obtido,
revelou uma extrema homogeneidade, nio possibilitando distingdes
em alguns dos parametros confrontados (fonte e periodo de isola-
mento, origem geografica e sorotipo).

Uma acentuada sensibilidade (3307 das amostras) foi observada em
relacdo a gentamicina, sisomicina, cefalotina, ampicilina, sulfa-
metoxazol-trimetroprim e tetraciclina.

Summary

Antimicrobial susceptibilities of ‘Listeria strains dsolated
from difgerents souwrces and areas in Brazil

298 strains of Listernia isolated from 1966 to 1986, coming from
differents sources (human, animal and vegetal), collected in

distinct areas in Brazil, had there level of susceptibility"
determined using 14 antimicrobial agents, by agar disk diffusion

test.

The pattern of sensibility obtained shows an extreme homogeneity,

do not allowing to observe a clear distinction for  some

parameters challenged (source and time period of isolationm,

geographic areas and serovar/serotype).

An increased sensibility (390% of the strains) was demonstrated

in relation to the gentamicin, sisomicin, cephalothin,

ampicillin, sulfamethoxazol-trimethoprim and tetracycline.

Introdugdo

As espécies atualmente pertencentes ao género Listeria (11,12) distribuem-se de
forma ubiqua em natureza, determinando algumas em certas s;ituagoes, como a Listersia
monocytogenes, graves infecgbes 1o homem e animals. Ma ocorréncia deste
acontecimento, a medida terapéutica mais indicada, reside no emprego de
antimicrobianos. Neste caso, as citacoes mais comumente referidas, tanto do‘ponto
de vista laboratorial como clinicc, se concentram na pegicilina’ e seus derivados
semi-sintéticos, aminoglicosideos e certas associagoes sinérgicas, envolvendo

icularmente , a icilina e gentamicina (2,9,10). ' _ '
pagtpresente estédo gg?etivou ofegiar subsidios sobre a suscetibilidade "in vitro"
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aos agentes antimicrobianos de amostras de Listeria, previamente isoladas e
identificadas em nosso meio (4,5,6,7).

Material e Métodos

1- Amostras bacterianas - Foram selecionadas 298 amostras, oriundas de varias
fontes e regides do pals, colecionadas durante o periodo de 1966 a 1986 (Tabela 1).
A identificacdo bioquimica das amostras foi realizada de acordo com o procedimento
referido por Seeliger & Welshimer (13) , nao sendo, por conseguinte, submetidas aos
testes atualmente recomendados por Rocourt & col. (11,12), para a especiacio das
listerias. Por tal razdo as culturas em estudo, foram reconhecidas somente até o
género. Na caracterizacio soroldgica, adotou-se as orientacSes preconizadas por
Donker-Voet (3) e Seeliger & HSme (14) , relacionando-se a distribuicdo dos
sorotipos identificados e analisados, segqundo as suas fontes de isolamento na
Tabela 2. ‘

2- Teste de suscetibilidade - Foi realizado Tabela 1 - Distribuicao numérica das
através da técnica de difusio em agar amostras de Lisferla  analisadas
(Muller—Hinton Agar, Difco) sequindo as gegundo as fontes de isolamento e
recomendagbes de Bauer & col. (1). Os Sfesslge?grailcaz. 1 Bovi
discos impregnados de antimicrobianos 1mbo. 083 mal - OV1inos
(CECON) sofreram reqgul nte as normals, portadores, ** Vegetal -
7
Observacbes de controle de qualidade, Folhas de alface.
empregando-se  as  amostras padrdo  de

Escherichia coki ATCC 25922 e Staphylococeus Regides Origem
awreus ATCC 25923, Humana Animal* Vegetal** Total
Pernambuco 4 - - 4
Bahia 2 - - 2
Resultados e Discussio a0 pegaeiro 30 202 0o
Parani 2 - - 2
O grau de suscetibilidade revelado pelas R. G. Sul 3 - - 3
298 amostras de Lisferia frente aos 14 Total % 3oz T

antimicrobianos  utilizados, pode ser
analisado na Tabela 3.

Em principio, assinala-se que
teoricamente existia a
expectativa de reconhecer
niveis de suscetibilidade dos

Tabela 2 - Distribuicdo numérica dos sorotipos :
de [ds%erndia identificados de acordo com a fonte
de isolamento.

Simbolos: * LCR (Liquido cefalorraquidiano) ;

I;fgztragemdlve]a:igfigzggf 'P;li E‘lgmoc. (Her'nocultura) e Plac. (Placenta); ** ND -
hipStese respaldava-se em dois a0 determinado.

pontos: 1~ o numeroso

oontn_.ngente dg . culturas Sorotipos T ?g;:ga AT ?212221 Vegetal o oq
examinadas 2- admitia-se que, a

arraigada utilizagao de L1/2 a 18 10 3 1 11 - 43
antibiGticos e quimioterapicos L1/2b 8 8
nas varias 4reas (médica, = 122 ¢ 3 1 85 82
veterinaria, agricultura e o 4b 37 1 3 3 26 70
alimentos) em nosso meio, L 4dab 2 1 7 10
também tivesse exercido alguma L 3 10 o
influéncia sobre as listerias. L 4g 1 ' 1
Todavia, os resultados HDx* 1 26 27
demonstraram una notavel .

g
2

60 14 6 6 202 10 298

predominancia do perfil de
sensibilidade, sublinhando-se
apenas como particularidade, a
discrepancia do comportamento das amostras hunanas e animais, diante da kanamicina
e rifampicina (Tabela 3). No oOmputo geral, no entanto, tais diferencas se dJdiluem
na homogeneidade dos resultados, nao implicando em alteracdes de vulto, naqueles
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parametros passiveis de Tabela 3 - Distribuicdo porcentual da
confrontacao (fonte de suscetibilidade de amostras de Liste/ua isoladas
isolamento, origem geografica, de varias fontes a 14 antimicrobianos. _
ano de isolamentc ou sorotipo). Simbolos: * S — sensivel PS - pouco sensivel R -
Assim, os resultados ora resistente.
obtidos, se coadunam dJde forma
quase integral aqueles Fontes
3 Humana Animal Vegetal
relatados na literatura Antimicrobianos S B e
2,9,10). t 100,0 99,5 0,4 90,0 10,0
: Gentamicina - - - , R - ,
_Assinala-se no caso dos Sisomicina 10000 - - 985 - 1,4 100,0 - -
farmacos eletivos no tratamento Cefalotina 9,5 1,1 3,3 97,5 3,4 1,9 9,0 - 10,3
s : icili 94,1 3,4 3 9,0 2,9 1,9 9,0 - 10,
da listeriose _ hgmana e 701/ A3 ' , :
(empicilina e gentamicinal, e e 2w N Ys is oo - o
. - S . aciclina ‘' ’ ’ ’ - -
indices de sensibilidade bem Penicilina %006 5.8 3.4 87,6 4,3 7,4 90,0 10,0 -
enbo: i rematuro Eritromicina 89,5 - 10,4 91,5 2,9 5,4 100,0 - -
ele'avados, oora seja p Kanemicina 83,7 4,6 11,6 94,0 2,9 2,9 9,0 10,0 -
afiancar a imutabilidade desse Estreptamicina 82,5 3,4 13,9 87,1 9,4 3,4 100,06 - -
endmeno : Ri fampicina 82,5 - 17,4 60,8 - 39,1 70,0 10,0 20,0
£ g tendo em vista a Dicloxacilina 81,3 4,6 1305 74,2 14,8 10,8 100,0 - -
detecgao de amostras Clindamicina 5171 8,1 40.6 44,0 15,8 40,0 30,0 20,0 50,0
resistentes é_ aIﬂplCllm.a am Qefoxitina 36,0 6,9 56,9 24,7 7,9 67,3 30,0 10,0 60,0
todas as fontes de isolamento
(Tabela 3).

Com base ainda nos dados figurados na Tabela 3, destaca-se o comportamento dispar
das cefalosporinas, tendo de um lado a cefalotina, demonstrando uma magnifica
atividade, consignada por mais de 90% de amostras sensiveis. Em contraposicao, nas
geragdes mais recentes desses antibidticos, como a cefoxitina, obteve-se © mais
elevado indice de resisténcia, envolvendo amostras de todas as origens.
Curiosamente, apesar da excelente atuagdo "in vitro" da cefalotina sobre membros do
género Listeria, tal propriedade ndo deve ser extrapolada para a condicdo "in
vivo", pois ocorre uma extraordinaria queda do poder bactericida do antibictico
(8). '

Como outro aspecto correlacionado a expectativa da resposta terapéutica dos
antimicrobianos na listeriose, assinala~-se que 30 a 50% dos individuwos doentes,
sucumbem & infeccio, mesmo na vigéneia do tratamento com antibidticos, previamente
selecionados através de antibiograma (15). Dentre os principais fatores envolvidos
no problema, suscitam-se os seguintes:

a— A bactéria incide mais freqientemente scbre hospedeiros imunodeficientes
(recém-nascidos, idosos e portadores de doencas cronico-degenerativas).

b- A Listernia sobrevive e se multiplica no interior de células do sistema
reticulo-endotelial, ponto inacessivel para a agdo dos antimicrobianocs sobre o
agente.

c- As incorrectes do diagndstico laboratorial, que com fregiéncia caracterizam a
Listeria como "difterocide", rotulado como mero contaminante e, que implica na
interrupcdo do exame bacterioldgico.

Agradecimentos

Pos técnicos de pesquisa, Rosemary Ribeiro e Deise Paranhos, pela valiosa
colaboragao técnica.

Referéncias Bibliograficas

1.Baver, A.W.; Kirby, W.M.M.; Sherris, J.C. & Turck, M. - Antibiotic
susceptibility testing by a standardized single disk method. Amer. J. Clin.
Pathol., 45:493-496, 1966.

2.Boisivon, A. - Action bactériostatique et bactéricide comparée des pénicilines,
céphalosporines, aminosides et des associations ampicilline-gentamicine et
triméthoprime-sulfaméthoxazole sur Listeria monocyfogenes. Am  Microbiol.,
(Institut Pasteur), 131B:267-276, 1980.



112

3.Donker-Voet, J. - A serological study of some strains of Listeria monocylogenes
isolated in Michigan. Amer. J. Vet. Res., 20:176-179, 1959,

4.Wofer, E. - Estudo epidemiologico da ocorréncia de portadores de Listeria
monocytogenes  entre operarios de matadouros e individuos com distirbios
entéricos. Instituto de Veteriniria - U,F.R.R.J. — Rio de Janeiro. p. 114, 1974,
(Tese de Livre-Docéncia).

S.Hofer, E. - Pesquisa de Listeria spp em vegetal consumido pelo homem. In: Anais
VI Congresso Brasileiro de Micrcbiologia, Salvador, Bahia, p.192, 1975.

6.Hofer, E. - Bacteriologic and epidemiologic studies on the occurrence of
Listeria monocytogenes in healthy cattles. Zbl. Bakt. Hyg. A 256:175-183, 1983

7.Hofer, E.; Pessda, G.V.A. & Melles, C.E.A. - Iisteriose humana. Prevaléncia dos
sorotipos de Lisfternia monocytogenes isolados no Brasil. Rev. Inst. Adolfo Lutz,
44:125-131, 1984,

8.Kawaler, B. & Hof, H. - Failure of oephalosporins to cure experimental
listeriosis. J. Infection, 9:239-243, 1984.

9.Larsson, S.; Walder, M.H.; Cronberg, S.N.; Forsgren, A.B., & Moestrup, T. -
Antimicrobial susceptibilities of Listeria monocytogenes strains isolated from
1958 to 1982 in Sweden. Antimicrob. Agents Chemother., 28:12-14, 1985.

10.Reynaud, A.; Espaze, E.P.; Papin, S. & (ourtieu, A.L. - Etude de la sensibilitd
aux antibiotiques de 139 souches de Listeria sérotypées par le Centre National
de Référence en 1983. Ann Microbiol., (Inst. Pasteur) 135 B:331-339, 1984.

1.Rocourt, J.; Schrettenbrunner, A. & Seeliger, H.P.R. - Différenciation
biochimique des groupes génomiques de Listeria monocytogenes (sensu lato). Ann
Microbiol. (Inst. Pasteur) 134 A:65-71, 1983.

12.Rocourt, J. & Catimel, B. - Charatérisation biochimique de espéces du genre
Listeria. Zbl. Bakt. Hyg. A., 260:221-231, 1985.

13.Seeliger, H.P.R. & Welshimer, H.J. - Genus Listeria. In: Buchanan, R.E. &
Gibbons, N.E., eds. - Bergey's manual of determinative bacteriology. 8th ed.
Baltimore, Williams & Wilkins, p.593-596, 1974.

14.Seeliger, H.P.R. & HOhne, K. - Serotyping of Listeria monocytogenes and related
species. In: Bergan, T. & Norris, J.R., eds - Methods in Microbiology. Iondon,
Academic Press, p.31-49, 1979,

15.Yersin, B.R.; Glauser, M.P. & Regli, F. - Infections a [isteria morocytogenes
chez 1'adulte. Schweiz Med. Wochenschr., 111:1956-1602, 1981.



113

A HUMAN FOOD POISONING OUTBREAK IN RIO DE JANEIRO CAUSED BY
SAUSA%F CONTAMINATED WITH ENTEROTOXIGENIC CLOSTRIDIUM PERFRINGENS
TYPE :

Jodo Carlos de Oliveira Tortora
& Altair Antunes Zebral

Instituto Gonzaga da Gama Filho
Universidade Gama Filho
Rua Manoel Vitorino, 625
20740 Rio de Janeiro RJ, Brasil

Summary

In January 1987 at least 13 people showed abdominal cramps and
diarrhea after having eaten about 30 to 70 grams of a food-stuff
(sausage) prepared with blood from calves. The outbreak occurred
in Petropolis City, in Rio de Janeiro State where the sausage was
sold at a butcher shop and eaten either at home or in a
snack-bar. Others may have eaten the implicated food and showed
food poisoning symptoms as well. The symptoms presented by the
patients and the incubation period and duration were compatible
with those related to Clostrnidium pergringens type A, Samples
from two kinds of sausage were examined and fecal specimens from
three patients as well, Fourteen more individuals answered a
questionaire providing some persomnal data and many
epidemiological information related to the outbreak. In the fecal
specimens the number of enterotoxigenic C, perfringens cells per
gram varied between 4.3 x_10° and 1.8 x 10° and in the sausage
sample it was 6.8 x 10°. The gotal number of mesophiles in the
‘'sausage sample was 1.1 x 107 per gram. The number of
gram-negative bacilli and @iaphyﬂococci per gram in the sausage
were, respectively, 7.4 x 10° and 2.0 x 10°, Attempt to isolate
Salmonedlla, Shigella, Staphylococcus awreus and Bacillus cereus
was unsuccessfull. The enterotoxigenic C. perfringens strains
recovered either from sausage or fecal specimens showed
serological identity and heat-resistance. Our results suggested
that this outbreak was caused by C. perfiingens type A.

Resumo

Um surto de toxingeccdao alimentarn humana, no Rio de Janelno, cau-
sado por chourigo contaminado com CRostridium pergringens entero-
toxigenico tipo A '

Em janeiro de 1987, 13 pessoas apresentaram c6licas abdominais e
diarréia apds o consumo de 30 a 70 gramas de uma linguica prepa-
rada com sangue bovino (chourico). O surto ocorreu em Petropolis,
no Rio de Janeiro, onde a linguiga fol vendida em um agougue e
consumida no lar ou em um bar-lanchonete desta cidade. E possivel
que outras pessoas também ternham consumido o alimento e apresen-
tado a sintomatologia cujo tempo de incubacao e duracao foram
compativeis com os atribuidos a C., perfringens tipo A. Foi feito
um estudo microbioldgico de dois tipos suspeitos de linguica bem
como das fezes de trés individuos que apresentaram sintomas. Ou-
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tros 14 individuos responderam a um questiondrio fornecendo dados
pessoais e epidemioldgicos relacionados ao surto. Nas amostras de
fezes o numero de C. perfiingens enterotoxigénico variou de 4,3 x
10° a 1,8 x 10° e na de chourigo foi de 6,8 x 10% por grama., No
chourico o numero de mes6filos por grama foi 1,1 x 107, sendo 7,4
x 108 bacilos Gram negativos e 2,0 x 10° Staphylococcus sp. Nao
foram encontrados microrganismos dos géneros Salmonella e Shigek.-
La nem Staphylococcus aureus ou Bacillus cereus. As amostras em—
terotoxigenicas de C. pergringens isoladas do chourico e das fe—
zes apresentaram identidade sorologica e termo-resisténcia. Os
resultados encontrados sugerem que ¢ surto tenha sido causado por
C. perfringens tipo A,

Introduction

CLostridium pergringens type A has long been associated with human food poisoning
outbreaks in different countries 2, 5, 7, 8, 10, 12). In Brazil, the frequency of
a specific kind of microorganism in this illness in unknown. However, indirect
evidences that C. perfringens may be a common cause of food poisoning among us have
been presented. Serrano (8), Salzberg & col. (7) and recently Schocken-Tturrino &
col.  (10) have studied three cases reported in our country in which C. pexrfringens
could be implicated. In these studies the symptoms presented by the patients, the
incubation period and their duration associated to an increase of C . pergringens -
per gram in the feces were the main evidences of the involvement of this gemm.
However, Salzberg & ool. (7) admited the possibility that the outbreak that
occurred in Campinas, SP, had been caused by another microorganism. Serrano (8)
verified that some foods sold in Campinas had a large number of C. perfaingens per
gram and pointed out the sausage as the more contamined one among the studied
samples. Recent studies carried out by us on the frequency of enterotoxigenic C,
pergringens in ground meat, soil and fecal specimens from healthy individuals,
associated to climate and sanitary conditions as well, suggest that C. perfringens
food poisoning may be frequent in Rio de Janeiro (9, 14). So far, a hwan food
poisoning outbreak caused by C. perfiingens with proven enterotoxigenicity and
serological identity of the isolated strains has not been described in Brazil,
although as suggested by Serranc (8) , this fact may undoubtedly be due to
insufficiency of study in this field. This paper reports a microbiclogical and
epidemiological study on a humar food poisoning outbreak involving at least 13
individuals who had eaten a sausage prepared with blood from calves. The outbreak
occurred in Petropolis City, in Rio de Janeiro State.

Material and Methods

Food and fecal specimens - Samples from two types of sausage were obtained from the
butcher shop and the snack-bar in Petrdpolis City, in Rio de Janeiro, where the
patients had eaten them. One kind of sausage had been prepared with blood from
calves and the other with viscera from pigs and calves. In the butcher shop the
sausages were maintained at room-temperature, Fecal specimens from three patients
were obtained one day after their Symptoms had ended. Specimens from 14 other
persons were not examined because they could not be contacted during the occurrence
of the outbreak. However, they were inquired about their age, kind and amount of
food eaten, symptoms, duration and incubation period of the illness. A1l the food
samples and fecal specimens were transported to the laboratory under refrigeration
and were examined one day after they had been received.

Number of bacteria .in the food dampfes - In order to obtain dilutions from the food
samples, 50 g from each were diluted by shaking in 450 ml of a 0.1% sterile peptone
water, Other dilutions were made and 1 ml from each was plated on the depth of
Standard Methods agar for mesophiles counting. The plates were incubated at 37C for
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48 hr. The number of C. perfringens per gram was determined in SPS agar (BBL) as
described by Angelotti & col. (1). Mamnitol salt agar (BBL) was used to count
staphylococci while EMB agar {Difco) was employed to count gram-negative bacilli.
Tn attempt to isolate Salmonella sp and Shigetla sp we used SS agar {Difco). In
order to isolate these two last microorganisms the SS agar plates were either
directly striked from 10~1 @iluted suspensions or after a broth enrichment at 37C
for 24 hr.

Number of C. pergringens in the fecal specimens - Fecal specimens weighing 1 g were
suspended in 9 ml of a sterile NaCl (0.85% w/v) solution and, after having been
shaken thez were heated at 80C for 10 min in a water bath. Then, serial dilutions
between 10™¢ to 10~ were made and 1 ml from each suspension was spreaded on the
surface of 1% glucose blood agar plate and incubated anaerobically at 37C for 24 hr
in a 80% N2, 10% Q02 and 10% H2 atmosphere. In attempt to isolate Baclllus cereud
some plates were striked either from heated food or fecal 10-1 diluted suspensions
and incubated aerobically at 37C for 48 hr. The colonies showing characteristics of
C. penfringens were numbered and the result was reported as the number of
sporulated C. perfiingens cells per gram. Some colonies were picked from the plates
to chopped meat medium (CMM) and after incubation at 37C for 20 hr their
biochemical characteristics were determined.

Biochemical and serofogical Adentification - The identification of the
staphylococci strains was made by microscopic examination, coagulase and mannitol
fermentation tests. The search for Safmoneffa and Shigetla bacifli was made by
microscopic — examination, lactose fermentation in - agar plate medium and
agglutination with polyvalent antisera. The C. pergringens strains were identified
as previously described (15). In attempt to isolate Bacilfus cereus some colonies
were picked from aerobically incubated glucose blood agar medium and examined under
phase contrast microscopy and after Gram staining.

Enterotoxin synthesis and detection - The enterotoxin synthesis in C. perfiingens
strains was evaluated in supernatant fluid from sporulated cultures grown in the
Tortora's medium {13). The lethal effect in mice (6) and the microslide double
immmodiffusion (11) tests were used for this purpose. Neutralization of the lethal
effect of the enterotoxin was made in mice by using enterotoxin anti-serum added to
supernatant fluid according to Stark & Duncan (11).

Agglutination test and Zyping of C. perfringens straing - Antisera against two C.
perpringens strains isolated in this study from fecal specimens were obtained using
overnight cultures grown in glucose-CM at 37C. The cultures were washed for three
times in sterile saline, ressuspended to their original volume and added to 0.5%
formol. After 24 hr they were once more washed and suspended in sterile saline
without formol. Rabbits weighing about 2 kg, previously examined:for the presence of
agglutinins, were intravenously inmoculated with 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0 ml using
a vparticular suspension. The doses were given at two day intervals. In the 15 th
day the sera were obtained. Slide agglutination test employing the C. pergringens
strains recovered either from food samples or fecal specimens was performed using a
drop of each suspension from cultures grown overnight in glucose-CMM, washed with
sterilé saline and a drop of 1/5 diluted antisera. The enterotoxigenic C.
perfringens strains NCTC 8798 and Cl. 4180 were employed as negative control to
this test. The typing of C. pergringens strains on basis on their capacity to
synthesize toxins was carried out as described by Dowell and Hawkins (3).

Heat-nesistance - Tn order to test the heat-resistance of the enterotoxigenic C.
perfiingens strains, sporulated cells were obtained as suggested by Tortora (13).
One milliliter was pipetted from the sporulated cultures to the bottom of
glucose-CMM that was heated at 100C for 1 hr in a water bath. After heating, the
tubes were incubated at 37C for 24 hr when the growth was evaluated by the gas
production and phase-contrast microscopy.
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Results Table 1 - Epidemiological.data related to
the persons involved in the outbreak,

The main epidemiological factors Simbols: 1. sausage prepared with blood

associated to persons involved in from calves (chourigo); 2. sausage

this outbreak are represented in prepared with viscera from pigs and

Table 1. The ©patients showed calves.
abdominal cramps and diarrhea within
10 to 14 hr incubation pericd. None

Number of kind of amount of heating symptoms of age

had emesis or fever., The duration of persons food food before  food variation

the symptoms was about 24 to 48 hr, eaten  eaten {g) eating poisoning

The types and number of 13 al, 2 30 to 70 - + 17 to 65
. . . 2 A,B 30 to S0 + - 45 to 62

microorganisms per gram in the two b B 30 to 30 M _ 3 to ot

types of food samples are shown in
Table 2. 2Zmong the C. perfringens
strains isolated from the sausage &, all synthesized enterotoxin, but none from
sausage B did so. All but two C. penfiingens strains isolated from fecal specimens
synthesized enterotoxin {Table 3)., The antisera obtained against  two
enterotoxigenic C. perfringens strains isolated in this outbreak were able to
agglutinate all the enterctoxigenic C. peifringens strains recovered either from
food samples or fecal specimens. All the enterotoxigenic C. perfrdingens strains
were classified as type A and presented heat-resistant spores. From the
gram-negative bacilli group, fifteen lactose-negative strains were isolated but
mne of them showed biochemical or serological characteristics related to
Salmonella or Shigefla. Seven cultures of staphylococcl were obtained but none of
them was identified as S. awrteus. The blood agar plates aerobically incubated
showed no colonies with characteristics related to Bacillfus ceieus.

Table 2 - Kind and amount of
Discussion m_croorganisms per gram in the Sausage samples,
Simbols: 1. sausage prepared with blood from
In January 1987, a shortage calves (chourigo); 2. sausage prepared with
of food from animal origin in viscera from pigs and calves,
Brazil, induced the people to _ _ :
buy a few from unsafe sources, microorganisms per gram (X 10°)
s s sausage mesophiles Clostridium gram—neg Salmonella staphy- Bacillus
which were prep: ared without perfringens bacilli Snigella lococci  cereus

due sanitary care. The food :
implicated in this outbreak s 1o 5
showed microorganisms whose
types and number permit us to )
suppose that it was prepared and preserved Table 3 - Number of C. perfaingens

740 - 0.2 -
03 172 - - -

o

under sausages were bought at the butcher per gram in the sausage samples
shop and the snack-bar where they were and in the fecal specimens.
maintained at room-temperature, exposed to Simbols: 1. sausage prepared with
insects and dust and manipulated with blood from calves (chourigo); 2.
frequency, which certainly increased the sausage prepared with viscera from
total number of mesophiles, mainly in the plgs and calves.

blood-containing sausage. All the isolated

enterotoxigenic C,. perfringens strains were saples sporulated number of enterotoxigenic
heat-resistant and they could be selected e inens asky surains e

by the technic employed in the :

preparation of the sausages and the others Smiage B2 07503 3 5 ()
bacteria could be late contaminants. The ol AL I 8 8 (100)
number of C. pergfringens per gram obtained feces (F3) 0.8 5 e

by us either in the sausage samples or in the Toral 05 ~ P ® (e
fecal specimens are in accordance to  that B

described by Serrano (8) during an outbreak -

in Campinas, SP. The two types of sausage analysed in our laboratory showed a
sufficient number of micrcorganisms to trigger intestinal symptoms in the
consumers. However, our data may be greater than those that really occurred at the
day before, when the Sausages were eaten. The failuwre in isolate from the
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viscera—containing sausage samples and the absence of any synptom in a child and in
an adult who had eaten this food without previous heating, led us to conclude that
either the blood-containing sausage was the gram—negative bacilli flora was not
able by itself to develop those food poisoning symptoms. The epidemiological data
firsty obtained from this outbreak suggested us that this food poisoning was caused
by C. pergringens type A and the microbiological study confirmed this. Recent work
carried out by Harmon & col. (4) in the UShA corroborated that the enumeration of
spores in the fecal specimens in addition to the hemolitic activity and
heat-resistance tests are a reliable means for diagnosis of C. pergiingens
outbreaks. However, we think that the diagnosis of the outbreak caused by this
microorganism involving a little number of individuals and those without a
sufficient number of fecal specimens for analysis should be also established by the
characterization of the enterotoxigenicity of the isolated strains and mainly by
the serological identity among them. The few studies carried out in Brazil about
the number of C. perfringens in the fecal specimens from healthy and unhealthy
individuals are in agreement with that described in the USA. Nevertheless,
we have found a greater number of intestinal carriers of both heat-resistant or
enterotoxigenic C. peifringens among health individuals living in Rio de Janeiro
(14) than those related to the people from other countries. It also has been
described a number of healthy intestinal carriers with a greater number of C.
perfningens than that found in some unhealthy irdividuals {8,10). In the developing
countries, intestinal disorders are frequent among people and their influence on
the kind ard on the number of intestinal microorganisms is unknown. The
serological study has been difficulted by the increasing of serotypes and because
only laboratories around the world can make their recognition. For a practical
purpose the agglutination test may be carried out by employing antisera obtained
against some selected strains isolated from the suitable outbreak. It was not
possible vet to show a greater involvement of some serotypes in the outbreaks
caused by this microorganism. Therefore, the main interest for diagnosis is to
characterize the serological identity among the strains from different sources.
On basis in the epidemiological data related to the patients, the number of C.
pergringens per gram in the fecal specimens and in the sausage samples, the
heat- resistance and the enterotoxigenicity of the isolated strains, and mainly
the serological identity among all isolated strains from different sources
and the absence of arother suspicious microorganism as well, we concluded that this
food poisoning outbreak was caused by C. pergringens type A and the
implicated food was the blood-containing sausage.
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Resumo

Estudo preliminar sobre fagotipagem em amostras de S.auwreus iso-
1adas de bovinos aparentemente sadios em lactagao, elaborado com
os conjuntos basicos para amostras de origem bovina e humana. Ca-
racterizacao de fagotipos e grupos de fagotipos mais frequentes.,

Summary

Staphylococcus awreus: phage typing in samples 0§ bovine carniens
in kactation period

Preliminary studies of typing phage in samples of S.awreus
isolated from bovine apparentely healthy in lactation period. The
tests were made using the basic collection for samples of human
and bovine origin. Characterization of fagotype and groups of
fagotype most frequently.

Introducao

VArios microrganismos dentre eles o Staphylococcus awreus assumem importancia em
Medicina Humana e Veterinaria por sua implicagao em ambientes hospitalares, na
indiistria de alimentos, nas moléstias infecciosas dos animais pelo elevado prejuizo
que acarretam e pela importancia na transmissao ao homem.

Neste particular,as mamites bovinas, infeccdes agudas ou cronicas do Ubere
aparecem como destagque uma vez due o S.aureus & agente etioldgico frequente,
Jevando o animal 2 perda ou diminuicao drastica da capacidade de produgdo de leite,
bem como A veiculacdo de microrganismos patogenicos. .

0 isolamento de cepas de animais aparentemente sadios {portadores) pode ser de
grande importancia notadamente em dreas onde as mastites estafilococdcicas tem
Carater endémico pois a identificacdo e caracterizacdo deste microrganismo pode
levar a determinacdo das possiveis fontes de infeccao, vias de disseminacao e as
diferentes linhagens do microrganismo que poderia refletir diretamente na
epidemiclogia.

Cabe ainda ressaltar, que para amostras de origem bovina a fagotipagem em nosso
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pals, & uma prova que somente recentemente tem sido utilizada. Este trabalho
objetiva obter dados sobre a tipabilidade das Cepas iscladas de animais
aparentemente sadios frente aos Conjuntos Internacicnais de Fagos para amostras de
origens humana e bovina, bem como,dados sobre a freqiéncia dos fagbtipos encontrados
e de seus grupos.

Material e Métodos

As cepas sulmetidas & fagotipagem foram isoladas de 24 animais, fémeas em
lactacdo da espécie bovina, animais estes que apresentavam uma producdo média
diaria de 15 litros de leite,

De cada animal foram colhidas trés amostras,sendo uma das fossas nasais (FfN) e
duas do Gbere, antes {(UA) e depois (D) de higiéne pré-ordenha.

O nimero total de cepas fol 55, sendo uma cepa isolada das fossas nasais, 15
isoladas de UA e 39 isoladas de UD.

A caracterizagao das amostras de S.awreus baseou—se nas provas de plasmacoagulase
em tubo e em l3mina, Prova de Iecitinase e Prova de Desoxiribonuclease (DNase),
procedimentos descritos em ARAUJO, 1986 (1).

A fagotipagem foi realizada segundo o método de BIAIR & WILLIAMS, 1961 (2) com os
fagos recomendados pelo Subcomité Internacional de Fagotipagem denominado "set
basic" para amostras de origens humana e animal lguadros 1 e 2).

Quadro 1 - Conjunto Basico Quadro 2 - Conjunto
Internacional de fagos para  amostras : Basico  internacional
de origem humana. de fagos para amostras
de origem bovina.
Grupos ‘ Fagos .

1 29/52/528/79/80 Grapos Fagos

It 3A/3C/55/71 I 29/52a

II1 6RB/42E/47/53/54/75/77/830/84/85 T 3116

_ v 94/95/96 IIr 6/428/53/75/84

Nao Classificado 81 v 420/102/107/117

Misceldnia 78/118/119

Resultados e Discussao

Das 56 cepas testadas, levando-se em consideracao os dois conjuntos utilizados,
35 foram tipaveis a 1xRID, uma foi tipavel a 100xRID e 20 foram nio tipaveis,
(Tabela 1).

Com o conjunto basico para amostras de origem bovina, 34 amostras foram tipaveis
€ com o conjunto humano 36, pois duas amostras foram tipaveis apenas com os fagos
do conjunto humano.

Considerando-se as amostras provenientes dos diferentes nichos, podemos observar
que 100% das amostras de FN e de UA foram tipaveis pelos fagos utilizados que
poderiam entao, sequndo SOLE-VERNIN (comunicacéo pessoal), 1973, serem considerado
satisfatorios, wma vez que tiparam mais de 80% das Ccepas testadas, © mesmo nia
acontecendo com amostras WD cujas tipaveis foram 20 (50,0%) das quais, 19 a 1XRTD e
01 a 100xRTD,

Dos 24 animais utilizados apenas wm apresentou S.auwreus nas fossas nasais gque na
fagotipagem mostrou frente ap "set" bisico para amostras de origem bovina a 1xRTD o
fagdtipo 75/84 do grupo III. Quando analisada frente ao "set" bisico para amostras
de origem humana a 1xRTD o obtido foi 75/77/79/81/831/84/94/96 grupos
I/III/IV/NC. A

As amostras de S.auwrews UA ou seja, UGbere antes, foram isoladas de sete animais
(29,2%) num total de 15 cepas, antes da fagotipagem.

O resultado da prova revelou que renhuma das amostras foi tipavel com fagos,

exclusivamente do "set" bovino enquanto  que uma foi tipavel apenas com fago 47
componente exclusivo do "set" humano.
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" Quando analisamos Tabela 1 — Resultados obtidos na fagotipagem com ©

separadamente os conjunto  internacional de fagos para amostra de

resultados obtidos com origem bovina.

dois conjuntos a 1xRID ‘ o o N0 cepas S ™ cepas

observamos dque para O Wicio . o0 antes fa Grupo NI apds fa-

bovino (Ta_bela 1) cinco gotipagem 1xXRTD 100XRID gotipagem

cepas apresentaram 2] 19 01 75/84 - TIT - .o

fagotipos 53/84 do grupo w03 05 53/84 - Fres = 0

III, sendo consideradas 18 o1 6/42E/102/117 - o/ - o1

apenas uma, pois foram 19 o1 6/426/117 - oW - U

isoladas de uwm mesmO 2a ot 53 - III - 01

animal. O fagdtipo mais oA o1 6/428/102117 - o/ - oL

frequente foi o) . 22 023 6/42E/102/117 - IIT/IV - 01

6/42E/102/117 dos grupos 23 01 6/426/102/117 - /v - 0

III/IV am assocj_agéo, 24 02 6/428/102/117 - CIIL/IV - [ul

Ocorrendo seis vezes am 24 oL 6/42E/102/107 - IIT/IV - 01

cinco animais sendo um 2 o1 NR NT - ul oL

mesmo animal portador de UD 03 20 NR NT - 20 20

duas cepas com O mesmo 03 07 53/84 - III - oL

fagbtipo oonsideradas a 03 o 53/75/84 - hee: - o1

partir de entdo apenas 03 o1 6/53/75/84/78 - LIIMise, - o1

wna. Em se considerando 03 o1 6/53/84 - 1T - o1

que uma das amostras 03 o1 6/42E/102/117 - faad - ul

isoladas do animal n? 24 o 0

foi nao tipavel a 100xRID 13 o 0

o nlmero de cepas 15 o1 6/428/102/117 - /v - 0

caracterizadas pela 19 oL 01

fagotipagem foi nove (9). 21 o1 01
Frente ac "set" humano 22 03 01

o fagotipo mais frequente 24 oL o1

foi o 53/77/83n/84/85/95

grupos ITI/IV  ocorrendo _—

eam trés cepas provenientes de um mesmo animal sendo, portanto, uma nica cepa,

tendo o mesmo acontecido com o animal n@ 24, cujas cepas isoladas apresentaram O

fagbtipo 6/42E/47 duas vezes. Também uma cepa apresentou-se tipavel apenas com ©

fago 47 componente exclusivo deste "se ", Ppara as amostras UA a fagotipagem

caracterizou onze (11) cepas.

As amostras provenientes de UD foram isoladas de oito animais num total de 40.
Nenhuma delas foi tipavel com fagos exclusivamente do conjunto bovino, entretanto
una amostra foi tipavel a 100xRTD com os fagos 94/95 componentes exclusivos do
conjunto basico humano.

Frente ao conjunto basico bovino o fagdtipo mais frequente foi o 6/42E/102/117 do
grupo IIT/IV que tipou dez (10) cepas oriundas de 8 animais, seguido do 53/84 do
grupo IIT que tipou sete (7) cepas de um s6 animal consideradas, portanto
como uma Unica.

Com o "Set" basico humano o 6/42E/47 do grupo IIT foi o fagdtipo de 10 cepas
isoladas de 8 animais constituindo-se como o mais frequente.

Do total de amostras UD apenas a metade foi tipada por ambos os conjuntos
utilizados, os quais, provavelmente ndo est@o adequados, uma vez que nao atingiram
80% das cepas testadas. :

Destes resultados obtidos devemos notar a elevada frequéncia -de tipabilidade
pelos fagos dos grupos III e III/IV em associacado, abrangendo todas as cepas
testadas que foram tipaveis e a nao ocorréncia dos grupo II, fatos estes comuns aos
dois conjuntos utilizados. .

Chama-nos também a atencdo duas cepas tipaveis exclusivamente com fagos do
conjunto humano (47 e 94/95) .

Conclusao

Conforme ressaltado anteriormente dados sobre fagotipagem de amostras de origem
bovina sdo escassos € ndo nos permitem ainda qualquer conclusao definitiva.
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Entretanto os resultados do presente trabalho em associacio com outros,

elevando

o nimero de cepas testadas, poderdo caracterizar as amostras, possibilitando assim
una provavel contribuicio ao estudo epidemiologico das mamites por estafilococos.

Tabela 2 - Resultados obtidos na fagotipagem com o
conjunto internacional de fagos para amostra de origem
humana.
NQ cg
Nicho m l:gtg:p;;— apds ?:f
gotipagem 1IxRTD 100xRTD NI' gotipagem

N 13 01 75/77/79/81/838/84/94/96 - IIT/IV/NC - 01

@ 03 o 53/84/35/95 - IIT/IV - 01

03 01 53/54/77/838/84,/85/95 - II1/1V - oL

03 03 53/77/83A/84/85/95 - III/1V - 138

18 01 6/42E/47 - III - 01

19 01 6/42E/47/81 - III/NC - oL

2 01 53/54,/77/84/85 - II1 - 01

21 oL 6/42E/47 - IIT - 01

22 01 6/42E - II1 - 0x

23 o1 6/42E - 11 - o1

24 01 6/42E - III - o1

24 02 6/42E/47 - III - o1

24 01 47 - IIT - 01

Ub 03 19 NR NT - NT 19

03 o1 NR 94/95 III/IV - o1

03 01 53/84,/85/95 - III/IV - 0L

03 01 53/54/75/838/84/85/95 - I11/1v - 0l

03 oL 6/53/54/75/77/84 - aas - o1

03 o1 53/84/€5 - III - 01

03 01 53/84/85/95 - IIT - 01

03 oL 53/84 - IIX - 01

03 01 53/77/838/84 - III - oL

03 23 6/42E/47 - III - 01

03 o1 6/53/54/77/84/85/95 - III/1V - oL

03 o1 53/54/84/85/95 - II1/1V - oL

1 01 oL

13 oL 01

15 oL 01

13 © 0L 6/42E/47 - IIT - o1

21 0oL oL

22 03 o1

24 01 01
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Resuno

Em 248 amostras de E. cofi isoladas de urinoculturas positivas de
pacientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu foram pesquisados a produgdo de hemolosinas (semeadura
em placas de agar—sangue desfibrinado de carneiro) e os tipos de
hemaglutinagdo (HA), manose sensivel (MS) e manose resistente
(MR). Relacionou-se estas caracteristicas com os sorogrupos en-
volvidos nesse processo. Apresentaram hemélise 132 amostras
(53,2%), destacando-se sobretudo os sorogrupos 018ac (38 amostras
_88,47), 06 (66 - 80,5%) e 04 (20 - 74,1%). Houve MSHA em 232
amostras (93,52), MRHA em 85 (34,3%) e ambos os tipos em 78
(31,4%). A analise dos dados revelou relacado significativa na
distribuicio de hemélise, MRHA e HA(MS + MR) e os sorogrupos.
Das 85 amostras MRHA, 62 (73%) caracterizaram-se por produzir he-
molise, demonstrando que as duas caracteristicas associam-se, es-
pecialmente aos sorogrupos 018ac (81,47) e 04 (63%), o que nao
ocorreu entre amostras MSHA., Observou-se que entre as bactérias
com MRHA, 927% também possuiam MSHA, estando implicados principal-
mente os sorogrupos 018ac (69,8%) e 04 (63%). A presenca concomi-
tante de hemolisinas e adesinas MR e MS nos sorogrupos prevalen-
tes de infeccdo urinaria, em nosso meio, sugere que estas amos-
tras possuem vantagens seletivas para o crescimento e sobrevida
na mucosa urogenital.

Summary
Vilence factons of wiinany Escherichia coli sirains

Hemolysin production (tested on agar 7% sheep blood plates) and
the hemagglutination (HA) patterns, manose sensitive (M.5.) and

manose-resistant (M.R.) were researched in 248 L., cofl strains’

with significative urine culture from patients of the Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. These
characteristics were related to the serogroups involved in this
process. Onme hundred and thirty two strains (53,2%) showed
hemolysin production, more easily found in the serogroups O018ac
(38 strains, 88,47), 06 (66 - 80,5%) and 04 (20 - 74,1%). Two

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(2):123-128, Abr./Jun. 1988.
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hundred and thirty two strains (93,5%7) were MSHA, 85 (34,3%) were
MRHA and both types in 78 (31,4%). Analysis of the data showed
significative relation in the hemolysis distribution, MRHA, (MS +
MR) HA and the serogroups. Among 85 MRHA strains, 62 (73%) were
hemolytic, indicating that the two characteristics were
associated especially in the serogroups 018ac (81,47) and 04
(63%), but it has not occured in the MSHA strains. It was
observed that in the MRHA strains 92% were also MSHA, mainly the
serogroups 018ac (69,8%) and 04 (63%7). Adhesins concurrently with
MR, MS and hemolysin production in the prevalents serogroups of
urinary infection suggest that these strains have selective
advantage concerning growth and survival in the uroepithelial
cells,

Introducao

Escherichia coli, embora constitua fracdo importante da flora normal intestinal,
€ considerado patdgeno oportunista, capaz de colonizar e subsequentemente causar
infecgbes intestinais e extra intestinais, como septicemia, meningite, infecgdes do
trato urindrio, etc. Em virtude de sua importancia clinica, a E.- codi tem sido
objeto de numercsas pesquisas com intuito de definir os seus possiveis fatores de
viruléncia. Varios autores (1, 2) tém observado que a viruléncia de FE. ooli &
multifatorial, sendo que algumas propriedades estariam ligadas primariamente a
amostras virulentas. Uma destas seria a habilidade de produzir hemolisinas.

A associacao de E. coli hemolitica com infeccSo uriniria tem sido documentada ha
anos por diferentes autores. Assim, em 1917, ILyon (19) mencionou implicacdes deste
microrganismo como agente causal de cistite e Dugeon & col. (4) em 1927, sugeriram
que  a atividade hemolitica poderia ser fator importante para viruléncia da E., cofdi
no trato urinario.

Outros pesquisadores tém mostrado que E. cofi hemolitica frequentemente
hemaglutina diferentes tipos de eritrdcitos (11, 16, 18, 20), possui fimbria e
antigenos K (12, 16). Hughes & col. (16) relataram que amostras de E. cofdi com alto
potencial de viruléncia para o trato urinirio, geralmente, sdo hemoliticas,
resistentes ao soro, toxicas para camundongos, aderem a células do trato urinario e
causam hemaglutinacac manose-resistente. A ader@ncia 3 célula epitelial & um dos
principais fatores de viruléncia e uma das caracteristicas de amostras de FE. ooli
isoladas de pacientes com pielonefrite. O teste quantitativo da aderéncia as
células urcepiteliais & dificil de se realizar, enquanto que a aglutinacdo de
eritrécitos & uma reacdo facilmente medida e muito usada em Microbiologia Clinica,
Duguid & 01d (6) demonstraram que a aderéncia correlaciona~se extremamente bem com
a aglutinacdo de eritrécitos. Sequndo Hanley & ool. (14) a aderdncia & medida por
pili ou adesina e, de modo geral, sdo classificados em manose sensivel .(MS) ou
manose resistente (MR), dependendo da habilidade ou nfo da manose em inibir a
ligagéo da E. coli a eritrécitos e as cdlulas epiteliais. A ligacdo MS & mediada
pelo pili do tipo 1, que causa, caracteristicamente, aglutinacdo de eritrdcitos de
cobaio e de glicoproteinas urinarias denominadas de TAMM-HORSFALL. ESses pili estado
pPresentes em amostras de E. coll{ comensal e patogénica. A ligagdo MR causa
aglutinacao de eritrdocitos hunanos na presenca de manose, sendo usuvalmente
codificada no cromossoma da célula bacteriana, cujos genes determinam a produgao da
proteina P pilus, P fimbrias ou Pappilus. A capacidade de amostras de E. cofl em
aglutinar eritrécitos humanos constitui um bom marcador de viruléncia.

Mesmo que trabalhos ja tenham sido realizados neste sentido, consideramos
oportuna a verificagdo de alguns fatores de viruldncia de E. cofd em nosso meio

(como a produgdo de hemolisina e os tipos de hemaglutinago MS e MR apresentados
por amostras isoladas de pacientes com infeccdo urindria) e o relacicnamento dos
mesmos com os principais sorogrupos envolvidos neste processo.
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Material e M&todos

Pesquisou-se a produgdo de hemolise e oS tipos de hemaglutinacdo em 248 amostras
de FEscherichia coli, isoladas da urina de pacientes internados ou atendidos em
ambulatério no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, ccm
urocultura positiva, segundo o critério de Kass {(17).

Para pesquisa da produgac de hemplisinas as amostras foram semeadas em placas de
agar sangue contendo 7% de sangue desfibrinado de carneiro. 2pds 18 horas de
incubacio & 37¢C, verificou-se a presenca ou nio de um halo total de hemdlise ao
redor das colonias. '

0s testes de hemaglutinacdo (HA) foram realizados frente a eritrdcitos de cobaio,
com e sem a adigdo de 0,5% de manose, de acordo com a metodologia preconizada por
Duguid & Gills (5) e paralelamente, com eritrdcitos humanos (tipo A, Rh positivo),
com e sem a adicdo de 1% de manocse, oonforme Evans & Evans (7).

As amostras foram anteriormente sorogrupadas, sequndo Watanabe & col. (24).

A anilise da relacdo entre os dados dos fatores de viruléncia e os sorogrupog fol
realizada pelo teste da homogeneidade das distribuicdes multinomiais (¥ de
Coodmann) e as diferencas de proporgdes foram testadas pelos X% de Pearson (10}. Os
resultados significativos sao referidos pela presenca de "asterisco” acima do
nmero.

Resultados e Discussao

Foram pesquisados em 248 amostras de E. coli isoladas de pacientes com infeccao
urindria alguns fatores de viruléncia como a producdo de hemolisinas € a capacidade
de aglutinar eritrdcitos humanos e de cobaios. A Tabela 1 mostra que das 248 cepas,
132 (53,2%) apresentaram hemolise; 232 amostras {93,5%) expressaram hemaglutinacdo
manose sensivel (MS) com hemacias de

cobaio; 85 (34,3%) laram HA Tabela 1 — Producdo de hemdlise e tipos de

hemaglutinacdo apresentados pelas amostras

manose resistente (MR) com dos diferent 1 do E ri
eritrécitos humanos e 78 (31,4%), ntes sorogrupos de L. CO&L.
ambos 0s tiPOS de HA (MS+MR). A Total pemblise remaglutinagao positiva
andlise  estatistica dos dados SOTOFTVES amostras positiva

mostrou relacdo significativa na wos oo | MR
distribuigao de hemolise, de oy w® o pw B
hemaglutinagdo MR e  (MRMS) em G, 2 s AR G % e
relacaoc aos SOrOgrupos. A 04 27 20 (74,1) 26 (96,3} 17 _(63,0) 17 {63,0)
distribuigdo significativa (53,2%) e 7o shes el e ey
de amostras hemoliticas ocorreu em 07 24 1(4'2) 21 (87.5) 5 (20,8) 4 {16,6)
virtwle do encontro de elevadas P oty a4 ey et
frequencj_as de cepas produtoras de .oon 4 0( 0 4(100,0) 1 (25,00 1 (25,0
renolisinas nos Soro < 018ac (38 075 26 0( 0y 23 (88,5 5 (19,2) 5 (19,2)
amostras — 88,4%), 06 (66 amostras - Total 248 132 (53,2) 232 (93,5) 8 (34,3) 78 (31,4)
80,5%) e 04 (20 amostras - 74,1%), Analise ¥2=409,27% y%= 10,59 y°=116,65% ¥2=16,78%

participando o 01, 02 e 07 em menor

amero. BRrooks & ool. (1) obtiveram resultados semelhantes ao detectar 43% de
amostras hemoliticas, principalmente dos sorogrupos 06 (85%) e 04 (82%), Cooke &
Ewins (3) Qemonstraram 44% e Minshew & col. (20), 49%. Bstudos posteriores (8, 15,
22) confirmaram a alta incidéncia de E. cold hemolitica na urina de pacientes com
infeccdo urinaria e sobretudo sua associacio com determinados sorogrupos camo 04,
06, 018ac, G75 e outros.

Apesar do conhecimento de gue O SOrogrupo 075 corresponda a amostras produtoras
de hemdlise, encontramos em nossa pesquisa 26 cépas, todas ndo hempliticas. Este
fato, segundo Van Den Bosch & col. (23) pode ser devido a variactes de Sorogrupo,
una vez que- a propriedade de produzir hemblise esta ligada apenas ao sSOrogrupo
075:K95 e nao ao 075:K100.

Aliada & producdo de hemolisinas, as E. cold urindrias podem aderir-se as células
uroepiteliais e determinar a hemaglutinagdo MR de eritrocitos humanos. Na Tabela 2,
observa-se que 85 amostras apresentaram MRHA, das quais 62 (73%) se caracterizaram
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por produzir hemolise. A andlise desses dados revelou Tabela 2 - Relacdo
associacado significativa entre as caracteristicas entre producdo  de
estudadas: presenca de hemolisina e de adesina MR, Estes hemSlise e tipos de
achados corrokoram a afirmativa de Evans e col. (8) ao hemaglutinacdo em 248

relatarem intima correlacao entre amostras MRHA e a amostras de E. COLAL.
producdo de hemolisinas: 89% das amostras MRHA produziram

hemblise. Nesse sentido, O'Hanley & col. (21), também . Tipos de HA

. . . . . ~ Hemblise MRHA MSHA
mostraram que estirpes de E. coll pielonefritogenicas +) t+)
agrupam-se em poucos sorotipes O, elaboram alfa Tw 62 (73] 126 654
hemplisina, exibem MRHA e possuem normalmente adesiva () 23 27} 106 (46)
gal-gal. Na Tabela 1 constatamos que os sorogrupos 018ac Total 85 (100) 232 (100)

e 04 expressaram elevada proporgao de hemaglutininas MR,
respectivamente, 81,4% e 63%, caracterizando-se também .
como estirpes hemoliticas em sua maioria (88,4% e 74,1%). As amostras de Sorogrupos
06, embora com menor proporgado de adesina MR (20,7%) foram principalmente
hemoliticas (80,5%). A prevaléncia desses SOrogrupos em nosso meio, como agentes de
infecgao pode estar diretamente relacionada a producdo desses fatores de viruléncia
(hemolisinas, adesinas MR e MS). De fato, Van Den Bosch & col. (23). estudando
experimentalmente a viruléncia de E. cofd urinarias em camundongos, demonstraram
que esta propriedade variava de acordo com os sorogrupos; todas as amostras dos
sorogrupos 02, 06 e 018 foram virulentas e a grande maioria das cepas dos
sorogripos 06 e 018ac apresentou hemolisina e MRHA. Esta Ultima caracteristica foi
tanbém encontrada em outros sorogruoos. Observando-se a Tabela 1 verificamos gque
outros SOrogrupos apresentaram menor proporcado de adesina MR e variacdo na
hemblise. :

Por outro lado, das 232 amostras que exibiram MSHA (Tabela 2), 126 (54%) foram
hemoliticas, nao havendo associacdo significativa entre essas caracteristicas.

Das 248 amostras analisadas, 85 aoresentaram MRHA (+), entre as quais 78 (92%)
possuiam as duas adesinas (MR e MS); das 163 amostras MRHA (=), 154 (94.5%)
exibiram apenas um tipo de adesina (MSHA). Dos SOrogrupos que expressaram ambos oS

Andlise 2= 20,18* %= 1,69

tipos de adesinas Figura 1 - Distribuigdo percentual das amostras dos
(Takela 1), destacam-se: sorogrupos 018ac+04 frente aos demais (outros) de

018ac -~ 30 amostras acordo com a hemdlise e os tipos de hemaglutinacdo.
(69,8%), 04 - 17 (633}, - .

06 — 17 (20,7%), 075 = 5

(19,2%8) e 07 - 4

(16,6%), ) sendo
significativa a 160 94,5
distribuicdo dessas i 4
adesinas entre os 82,9
diversos sorogrupos. O 8o -
encontro dos dois tipos
de aglutininas, ao que
tudo indica, prevalece
como fator importante de
viruléncia, uma vez que,
Gander e col. %),
descokriram que amostras
de E. cofl contendo
anbas adesinas 20- 18,5 17,4
predominaram nos
diferentes guadros
clinicos. Além disso,
Hagberg & ool. {13) HEMOLISE . M.8. M.R. MS+MS  FATORES DE.
demonstraramn que VIRULENCIA
amostras de E. cofi que ANALISE= X2< 34,39" x2:0,72 X2:69,31 x2=5752'

exibiam somente MRHA ou

em oomblnacao com MSHA aderiram em grande nimero as células epiteliais do trato
urinario humano, enquanto que as amostras MSHA ligavam-se em baixo nimetro e as nao
hemaglutinantes, ndo se ligavam as cflulas epiteliais do trato urinario.-

[J-os+oisac B ouTros

£
2

41,6
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A Figura 1 ilustra as diferencas fundamentais quanto 3 produgdo de hemdlise e a
distribuicdo dos tipos de hemaglutinacdo nos SOrogrupos 018ac + 04 frente azos
demais. A analise da figura, coloca em evidéncia que OS SOrogrupos 018ac + 04
apresentam correlagdo significativa ocom a producdo de hemolise, a presenga de
adesinas MR e MR + MS, Esses fatores, segundo Cavaliere (2), podem se encontrar
geneticamente ligados, sugerindo que tais determinantes de viruléncia conferem uma
vantagem seletiva para o crescimento e sobrevivéncia na superficie da mucosa
urogenital.

0s resultados obtidos permitem concluir que a patogenicidade de amostras
produtoras de infecgdo urinaria devem-se a varios fatores de viruléncia, como a
aderéncia & células uroepiteliais e a produgdo de hemolisinas, que neste estuwdo se
encontram associados sobretudo acs sorogrupos 018ac e 04.
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Summary
Bacterniostatic activity of 2',4!-dihydroxy-3'-methoxychalcone

Going on with the performing of microbiological assays with
natural substances of unknown properties, the effect exerted by
2',4'-dihydroxy-3'-methoxychalcone  (isolated from Zuceagnia
punctata  Cav., San Luis, Argentine), on the growth of
Staphylococcus aureus and  Escherichia  cofi  strains, was
investigated and quantified. .Using a kinetic turbidimetric
method, the MIC (58,6 ug/ml) was determined, and the
bacteriostatic activity of the compound was interpreted through
an inhibition mechanism that implies the complexation of
essential metals for the microorganism metabolism,

Resumen

Continuando 1la realizacion de ensayos microbiologicos  con
sustancias naturales de propiedades desconocidas, se investigs y
cuantifico el efecto ejercido por
2',4'-dihidroxi-3'-metoxichalcona (aislada de 1la Zuccagnia
Punctata Cav., San Luis, Argentina), sobre el crecimiento de
cepas de Staphyfococcus aureus y Escherichia cofl. Utilizando um
método cinétido turbidimétrico se determind la CMI (58,6 ug/ml) y
se interpreté la actividad bacteriostatica del compuesto mediante
un mecanismo de inhibicion que implica la complejacion de metales
indispensables para el metabolismo del microorganismo.

Introduccion

Numerosas flavanonas han sido aisladas de productos naturales obtenidos de 1la
flora regional (5, 8), encontrandose libres como tales o como sus glicosidos. A
veces, aparecen junto a 2'-hidroxichalconas con las que estdn estrechamente
relacionadas estructuralmente y oomo consecuencia de la facilidad con que se
interconvierten (2). A partir de la Zuccagnia punctata Cav., planta difundida en la
region de Cuyo y particularmente en la provincia de San Luis (Argentina), se
aislaron dos pares de chalconas-flavancnas isdmeras (12). Continuendo con
experiencias anteriores que implican la realizacidn de ensayos microbioldgicos con
sustancias naturales cuyas propiedades son desconocidas y la cuantificacidn de la

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(2):129-134, Abr./Jun. 1988.
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posible actividad antimicrobiana de las mismas (9, 11), en este trabajo se
investigd el efecto ejercidc por wo de esos compuestos naturales,
2',4'-dihidroxi-3'-metoxichalcona, sobre el crecimiento de cepas de Staphylocoeccus
awreus y Escherichia coli. Ademds, utilizando un método cindtico turbidimétrico, se
determind la concentracién minima inhibidora para Staphylococcus auwreus ATCC 25 923
Yy se interpretd la potente actividad bacteriostatica de la droga mediante un
mecanismo de inhibicion de tres etapas,

Material y Métodos
Medios de cultivo - agar nutritivo, caldo hutritivo (Oxoid) .

Cepas - S, aureus ATCC 25923; E, cold ATCC 25922,

Ia estructura y numeracion de la sustancia usada se da en 1la Figura 1. 1Ia
2',4'-dihidroxi~3'-metoxichalcona fue obtenida a partir de productos naturales que
Se encuentran presentes en plantas difundidas en 1a regibn de Cuyo v
particularmente en la provincia dJde San Iuis (Argentina) (12). También puede ser
conseguida por condensacion en medio alcalino de benzaldehido y la acetofenona
sustituida adecuada (4). Ia purificacién se 1levd a cabo por repetidas
cristalizaciones desde metanol-agua y por Ccromatografia en columa de Sephadex IH
20, usando metanol como eluyente; se recuperd la sustancia por evaporacién a
presion reducida. E1 control de pureza se efectud por un lado, por cromatografia de
capa fina en placas de poliamida 11 F 254 utilizando metanol-acético-agua (18:1:1)
como solvente y por otro, por espectroscopia WV en metanol y etanol.

Prepanacion def indbeulo - a un erlemmeyer de 250 ml conteniendo 30 ml de caldo
nutritivo ajustado a pH 7 con buffer PO4HOK: POgHNap, se le transfirid el desarrollo
de un tubo de agar inclinado de S. awteus de 24h. Se incubd a 339C con agitacion
mecanica permanente durante 17h; el desarrollo alcanzado fue de 1,51x108
bact/ml determinado usando el método de enumaracién viable. )

De forma semejante se prepard el indculo de E. cofi. En este caso el desarrolo
microbiano que se alcanzd corresponde a una transmitancia aproximada de 0,11
(4,4x10% bact/m1).

Teenica tunbidimetrica empleada - la transmitancia del medio a 720 mm fue utilizada
para efectuar las mediciones cinéticas. Ia concentracién celular a diferentesg
tiempos se obtuvo por medio de la relacidn

InN=27,4-10,3xT (1)

propuesta para S. auteus por Pappano vy otros {11) Y gue vincula el nimero de
bacterias viables/ml {(N) oon las lecturas de transmitancia (T). Ia ecuacién (1)
tiene validez para valores de transmitancia maiores que 0,25,

Ensayos cualitativos - cuatro tubos oon caldo nutritivo, conteniendo
respectivamente 0, 20, 40 y 60 ug de larreina/ml, fueron inoculados con 0,2ml del
indculo de S. awreus. Despuds de 24h de incubacidn a 379C se observo el desarrollo
microbiano.

Se efectwd una experiencia similar con larreina vy E. cold,

solucion tampdn de fosfato, se le adicionaron 114 ul de una solucién 0,0163 M de
2',4'-dihidroxi-3'-metoxichalcona en etanol. Se sembrd el medio con 2 ml del indculo
de 8. awreus (1,51x108 bacterias viables/ml), se distribuyd en 10 tubos provistos
de aletas interiores y. se incubs a 35,59C oon agitacién rotatoria permanente (160
rpm) . Después de 1h de incubacidn y cada 20 min aproximadamente se extrajo un tubo
y se midio el desarrolo microbiano por turbidimetria a 720 rm.

Se realizaron experiencias cinéticas similares a la descrita pero con
concentracicnes de droga en el caldo nutritivo de 15,2; 25,5; 35,7; 45,4, 55,0;
58,6; 65,1 y 75,1 ug/ml. También se efectud wn ensayo analogo en ausencia de



larreina (testigo o control).

Resultados y discusion

Ios microorganimos son instrumentos muy convenientes
posibles propiedades  bioldgicas de

compuestos  originales.
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para el exdmen de las

Ins datos de

concentracion de 2',4'-dihidroxi-3'-metoxichalcona y de turbidez de los ensayos

cualitativos realizados se informan en la Tabla 1.

Ips resultados obtenidos

muestran una notable disminucién del desarrolo de las bacterias con el agregado de

concentraciones crecientes del

Ia cuantificacién de la actividad antimicrobiana de
larreina frente a S. awieus se hizo necesaria para comparar
su actividad en relacidn a la de un conjunto de chalconas vy
flavanonas bacteriostiticas ya investigadas (9). Un medio
frecuentemente utilizado para medir la inhibicion del
crecimiento de un microorganismo provocada por wa cierta
droga consiste en determinar su concentracion minima
irhibidora (CMI) empleando la técnica por dilucion en tubo
(7). Otras veces se cuantifica la accidon antimicrobiana de un
agente utilizando el método por difusion en agar (3, 13}). En
el presente trabajo, usando un método cinético turbidimétrico
antes descrito 11, se determind la QI de
2',4"'dihidroxi-3'-metoxichalcona frente a S. awreus ATCC
25923 a partir de datos de velocidades especifica de
crecimiento (UT) v de inhibicion (k3{Xo]) de la bacteria vy
del valor de la constante de estabilidad (K) del quelato
metalico - (ver ecuacion 4). Las cantidades de droga
adicionadas a los caldos nutritivos inoculados con S. awteus
(ensayos cuantitativos), se detallan en la Tabla 2 Jjunto a
las respectivas velocidades especificas de crecimiento. la
fase exponencial de las curvas de crecimiento bacteriano que
se grafican en la Figura 2 muestra efecto bacteriostatico
maximo del compuesto natural bajo estudic que en
concentraciones de 21,7x10‘5 mol/l inhibe totalmente el
desarrollo de S. aureus.

Las chalconas que como larreina, poseen un oxhidrilo en la
posicion 2', forman complejos muy estables ocon iones
metalicos bivalentes (6, 14) vy trivalentes (1). Esta
‘propiedad permite explicar muy satisfactoriamente los
resultados obtenidos para larreina mediante el mecanismo de
inhicién bacteriostitica recientemente propuesto (9)

S+ X—f—jii———a 28 + X

k
C+ X s X

k;

ks

CX+S 3G +X

y donde S, X y C representan respectivamente al
microorganismo, un elemento indispensable para el metabolismo
de la bacteria y el compuesto bacteriostatico. Este
mecanismo de  inhibicidn interpreta la actividad
bacteriostatica de 1la droga en funcidn de la
camnplejacion de metales indispensables para el metabolismo
del microorganismo, considerando también que esos quelatos

metalicos (CX) constituyen una forma activa de la droga
capaz de atravesar la membrana celular vy alterar sus
funciones. Ia dependencia de la velocidad especifica de
crecimiento (u) con la concentracion de

compuesto  natural investigado,
pronunciada la inhibicién del crecimiento sobre S. awreus gue sobre E.

siendo mas
coli,

Tabla 1~ Resultados
de las pruebas
cualitativas .
temperatura 379C ,
periodo de
incubacion 24h, pH
7.

Simbolos: F =
concentracion de
larreina en caldo
nutritivo en ug/ml.

F Transmitancia
S. awreus E. cold

0 0,19 0,28

20 0,47 0,43

40 0,70 0,53

60 0,96 0,65
Tabela 2 -
Dependencia de 1la
velocidad
especifica de
crescimento de S.
aurneus con la

concentracion de
larreina (ensayos
cuantitativos).

Temperatura 35,59C
Simbolos: F =
concentracion de
larreina en pg/ml;

C = concentracion’
de larreina en
m01.1_1; B o=
velocidad
especifica de

crecimiento en s—!

F o C.105 .10t

0 0 9,10

5,02 1,85 7,90
15,2 . 5.62 5,80
25,5 9,44 3,90
35,7 13,2 2,75
45,4 16,8 1,38
55,0 20,4 0,35
58,6 21,7 O
65,1 24,1 O
751 27,8 0
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Figura 1 - 2',4'-dihidroxi-3'~ Figura 2 - Efecto  cuantitativo de

metoxichalcona (larreina).

2'.4'-dihidroxi~3'-metoxichalcona sobre el
crecimiento de S. auwteus a 35,59C.
Concentraciones. 102 en mol.1-'= (a) 0,00;
(b) 1,85; (c) 5,623 (d) 9,44; (e) 13,2 ;
(£) 16,8; (g) 20,4; (h) 21,7 (i) 24,1; (3)
27,8.

inN

251
24 f
23t
221
21}
20t
19+

100" 300 300 tgmin)

Figura 3 - Constante de estabilidad del
complexo CX (K) y velocidad especifica de
inhibicion (R3.[Xg]) a 35,59C para 2',4'-
dihidroxi-3'-metoxichalcona -~ S. aureus.

o (Mp-p)/10)

kg [XJ=t44 1078
3

K=291.10
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2',4'-dihidroxi-3"'-metoxichalcona esta dada por la expresidn
U7 - k3. K[Xol. [C]
1 + K. [C]
cque se deduce del mecanismo anterior y en la cual, [Cl: concentracion de droga en
mol,1™ ;uT:  velocidad especifica de crecimiento para [C]=0 (testigo o control), en
s~'; [Xo]: concentracion total del elemento x{eté.lico en mol.1-1; K3: constante o©
velocidad de inhibicidn especifica en 1.ml” .5~ y K: constante de estabilidad del
complejos CX. Si se reordena convenientemente la ecuacidn (2), se obtiene la
relacion »
By = M
{c]

Si se representa graficamente (uT -~ u}/[Cl vs u, mediendo la pendiente de la
recta resultante se obtiene ‘el valor de la constante de estabilidad del quelato
metalico y de la ordenada al origen se calcula en valor de K3.[X]. Ios. resultados
obtenidos para larreina se muestran en la Figura 3. Por otra parte la concentracidn

u =

= k3.K. [Xo] + Kon

minima inhibidora de la droga se calcula con la expresidn
4,
T
at = k3. [Xo].K

que se deduce de las ecuaciones 2) o é3) considerando en ellas u=0. Asi se
consigue que QM (larreina) = 21,7.107 mol.1~1. Si este resultado se compara con
1a actividad bacteriocstatica de 2' ,4'-dihidroxichalcona (QMT frente a S. awteus a
35,5¢C = 11 ,2x10"5 mol.1=1  (10)), cuya estructura quimica es muy semejante a la
2',4'-dihidroxi~3'-metoxichalcona, se concluye que la presencia del grupo oximetilo

en la posicién 3' de larreina desfavorece la potencia bacteriostatica de la droga.
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Resumo

Foram analisadas 83 bactérias isoladas de 151 criancas portadoras
de gastroenterite e de 82 adultos assintomaticos e sintomaticos,
que prestavam assisténcia aos referidos menores. Eschenichia coli
enteropatogénica fol o agente prevalente, com 32 isolamentos, re-
presentado por 10 sorogrupos, Escherichia coll enterotoxica apre-
teptou maior sensibilidade aos 11 antimicrobiancs testados, ao
contrario de Shigella e Salmonefla que revelaram as mais elevadas
taxas de resistencia. Dentre as drogas utilizadas, as menos efi-
cazes foram a Sulfatometoxazol - Trimetoprim (SFT), Tetraciclina
(Tc) e a Carbenicilina (Cr). Dos 55 perfis de resisteéncia encon-
trades, 14 foram os mais freqientes compartilhados pox 567 das
amostras.

Sumary

Cineuation §low enteropatogenic bacteria — in Anstitutional
children: 11 - Bacteriofogic study

Eighty-three strains isolated from 151 children with diarrhea and
82 adults employees of the same institution were studied. The
higher frequencies of bacterial isolates were found to classical
enteropathogenic  Escherichia coll of 10 serogroups.
Enterotoxigenic Escherichia col{ was the most suscetible agent to
“the 11 antimicrobial drugs utilized while the highest rates of
resistance were obtained for Shigeffa and Salmonefla.  All
pathogens isolated tended to be more resistant to
Trimethoprin-Sulphamethoxazole (SFT), Tetracycline (Te)  and
Carbenicilin (Cr). A variety of 55 different resistance patterns
were identified with 14 predominating in 56% of the samples.

Introducao

A familia Enterobacteriaceae engloba agentes patogénicos responsaveis —por
processos entéricos no hamem e outros, caracterizados como oportunistas, cuja acdo
se manifesta apenas em situacées ocasionais. Mo primeiro grupo estdo incluidas as
bactérias dos géneros Shigefla e Safmonella, reconhecidas classicamente pela
capacidade agressora em todos oS seus membros (5,12) e a Escherichia coll
enteropatogénica-EPEC  cuja  significacao etiopatogénica en alguns SOrogrupos
permanece ainda questionavel (4,11,16). A importancia destes 0Oltimos, carece de
maiores investigacgoes, uma vez que frequentemente sao incriminados como causadores

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(2):135-140, abr./Jun. 1988,
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de diarréia esporadica em paises em desenvolvimento (4,13,26).

Nestas duas (ltimas décadas, com a identificacio de novos patdgenos infecciosos,
& possivel se estabelecer a etiologia de 60 a 70% dos processos entéricos humanos.
Paralelamente, emergiu um amplo debate relacionado ao mecanismo de patogenicidade e
fatores correlatos.

Em estudo prévio (Manuscrito em preparacdo I), descrevemos a circulacdo de
miltiplos enteropatégenos bacterianos em instituicdo para atendimento de menores,
na cidade do Rio de Janeiro, RJ, caracterizando o papel desempenhado pelas criangas
diarréicas e funcionarios assintomaticos na veiculacao destas bactérias. A presente
investigacdo é uma complementacio da primeira, propondo-se estudar as
enterobactérias isoladas, identificando os possiveis fatores de viruléncia e marcos
de resisténcia a diferentes antimicrobianos.

Material e Métodos

Amosirnagem - Foi analisado um total de 83 amostras bacterianas das quais 59 obtidas
de coproculturas realizadas em 151 criancas com distiwbios entéricos (grupos A e B)
e 24 oriundas de 82 funcionarios (grupo C), que prestavam assisténcia aos referidos
infantes. Neste 0ltimo grupo estavam incluidas 16 amostras ~de individuos
assintomaticos e de 8 diarrdicos. O grupo "A" era integrado por menores recém
admitidos e o grupo "B" por aqueles que ja estavam internados aoc se iniciar o
estudo.

Ensalos Bacteriologicos - O material fecal colhido através de zaragatoa e
conservado em meio de Stuart, era enviado imediatamente ao laboratdrio para
processamento. Neste caso adotou~se O esquema classico de isolamento e
identificacdo de enterobactérias, utilizando-se dois meios de enriquecimento {Caldo
Tetrationato de Kauffmann - Difco e Rappaport modificado por Hofer) e trés meios
seletivos-indicadores (Agar eosina azul de metileno, EMB - Difco; Agar SS - Difco e
Hektoen Enteric Agar-Merck). As coldnias fermentadoras e nao fermentadoras -de
lactose e sacarose, eram submetidas 3 caracterizacio bioquimica, de acordo com as
recomendagoes de Edwards & Ewing (5). Em seqliéncia foram determinados os sorogrupos
e sorotipos de Safmonellfa, Shigefla e E. coli (enteropatogénicas e invasoras)
mediante testes de aglutinacdo ragpida com antissoros polivalentes e seus
respectivos constituintes monoespecificos, somiticos, de envoltdrios e flagelares
(Laboratorio de Enterobactérias I.0.C. e Bio-Manguinhos-FTOCRUZ) . A pesquisa de
Campylobacter foi realizada segundo o esquema proposto por Skirrow, 1977 (23) e
Smibert - 1978 (24). Sumariamente, o especime clinico era inoculado em meio
seletivo de agar sangue adicionado de Polimixina "B" - (2,5 ug/ml), Vancomicina (10
ug/ml) e Trimetoprim (5 ug/ml) ., Incubado em garrafas Gaspack, de modo a obter um
sistema de microaerofilia, por 24 a 48 h a 429C. As colbnias puntiformes e
brilhantes eram submetidas 3 coloragao peloc método de Gram. Posteriormente, as
amostras isoladas eram classificadas como Campylobacter sp. sequndo os critérios de
auséncia de crescimento a 259C, sensibilidade ao acido nalidixico (300 ug/ml) e
presenca de catalase.

Adesividade e Enterotoxigenicidade - Nas cepas de Escherdichia cofi analisou-se
ainda a capacidade de adesio e toxigenicidade. Os fatores de colonizacao FC I e FC
IT foram pesquisados por meio de prova de hemaglutinacio em placa de vidro, tipo
Kline, utilizando-se hemAcias humanas e de bovinos, na presenca e auséncia de
D-manose (6,7). A enterotoxina termoldbil-IT foi determinada pela técnica de
imuno-hemblise passiva~PIH, modificada por Castro & col. (2) e a enterotoxina
termoestavel-ST, por inoculacio intra-gastrica em camundongos recém-nascidos de 3 a
5 dias de idade (3).

Invasibilidade - A pesquisa de colibacilos invasores teve como critério primario a
imobilidade e guséncia de descarboxilacdo da 1lisina (27). Independente dos
resultados da analise sorologica, as amostras eram testadas quanto a capacidade de
produzir o quadro de Cceratoconjuntivite em cobaios-Teste de Serény (22).
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Suscetibitidade a Antimicrobianos - Foram realizados pela técnica de difusdo em

agar (1),

antimicrobianos: Bupicilina (Ap) - 10 ug, Carbenicilina {Cr) - 100 ug,
e Cloranfenicol (Co) - 30 ng, Fosfomicina (Fo) - 50 ug, Gentamicina (Gn) - 10
e listina

{Ct)

ug, Canamicina {(Kn) - 30 ug,

Sisomicina

(Ss)

ampregando-se  discos de fabricacdo Cecon representados pelos seguintes

Cefoxitina

1) - 10 g,

Sulfametoxazol-trimetoprim (SFT) - 25 ug e Tetraciclina (Tc) - 30 ug.

Resultados

Os espécimes

enteropatogénicas, (Tabela 1),

fecais analisados propiciaram a deteccao de 83
sequndo a natureza do grupo (infantil ou adulto).

bactérias

Escherichia cofi enteropatogénica foi o agente com maior nimero de isolamentos,
distribuidos em 10 sorogrupos, oriundos de casos diarréicos infantis, enquanto nos
adultos foram caracterizados 6 tipos sorologicos.

No confronto entre estes dois
denota~se que apenas EPEC agpresentou um
certo equilibrio entre as frequéncias, 14,5
e 12,2%; cquanto a ETEC, Safmonella e
Shigelfla houve predominincia nos menores € O
Campylobacter sp. nas coproculturas de
adultos. Salienta-se © encontro de trés
fenotipos enterotoxicos de Escherichia  cold
com uma fregiéncia maior para as amostras
produtoras de LT, nos individuos diarréicos.

A Tabela 2 mostra a distribuicdo de
resisténeia exibida pelas enterobactérias
isoladas frente aos 11 antimicrobianos
utilizados. As maiores taxas de resisténcia
foram expressas para SFT, Tc e Cr.

A Tabela 3 retrata especificamente a
resisténcia de cada agente bacteriano.
Verifica-se que ETEC foi mais sensivel e
Shigefla a mais resistente aos farmacos
testados.

Agrupando-se as cepas por nimero de marcos
de resisténcia (Tabela 4), evidencia-se que
apenas 5,6% foram totalmente sensiveis a uma
ou mais drogas. Dentre as resistentes, 54,9%
apresentaram multirresisténcia.

Finalmente, cumpre assinalar que dos 55
perfis de resisténcia  identificados,
selecionou-se os 14 mais frequentes
compartilhados por bactérias do mesmo género
ou nao (Tabela 5).

grupos

Discussao

0 presente estudo demonstrou gue OS
sorogrupos de EPEC mais prevalentes (055,
0111, 026 e 0119) correspondem

Tabela 1 - Bactérias
enteropatogénicas isoladas de 151
criancas diarreéicas
institucionalizadas e 82
funcionarios adultos. (1982 -
1983).

Simbolos: * adulto com disturbio

entérico,
disturbio

*% 2
entéerico.

adultos com

Enteropatdgenos

Grupos

Infantil Adulto
nNe % N 2

Total %

EPEC:
055
01
026
0119
0125
0126
0128
025
018
091
Sub-total
EIEC:
0143

m+

ST+

LT+/8T+
Sub-total
Shigefta:
S. §Lexneni
S.s0nned
S. boydid
Sub-total
Salmenedla:
S 2yphimuwium
S. Lomita
Sub-total

Campylobacter sp.

*

Ll =W

*
*

N ot ot 2 A 0 W d
ol ==
NS NWN -0~

N

14,5

(SIS e ) 3
Wi N - .
PR SN R

9,9 3,7

S s we
~J
w
S oo
*
-
)
[N

1%

NN
(SR

9 1 1,2
7 8% 9.7 1

Total

29,3 83

aqueles commente relacionados aos

quadros

di_arréicos e de maior ocorréncia em varias partes do Brasil (17, 18, 26) e em
diferentes paises, como India (21), Chile (10), Etidpia (25) e Bangladesh (13).

E provavel que o amplo espectro de sorogrupos, em numero de

10, em um grupo

populacional oriundo de areas periféricas da cidade, reflita a abrangéncia dos
sorogrupos incidentes na populacao do Rio de Janeiro. Esta hipdtese respalda-se no
fato de que a alta rotatividade com que opera a instituicdo aliada a intensidade de

contatos,
microbiana carreada pelos menores.

favorece a manutencdoc e renovacao sistematicamente continua da flora
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Tabela 2 - Distribuigdo numérica e percentual de resisténcia expressd

por entercbacterias isoladas nos grupos
adultos (C). '
Simbolos: ( ) percentagem,

infantis (A e B) e grupo de

Ne de Determinantes de resisténcia
Grupos  Mmostras 2p & ct ¢4 Fo Gn Xn Ss SFT Tc c1
A 34 21 25 1 10 11 4 16 7 25 22 16

(61,8 (73,5) (2,9} (29,4) (32,4)
6 8 5 5 4

(11,4) (29,9 (20,6) (73,5) (64,7) (47,0)
5 5

B 21 1 11 12 1
(28,6} (38,1) (23,8) (23,8 (19,0} @, (23,8 (23,8 (52,3) (37,00 (52,3)

C 16 4 11 7 6 5 1 5 1 12 10 5
25,0) (68,7) (43,7) (37,3) (31,0) (6,2) (31,0 6,2) (75,00 (62,5) (31,0)

20 13 48 44 32

Total 7 3 44 13 21 20
. (43,8) (F2,0} (18,3} (29,6) (28,2)

6
(€,4) (28,2) (18,3) (67,6) (62,0) (45,0)

Tabela 3 ~ Percentagem de resist®ncia a antimicrobianos Tabela & — Percentual

nas enterobactérias isoladas.
Simbolos: EIEC - com 1 dnico isolamento,

de sensibilidade e

foi sensivel resisténcia mdltipla

apenas a CL, nas enterobactérias

isoladas dos
Ne de Antiricrobianos .

Agente Bostras B @ & ® P G ¥ Ss s;r e 1 - diferentes grupos.

EPEC 32 37,5 62,5 28,1 31,2 250 0 31,2 15,6 71,9 78,1 40,6 Marcos de resisténcia

ETEC 18 11,1 50,0 0 0 27,8 0 .0 11,1 38,9 11,1 77.8 Grupos N 0 1-34-9

Shigefta 12 83,3 83,3 16,7 58,3 33,3 16,7 41,7 16,7 91.7 83.3 16.0

Salmonella 8 75,0 50,0 12,5 37,5 25,0 37.5 50,0 37.5 75.0 75.0 5

a 34 5,8 26,5 67,6

Ainda que o significado real das cepas de
EPEC em casos esporadicos de diarréia seja
controvertido (4, 11, 16), ndc se pode
deixar de valorizar o encontrc de trés
funcicnarios com manifestacdo entérica,
eliminando um Unico agente representado por
Escherichia coli 026 e 025. Estes achados
sugerem que estas bactérias foram as
causadoras das sindromes diarréicas e nos
permite questionar o papel que estes
individuos podem representar em centros
institucionais similares, constituindo
também um fator de risco para a comunidade,
tendo em vista as condicdes sdcio-culturais
desta categoria de pessoal. Tanto os doentes
como os portadores sadios cursaram, quando
muito, o primeiro segmento do primeiro grau
e tiveram algum treinamento pratico.

Una outra questao que requer uma analise
mais minuciosa refere-se ao fenotipo
toxigénico de Escherichia coli produtor de
LT, cuja patogenicidade & controvertida. Por
sinal nesta pesquisa foi o fenotipo mais
freqiente (9/18), entretanto nas oito
awostras isoladas de infantes diarréicos,
nenhum apresentava fator de colonizagao -
(FC), indicado pela técnica de
hemaglutinacdo em 13mina. Alguns autores
como Trabulsi (27) e Reis & col., {19)

B 21 9,5 52,3 38,1
c 16 - 50,0 50,0

Tabela 5 - Distribuicdo dos perfis
de resisténcia mais frequentes nas
enterobactérias isoladas, nos
diferentes grupos populacionais.

Modelos Agentes Grupos
Isolados

Sensivel ETEC - IT% A

ETEC - ST+ A

EPEC ~ 0119 B

Salmonella B
Tc EPEC ~ 055 A

EPEC - 0119 B

EPEC - 026 B
1 ETEC - ST A B

ETEC — ST+LT+ B
Cr-SFT EPEC - 025 026 aa

ETEC - LT* c
SFT-TC EPEC ~ 0125 A B
Cl-Fo ETEC - IT+ A

ETEC - ST+ B
Ap-SFT-TC Salmonella Y-

EPEC - 025 C

EPEC - 055 c
Cr-Cl-Tc ETEC - LT+ BB

ETEC - LI¥3T* B
Ap-Cr-SFT-Tc Shigella A

EPEC - 055 BB
Ap-Cr-SFP-C1 . ETEC - 1Tt A
Ap-Cr-SFE-Tc-Cl Shigetea A

EPEC - 018 A
Ap-Cr-Te-Cl-Kn EPEC — 0119 AR
Ap—Cr—Qo-SFT-Tc-CL Shigetlia AA
Ap—-Cr~-Qo-SFI-Tc~-C1-Gn Shigetla A

EPEC - 091 -
Ap-Cr-Co-SFT-Tc-Cl-Ss—-Fo-Gn  Salmonella A

EPEC - 0111 a

advogam que fenotipos de IT* apenas, seriam destituidos de fatores de colonizacdo e

incidiriam indistintamente em saudaveis e
trabalhos que taxativamente associam este

doentes. Por outrc lado, existem
fenotipo a doenca diarréica, tanto em

adultos como em criangas (9, 29). Também n3o se detectou fatores de colonizacido nas
amostras produtoras de LT*ST*, somente uma ST* possuia o FC II. Nio se pode afirmar
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se esta adesina foi perdida ou se tal ausencia estaria relacionada a0 SOrogrupo,
pois as cepas ficaram algun tempo estocadas e ndo pudemos efetuar a andlise
sorologica.

Devido & dificuldade de manutencdo ro laboratdrico das amostras isoladas de
Campylobacter sp., OS resultados se limitaram a fase inicial de caracterizacao do
género.

Quanto 3 ocorréncia de membros dos géneros Shigella e Salmonella, & importante
destacar dois aspectos: 1- a auséncia de portadores no grupo de adultos e 2— foram
as cepas que registraram malor resisténcia aps antimicrobianos, principalmente
3queles que constituem drogas eletivas no tratamento de sindrome entérica (Ap, Tc e
SFT). E admissivel supor que tals agentes tenham sido outrora, os mals prevalentes
naquele ecossistema, considerando que as cepas multirresistentes, em geral, sao
aquelas que suportam a acio seletiva de drogas antimicrobianas, particularmente as
de uso mais difundido (28).

Com relacio & ETEC, o patdgenc mais sensivel neste estudo, os resultados foram
similares aos encontrados por Sack & ocol. (20) e Murray (14). Alids, foi sugerido
(15) que plasmidios, carreados por ETEC podem através de  processo de
incompatibilidade, bloquear o estabelecimento de fatores de resisténcia.

Relevante tamoém & o fato de que amostras originarias de criancas do grupo "A"
(recém admitidas) apresentaram multirresisténcia mais elevada do que as do grupo
"g' (Tabela 5). Estas criangas eram encaminhadas ao Centro, gquase sempre com
processos infecciosos diversos, sendo entdo sudmetidas a antibioticoterapia e a
constantes internagdes. Como a colheita era feita, muitas vezes, na intercorréncia
desses episddios, € possivel que as cepas miltirresistentes, tenham tido origem
nosoccmial. "

A selecio dos perfis de resisténcia mais frequentes (Tabela 5) compartilhados por
40 das 71 culturas analisadas, permitiu visualizar meltor a multirresisténcia das
cepas do grupo "A" e a monorresisténcia do grupo "B". Observa-se ainda certas
particularidades nestes 14-modelos: a resisténcia a Ap surge oito vezes e a Cl em
nove vezes, Chamando-se atencdo para o fato de que Cl, apesar de ter sido
introduzido durante o estudo em substituicdo a SFT, apresentou altos percentuais de
resisténcia como aquele configurado para ETEC (Tabela 3).

. Admite-se que a origem da resisténcia miltipla, observada nas amostras tenha sido
mediada por plasmidios e que os diferentes marcadores poderiam ter ocorrido
simultaneamente. Assim, um Unico antimicrobiano exerceria pressao seletiva,
Jeterminando a emergencia e colonizagdo de cepas multirresistentes (8, 17, 28).

0 controle de enteroinfecgOes bacterianas em instituicbes como a considerada
neste estudo, encontra-se comprometido pelo discreto conhecimento sobre o papel e a
distribuicio de patbgenos, como EPEC e ETEC, em nosso meio. Assim, a freqléncia de
isolamento obtida para estas duas bactérias e a reconhecida capacidade de aguisicac
de plasmidios R permite-nos enfatizar a necessidade de wma reavaliacdo continua
sohre os agentes bacterianos que circulam em sistemas assistenciais gque congregam
suscetiveis.
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Summary

The gradient plate technique (Szybalski's method) was wused to
obtain 500 mutants of E. cofl, Kfebsiella pneumoniae, Profeus
indol-positive and P. indol-negative, Pseudomonas aeruginosd, and
Staphylococcus awreus and S. epidertmidis. Amikacin and sisomicin
were used as selective agents. Resistant mutants had factors of
fold—increase that varied from &4 to 32 times, as compared to the
wild-type strains. There was loss of resistance to sisomicin in
38.4%7 of the clones and to amikacin in 18.0% on storage of the
cells at room temperature. The genetic basis of the acquired
antibiotic resistance was not determined, yet some considerations
about the mechanisms possibly involved are pointed out.

Resumo

Resistoncia a amicacina e sisomicina em bacilos Gram-negativos e
estagilococos

A técnica de gradiente (metodo de Szybalski) foi wutilizada para
obter 500 mutants de E. cofd, Klebsiella pneumoniae, Profeuws
indol-positivo e P. indol-negativo, Pseudomonas agruginosa e
Staphylococeus — awreus e S. epidesunidis. Como seletores de
resisténcia foram usadas amicacina e sisomicina. As mutantes
resistentes apresentaram fatores de aumento de resisténcia que
variaram de 4 a 32 vezes, comparadas cOm O0S tipos selvagens.
Houve perda de resisténcia adquirida para sisomicina em 38,4% dos
clones, e para amicacina em 18,07 com estocagem das células em
temperatura ambiente. A base genética da resisténcia adquirida
nio foi determinada; contudo sao tecidas algumas consideracées
sobre mecanismos possivelmente envolvidos.

Introduction

Since the discovery of the sulfonamides, it has been demonstrated that bacteria
show the singular capacity to acquire defense mechanisms to antimicrobial drugs (6,
15, 16). The emergence of novel bacterial strains which develop resistance to the
aminoglycoside antibiotics poses a serious problem into the clinic. Opportunist
pathogens such as Pseudomonas, Proteus, Keebsiella, E. coll etc are particulary
important in hospital infections. In all instances, the acquisition of resistance
results from antibiotic pressures to which the bacterium is exposed. Such
resistance arise as a result of plasmid transfer, which confers resistance to the
receptor cells, or as a result of mutations in chromosomal genes encoding the
target site or affecting access to that site. The mechanism of action of the
aminoglycosides is the inhibition of protein synthesis: the primary target of

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(2):141-145, Abr./Jun. 1988.



142

Streptomycin, the most investigated of the group, is the 30S subunit of the
bacterial ribosome, thus hindering its binding to messenger RNA., The mechanism of
resistance to aminoglycosides has been extensively studied. This resistance may be
determined by several biochemical mecanisms, which include: alteration of the
antibacterial target site to make the drug effect less severe; interference with
antibiotic transport into the cell by reduced uptake; and antibioctic inactivation
by bacterial enzymes (3,4). The resistance can either be expressed constituvely or
be inducible. It is characteristic of induced resistant bacteria their inability to-
ooncentrate antibiotic. Such mutations involve lesions in carrier proteins, porins
or membrane products, which affect antibiotic accumulation inside the cell (2, 7,
12,14, 19).

The main purpose of this study was to verify the effect of amikacin and siscmicin
as selectors of resistance to the aminoglycoside antibiotics in Gram-negative
bacilli and staphylococci, notoriously hospital infection agents.

Material and methods

Bacterial sirnains - The strains used in this study were isolated from clinical
specimens (urinary tract infections, burned patients, wounds, septicemia etc) from
1975 to 1979 from differvent hospitals. It was somehow difficult to select, among
more than 2000 isolates, bacterial strains susceptible concomitantly to siscmicin
and amikacin, since in general strains with low MICS for sisomicin have high MICs
for amikacin, and vice-versa (wpublished data). Ten strains of each Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Protews indol-positive and P. indol-negative,
E. cold, ard Staphylococcus avreus ard S, epidenmidis were used.

Antimicrobial agents - The drugs were kindly supplied by Bayer AG (sisomicin} and
Bristol Iaboratories (amikacin).

Gradient plate method - A Petri dish with two layers of agar was employed. The
lower layer consisted of 15ml of Mueller-Hinton agar, slanted just sufficiently to
cover the bottom, Another 15ml of Mueller-Hinton agar, containing known amounts of
the desired antibiotic, was added over the solidified agar. The concentration of
antibiotic in the upper layer was 3 to 12 times higher than the MIC of each wild
organism. An overnight broth culture was spread over the agar surface. From those
colonies developed in the highest antibiotic concentration region, five colonies
from each microorganism plated on sisomicin and amikacin were transferred to BHI
agar without drugs, randomly oollected, and maintained at room temperature (18).

Susceptibility tests - The minimum inhibitory concentrations (MIC) of sisomicin and
amikacin for the wild types and their mutants were carried out using the Steers'
replicator, according to method described elsewhere 17).

Results

Using sisomicin and amikacin as selective agents, 500 resistant strains of E. .
coll, Keebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp and Staphylococeus
Sp were isolated. The minimum inhibitory concentrations of their wild types are
listed in Table 1. All strains were susceptible to both sisomicin and amikacin
concomitantly, MICs varying from 0.125mcg/ml to 8meg/ml. '

Table 2 shows the factors of increasing resistance (fold increase) as compared to
the respective wild types. A greater number of resistant strains with higher levels
of resistance to amikacin was observed. Out of the 50 bacterial strains selected by
each drug for each genus, 100% of the strains of E. coll and Proteus where
resistant +to amikacin. Considering all the 250 clones selected by each drug, 61.6%
became resistant to sisomicin and 82% became resistant to amikacin.

Fig. 1 shows the susceptibility of the wild types and their nutants to sisomicin
and amikacin. Strains isolated from plates containing sisomicin were considered



homologous mutants for sisomicin
and heterologous mutants  for
amikacin; and strains isolated from
plates containing amikacin were
considered homologous mutants for
amikacin and heterologous mutants
for sisomicin. The parameter for a
strain to be considered as
resistant was a MIC value of 3
4mcg/ml  for sisomicin  and 3
32mcg/ml  for amikacin, since the
clinically achievable serum
concentration for both drugs are
respectively >  4-6mcg/ml and
3 26meg/ml, with the recommended
unit dose (5). Clones selected
by amikacin were susceptible to
sisomicin in 100% of
Staphylococcus, 92% of Klebsiella,
982 of E. coli, 28% of Proteus and
42% of Pseudomonas; and the same
clones were susceptible to amikacin
in 86% of Staphylococcus, 84% of
Klebsiella, 44% of E. coli, 18% of
Proteus and 60% of Pseudomonas,
Clones selected by sisomicin were
susceptible to sisomicin in 90% of
Staphylococcus, 84% of Klebsiella,
78% of E. coll, 32% of Proteus and
38% of Pseudomonas; and the same
bacteria were susceptible to
amikacin in 70% of Staphylococcus,
84% of Klebsiella, 46% of E. cold,
163 of Profeus and 80% of
Ps eudomonas . It appears that
Proteus and Pseudomonas are more
likely to become resistant to
sisomicin, while E. coll ard
Proteus are more likely to acquire
resistance to amikacin.

Discussion

In many clinical bacterial
isolates the gene which confers
resistance to some antibiotics is
not expressed until the cell is in
the presence of subinhibitory
concentrations of the drug. The
bacteriim "recognizes" = inducing
concentrations of the drugs and
processes the information in a way

to make the daughter cell
population phenotypically
resistant. GCreater concentrations

of antibiotic block induction due
to inhibition of protein synthesis.
The gradient-plate method here
employed offers such conditions "in
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Table 1 - Minimum inhibitory concentrations
of sisomicin and amikacin for 50 wild-type
strains.

Isolates Antibiotics MIC - mcg/ml
(number) 0.125 0.25 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0
Keebsiella Siscmicin - 3 6 1 - - -
(10) mmikacin - - - 3 5 2 -
Staphylococcus  Sisomicin 1 8 1 - - - -
10 amikacin - - 3 04 1 2 -
Pseudomonas Sisamicin - 1 1 3 5 - -
(10 mnikacin - - - 1 3 4 2
E. coll Sisamicin - 3 7 - - - -
10) amikacin - - - 2 8 - -
Proteus Siscmicin - 3 3 1 - - -
(10) mmikacin - - - 4 4 2 -
Total Sisomicin 121 18 5 5 - -
(50 amikacin - = 3 14 21 10 2
Table 2 — Increasing resistance of the
minimum inhibitory concentrations of all
mutants as regard to the selective agent.
Symbols: S = number of strains which
exhibited the signalized fold increase for

each drug.

Microorganism Selective Factor of resistance (fold increase)
(nurber) agent 4x 8x 16x  »32x Total no./%
Keebsiella Siscmicin S 18 5 2 - 25 / 50%
{50} Amikacin 15 9 3 - 27 / 54%
Staphylococeus — Siscmicin 11 10 5 - 26 / 52%
(50) Amikacin 13 16 6 9 44 / 88%
Pseudomonas Sisomicin 18 3 - - 21 / 42
{50) Anikacin 21 4 - 34 / 68
E. coll Sisomicin 26 12 2 1 41 / 82%
(50) Amikacin 11 4 29 6 50 /100%
Proteus Siscmicin - 8 19 14 41/ 82%
(50) Anikacin 2 6 12 30 50 /100%
Total Sisomicin 73 38 28 15 154 / 61.6%
{250) Anikacin 62 44 54 45 205/ 8%

Figure 1 — Susceptibility of the wild
types and their -respective mutants to
sisomicin and amikacin.

10Q

Cumulative % of innlbition
8

80 2 28
Winimat inhibitory concaniration {mcg/mi}

» WIC of sisomicin for 50 ‘wlld types
—e—-—— = MIC of amikacin for 5C wild types.
........ MIC of slsomicin for, 250 homologous mutants

» MIC of tor 230 heterolog mufonts
—eime = » MIC of amlkocin for 250 homologous mutants
........ MiC of amikacin for 250 hetarologous muton’s.
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vitro". A great number of resistant bacteria was selected by amikacin and sisomicin
after a single exposure to the drugs. There was an expressive difference among  the
MIC values of both drugs for the selected strains. Among the clones selected at the
highest antibiotic concentration there were small colonies and colonies of the
mormal size. Saunders (16) reports gentamicin-resistant, small colony variants of
S. auwreus that grew more slowly, and hence showed reduced invasiveness than
wild-type strains., However, a number of bacterial strains with chromosomal
mutations has been described with increased resistance without reduction in their
capacity to survive, as in clinical isolates of gonococci (13),

There was loss of resistance to sisomicin in 38.4% of the strains and to amikacin
in 18.0% on storage of the cells at room temperature. ZLacey (9) found that S,
aureus resistance to erythromicin was unstable "in vitro" due to the loss of
chromosomal genes coding for resistance. Ioss of resistance was found in 27.6% of
the cells. This could be explained as excision of the transposon from the
chromosome. Such unstability has zlso been found in plasmid mediated resistance.

There are a number of reports which describe the mechanisms of aminoglycoside
resistance in clinical isolates. Hull et al (8) isolated spontaneous mutants of E,
cold K12 that were impermeable to amikacin. Morse et al (13) described chromosomal
mutants of gonococcal strains with reduced permeability in the outer membranes,
which exhibited decreased antibiotic accumilation, Bryan et al (1) had strains of
P. aeruginosa resistant to all aminoglycosides, that did not produce any
gentamycin-inactivating enzymes; no drug accumnulation was detected inside the
cells. Iundback & Nordstrom (10) described mutations in E. cofi K12 that involved
synergism of two different mechanisms, €.9., antibiotic-inactivating enzymes
together with alterations in envelope components leading to decreased streptomycin
uptake. Weisblum (19) postulate that S. awiews became inducibly resistant to
erythromycin by Né-methylation of adenine in 23S ribosomal RNA. The ribosomes from
these cells had a lower affinity for erythromycin than those from sensitive
strains; and erythromycin remained unchanged after incubation with extracts of
resistant cells, thus excluding inactivating enzymes. In the case of beta-lactam
antibiotics, Iacey (9) and Medeiros (11) affirm that beta-lactamase is usuwally
inducible; after exposure to a subinhibitory concentration of the drug, the cells
produce 50-80 times more enzyme than the uninduced bacteria. Beta-lactamases can
either be plasmid- or chromosomally determined; the former are constitutive and the
latter are inducible in most Entefobacteriaceae and Pseudomonas strains.

The 50 wild-type strains used in this study were clinical isolates from different
hospital sources isolated during five years. The mechanisms of acquired resistance
must inevitably vary considerably. The chance of occurring similar mutations "in
vitro" during therapy is obviously difficult to assess. But if it happens,
widespread use of the drugs will favour the selection of the resistant mutants,
which can rise in prevalence first locally, and then will spread worldwide.
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Resumo

Antissoros especificos, estaveis, com titulo de até 1/60, para
diagnostico das toxinfecgdes alimentares por CLostnidium perfrin-
gens foram obtidos com emprego da enterotoxina parcialmente puri-
ficada.

Summary

Use of parntialy purified enterotoxin o obtain antiserum gon
diagnosis of CRostridium pergringens good poisoning.

Specific antisera for diagnosis of CLosfiidium perfringens food
poisoning were obtained employing partialy purified enterotoxin.
The sera were stable and reactive until 1/60 dilution.

Nos paises em desenvolvimento a precariedade das condi¢Ses sanitarias, da
fiscalizacao de alimentos e a falta de prioridade no controle das toxinfecgles
alimentares contribuem para a sua maior ocorréncia e incentivam a crenca da
populacao de que essas doengas sejam sempre de evolucio benigna, ocorrendo sem o
conhecimento das autoridades sanitirias. A deficiéncia de laboratdrios e de pessoal
capazes de procederem a anilise de amostras fecais e dos alimentos limita e retarda
O conhecimento de fatores relacionados a essas doencas em diversos paises. No
Brasil, s6 recentemente tém sido descritos surtos de toxinfeccdo alimentar por C.
peitfringens (Serrano, A.M., Faculdade de Engenharia de Alimentos e Agricola,
Universidade FEstadual de Campinas, S. Paulo, 1976; Salzberg, S.P. & col. Rev.
Microbiol. (S. Paulo), 13:26-30, 1982; Schocken-Tturrino, R.P. & l. Rev.
Microbiol. (S. Paulo), 17:228-233, 1986) embora o seu envolvimento seja conhecido
desde 1945 (McClung, L.S.J. Bacteriol., 50:229-231, 1945). a necessidade de
obtengdo de soros para o reconhecimento imunoldgico das bactérias produtoras de
enterotoxina, fator fundamental ro diagnostico das toxinfeccdes, desestimula muitos
estudos. A possibilidade de emprego da enterotoxina de C. pergringens parcialmente
purificada por precipitagSes com sulfato de amdnio (Granum, P.E. & Whitaker, J.R.,
Appl. Env. Microbiol., 39:1120-1122, 1980} para obtencdo de antissoros, com titulos
estaveis durante tr@s e ainda Gteis apds seis anos da obtencdo, pode estimular o
diagnostico das toxinfeccdes Por esta bactéria em laboratdrios com menores recursos
materiais. Culturas enterotoxigénicas de C. pergringens (NCIC 8239 e NCTC 8798)
foram cultivadas a 379C durante 24 horas em 12ml do meio de tioglicolato (135-C
BBL) regenerado, apds o Qe todo o volume foi inoculado em 500ml do meio,
incubando-se nas mesmas condicGes. Trezentos mililitros destas culturas foram
semeados em  5500ml do meio de Duncan-Strong (Appl. Microbiol., 16:82-89, 1968) ou
de Tortora (Appl. Env. Microbiol., 47:1172-1174,77984) . apds 15 a 18 horas a 37¢C a
microscopia evidenciou até 902 de 2Sporos  intracelulares e as culturas foram
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refrigeradas, concentradas e a enterotoxina purificada segundo Gramum & Whitakex ,
suprimindo-se a filtracdo em sephadex. Solucdes purificadas, com volure total de
5,5ml apresentaram 5,16 e 6,23mg/ml de proteinas e titulo de 1/400 e 1/700,
respectivamente, em imunodifusdo (Stark, R.L. & Duncan, C.L., Infect. Immunity,
4:89-96, 1971) e em camundongos (Sakaguchi, G. & col., Appl. Microbiol.,
26:762-767, 1973). Doses de 1ml, espagadas em trés dias, exceto a altima (30 dias),
contendo 2,9,12,29,29 e 145ug de proteinas foram inoculadas em coelho por via
subcutanea empregando-se igual volume de adjuvante completo de Freund. Antissoros
especificos, quando diluidos 1/5 ou mais, foram obtidos por pungbes cardiacas,
cinco, dez e quinze dias apds as inoculagbes. O titulo maximo, em immodifusdo, foi
1/60, sem variacdo significativa apds trés anos sob refrigeracdo ou congelamento.
2pds seis anos o titulo maximo foi 1/8, sendo usados diluidos 1/2 ou sem diluigao
para o reconhecimento de culturas enterotoxigénicas e diagndstico de um surto de
toxinfecgio alimentar por C. pergringens ocorrido em pPetrdpolis, RJ.
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Summary

The results of an experiment aiming at verifying the possibility
of differentiating, by the complement fixzation test, between
brucellosis and yersiniosis in female calves experimentally
infected with Brucella abortus and Versinia enterocolitica 09 are
reported.

Bovines infected with B, aboitus showed complement  fixing
antibody titres against B. abortus and against Y. enterccolitica
09 somatic  antigen, while bovines infected with this
microorganism showed  also  antibody titres against Y,
enterocolitica 09 flagelar antigen.

The results showed that by complement fixation test brucellosis
and yersiniosis can be differentiated in experimentally infected
cattle by researching antibody titres against somatic antigen of
both bacteria and against Y. enterocolitica 09 flagellar antigen.

Resumo

Uso da_reacao de fixacdo de complemento na diferenciacdo entre
Ainfeccao experimental por Brucella aborius e por Yernsdnia entero-
colitica sonogrupo 09 em bovinos

0 experimento teve o objetivo de verificar a possibilidade de se
diferenciar brucelose de yersiniose, através da reacdo de fixacao
de complemento, em bezerras experimentalmente infectadas.

Os animais infectados com B. abortus apresentaram titulos fixado-
res de complemento contra B. abortust e contra o antigeno somatico
da Yersinia enterocolitica sorogrupo 09, enquanto que os bovinos
infectados com este microrganismo apresentaram ainda titulos de
anticorpos contra o antigeno flagelar da Y. enterocolitica 09,

Os resultados indicaram que a brucelose pode ser diferenciada da
Yersiniose, através da reacdo de fixacio de complemento, em bovi-
nos experimentalmente infectados, pela pesquisa dos titulos de
anticorpos contra os antigenos somaticos de ambas as bactérias e
contra o antigeno flagelar da V. enterocolitica 09,

Introduction

Since the discovery of the serological cross-reaction between smooth Brucelfla and
Yersinia enterocoliticd serogroup 09 (1), several researches have been undertaken

with the purpose of devising techniques able to differentate between both
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infections.

These studies consisted mainly in comparing the titre obtained against homologous
with heterclogous somatic antigens.

However, an important step to idealize laboratorial techniques to distinguish
brucellosis from yersiniosis oonsisted in taking advantage of the fact that V.
enferocolitica 09 is motile when cultivated around 229C and non-motile when
cultivated around 379C while Brucefla is always non-motile. Thus, animals infected
with V. enterocolitica 09 develop antibodies against somatic {0) and flagelar (H)
antigens while animals infected with Brucella develop only antibody against O
antigen.

Corbel & Cullen (7) verified that homologous titres usually exceed heterologous
titres and that Brucelfa could not completely remove anti-Yensindla antibody from
Yensinia positive serum, being these residual antibodies directed against V.
entervcolitica H antigen. However, Mittal & Tizard (9, 10, 12, 13, 11) explored the
fact by the £irst time, through devising a technique able to differentiate
brucellosis from yersiniosis; in a set of works they demonstrated that it was
possible by tube aggltutination and microplate agglutination tests to determine
differences between both infections.

An et alii (4), by using O and H antigens, attempted to differentiate brucellosis
from yersiniosis by agar gel precipitation and counterimmuncelectrophoresis tests
and verified that the tests did not show enough sensibility to justify its usage in
differential diagnosis.

This work aims at verifying the possibility of differentiate brucellosis from
yersiniosis by complement fixation test, studying the occurrence of serological
cross-reaction between Brucella abortus and Versinla enterocolilica 09  in
experimentally infected cattle, employing Y. enterocolitica 09 H antigen.

Material and Methods
Bacterial strains

Brucella abortus strain 19 and Yersinia enterocolitica Serogroup 09 strain IP-383
(Irstitut Pasteur) grown at 229C in tryptic soy broth (TSB - Difco) were used.

Animals

The work was carried out in female calves aging 5 to 11 months, without
agglutination and complement fixing antibody titres against B. abortus and VY.
entorocolitica 09 O and H antigens kefore inoculation. Three groups of animals were
studied.

Growp 1 - seven female calves were inoculated subcutaneously with 2 ml of a
suspension containing 27 x 109 wviable Baucelfa abortfus per milliliter. Serum
samples were obtained on the day of inoculation and thereafter 6, 9, 14, 20, 30, 55
and 98 days. :

Group 2 - seven female calves were submitted to three subcutaneous inoculation of a
suspension containing 3 x 108 viable Vemnsinia enterccolitica serogrowp 09 per
milliliter.

On the first inoculation each animal received 2 ml of the suspension; on the
second, 21 days after the first, 3 ml and on the third inoculation, 38 days after
first, each animal received 4 ml.

The animals were sampled on the day of inoculation and on days 6, 9, 14, 20, 27,
31, 44, 51, 70 and 100 afterward.

Group 3 - four female calves were submitted to three subcutaneous inoculation of
sterile TSB, following the scheme used for Y. enterocclitica 09 infected group.

Antigens used on serological tests

Brucella abortus — The antigen used was the standard, consisting in a suspension of
B. aboatus strain 1.119/3.
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Yensinia enterocolitica 09 somatic antigen (0} - This antigen was prepared in Roux
flasks containing TSB plus 1.5 per cent agar.

Diluent was saline with 0.5 per cent phenol and opacity was adjusted visually
against the concentration of the B. abortus standard antigen, according to Mittal &
Tizard (9, 10).

Yersinia enterocolitica 09 OH antigen fon H agglutination test - The microorganism
was inoculated in the ocenter of a Petri dish containing TSB plus 0.45 per cent
agar. After incubation for 48 hours at 229C, a sample was taken from the grown
border and inoculated in the center of another dish. This procedure was repeated
until the growth invaded all the dish in approximatelly 36 hours, aiming at
stimulating bacterial motility (15).

A sample from the border of dish grown was inoculated in tubes containing TSB and
subsequently was incubated at 229C for 22 - 24 hours. The culture was centrifuged
at 1,500 rpm for 5 minutes and the sediment washed twice in saline with 1 per cent
formol. Thereafter it was filtrated in sterile gauze and the concentration adjusted
visually to the B. abortus standard antigen (9, 10).

Yernsinia enterocolitica 09 H antigen - The same procedure described for OH antigen
to  stimulate bacterial motility was also used to elaborate the antigen for
determining the antibody titres against Y. enterccolifica H antigen by complement
fixation test.

After centrifugation and washing twice in sterile physiological saline, the
sediment was put in a flask with glass beads and agitated for 30 minutes, to
separate flagella from bacterial kody (15). Thereafter it was centrifuged at 4,000
rem for 15 minutes and the supernatant was centrifuged again at 10,000 rpm for 15
minutes, To remove O antigen residues, guinea-pig anti-Brucella abortus serum was
added to the supernatant. The mixture was incubated for 4 hours at 379C in water
bath and for 20 hours at 49C and thereafter centrifuged at 3,000 rpm for 20
minutes. After absorption, 2 per cent of chloroform was added and the antigen was
stored at 4¢C.

Sernological tests - Agglutinating and complement fixing antibody titres against B,
abortus ard Y. enterccolitica 09 O and H antigens were researched in all
experimental animal sera.

Complement gixation fests - Complement fixation tests were performed in test tubes
using the 50 per cent hemolytic end point according to the technigue described by
Bier et alii (15). All sera were inactivated at 569C for 30 minutes and then
followed by twofold dilutions, starting with the dilution 1:5,

Agglutination tests

0 agglutination - For researching agglutinating antibody titres against B. abostus
and V. enterocolitica 09 O antigens the method was that usually applied on
brucellosis serological diagnosis (3).

H agglutination - The agglutinating antibody titres against Y. enterccolotica 09 H
antigen was determined based on the technique employed by Mittal & Tizard (9).

Statistical examination - The obtained data was analysed by analysis of variance.

Results
Brucella abontus infected bovines

The results are sumarized in Figure 1. &as expressed, the means of antibody
titres obtained against O homologous  antigen were never inferior to the means
obtained against heterologous O antigen and by the complement fixation test this
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difference was more evident. The highest mean of agglutinati_ng.antibody titres
obtained against both somatic antigens ocurred on day 9 and the highest mean of
complement fixing antibody titres ocurred on day 14 after inoculation.

Figure 1 - Arithmetic means of agglutinating and complement f'ixing antibody
titres, against Baucefla abortus and Yersdnia enterocolitica serogroup 09
somatic (0) antigen, inbovines infected with B. abortus.

600 =

Tube agglutination test (TAT) against 2. abor

U
TAT against Y. enterccolisicxz 09 O antizen
* Cemplement fixation test (CFI) against Z. QLY

500 1 © CFT against Y, exnterceciiifca 09 0 antigen

400 -

Antibody titres (reciprocal of di tution)
Y

Days aiter inmoculation

2Agglutinating antibody titres showed against B. abortus by bovine infected with
this microorganism did not differ significantly of titres showed against VY.
enterocclitica 09 O antigen. Homologous titres were several times higher, many
times equal and never inferior to heterclogous titres.

Agglutinating antibody titres against Y. enterocolifica 09 H antigen in sera from
animals infected with Brucella abortus was not detected.

The complement fixation test was sometimes able to reveal more differences
between somatic antigens of both bacteria than was tube agglutination test. In
spite of this, homologous titres similar to heterologous titres were observedad and
statistical analysis did not reveal significative difference between both titres.

B. abortus infected bovines did not show complement fixing antibody titres
against V. enterccolitica 09 H antigen. However, it must be mentioned that when
submitted to complement fixation test by using H antigen before absorption with
anti Brucella serum, some sera showed titres. This revealed that V. enterocolitica

09 somatic antigen was still present. This fact could be avoided by absorption of
agglutinins.

vensinia enterccolitica senogroup 09 infected bovines - Figqure 2 shows that in all
serological tests the highest titre mean ocurred on day 51, i.e., 13 days after the
third inoculation. The means of antibody titres against homologous O antigen were
higher than the mean of titres obtained against heterologous antigen. Agglutinating
titres obtained against V. enterocolitica 09 H antigen were superior to titres
verifyied in all other tests.

The greater number of the V. enferocolitica 09 infected animals did not show a
good serological response against somatic antigen of both bacteria and it was
necessary three inoculations for obtaining a more evident response.
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Figure 2 - Arithmetic means of agglutinating and complement fixing antibody
titres, against Brucella abortus and Yersinia enterocolitica serogroup 09
somatic (0) and flagellar (H) antigens, in bovines infected with V.
enterocolitica 09,
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Statistical analysis did not show significative difference between agglutinating
antibody titres obtained against koth O antigens, although, usually, homologous
titres had been superior to heterologous titres.

The serological response showed by Y. enterccolfitica 09 infected animals against
H antigen was higher than the response showed against O antigens, and one animal
showed agglutinating titre of 1:6,400 51 days after the first inoculation and 13
days after the third inoculation.

Also on that group, the oomplement fixation test was able to reveal more
differences between titres obtained against O antigens, when compared with tube
agglutination test. Titres obtained against homologous O antigen were, usually,
higher than titres obtained against heterologous antigen, although significative
- difference between both had rot keen revealed by statistical analysis.

Qomplement fixation test showed antibody titres against Y. enterccolitica 09 H
antigen only after the second inoculation with this bacteria. The highest
arithmetic mean of the obtained titres was 1:114 and 100 days after the first
inoculation none animal showed any titre,

Control group

Bovines of control group did rot show any antibody titre in all tests.

Discussion

In spite of the transitory arnd not very high response, three out of seven V.
enterocolitica 09 infected bovines showed at least once agglutinating titres
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against B. abortus higher or equal to 1:100, enough to be classified as positives
to brucellosis.

Corbel (8), by experimental inoculation in kovines, also observed a transitory
serological response and concluded that, once agglutinating antibody titres had
reduced rapidly, it was unlikely that Y. enterocofitica 09 would cause an animal to
become a persistente reactor to diagnostic tests for brucellosis. However, there
are several reports about Y. enterocolitica 09 isolation from animals that showed
serological titres against Brucefla and Brucella isolation was not obtained (2, 6,
14, 16).

One of the ways to differentiate the infections caused by these two
microorganisms oonsists of researching eventual differences that serological tests
can evidence between antibody titres obtained against homologous and heterologous
somatic antigens. In the present work, the differences between hompologous and
heterologous titres, by tube agglutination and complement fixation tests, was not
constant, although by oomplement fixation test, usually, that difference was
clearer. Gorbol & Cullen (7) and Sunaga et alii (16) observed similar complement
fixing titres between both somatic antigens in VY. enterceolitica 09 infected
animals.

Once the routine tests do not show consistently the difference between antibody
titres against both scmatic antigens, and so to constitute of a reliable criterion
for differentiation between brucellosis and yersiniosis, the research of antikbodies
against Y. enterccofifica 09 H antigen arise as an alternative to distinguish those
infections. Corbel & Cullen (7) observed that absorption with Brucella organisms
could rot remove completely all anti-Yersinia antibody from Yersinia positive serum
while Vernsinia antigens oould and that these residual antibodies were directed
against Yersinia flagellar antigen.

Mittal & Tizard (9) work, showing that brucellosis could be differentiated from
yersiniosis by the research of antibodies against V. enterocolitica 09 H antigen by
means of tube agglutination test, cleared the perspective of using other tests to
research antibody titres against this antigen. Mittal & Tizard (13) suggested the
use of a microplate agglutination test but veryified that the obtained titres were
1ow and the technique could be used in association but not in substitution to
conventional serology. AN et alii (4) assaied the agar gel precipitation test but
concluded that the low sensibility dissuaded the use of this test to differentiate
the infections.

In the present work, the purpose was to employ the complement fixation test on
differentiation between brucellosis and versiniosis. The results revealed that
bovines infected with B. aboatus did not show antibody titres against VY.
enterocolitica 09 H antigen while bovines infected with Yersdinia did.

These results indicate that the research of antibodies against VY. enterocolitica
09 flagelar antigen by the complement fixation test was able to distinguish B.
abortus from Yersinia enterccoditica 09 experimental - infection. FHowever, it is
convenient to refer that tube agglutination test showed higher sensibility to
reveal antibodies against H antigen.

Thus, the obtained results led to the oconclusion that tube agglutination and
complement fixation tests are able to differentiate brucellosis from yersiniosis in
experimentally infected cattle. To obtain this differentiation it is important
considering that antibody titres showed against homologous O antigen are, usuwally,
but ot always, higher than antibody titres showed against heterologous O antigen,
and V. enterocolitica 09 infected animals show antibodies against O and H antigens,
as already observed by Mittal & Tizard (9, 10, 12). »
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ANALISE CRITICA DA PORTARIA NC 67 (13985) DO MINISTERIO DA SaUpE
QUE ESTABELECE NORMAS PARA REGISTRO DE SANEANTES DOMISSANITARIOS,
COM ACAO ANTIMICROBIANA, NO TOCANTE AOS PRODUTOS DE USO HOSPITA-
LAR: PROPOSTA ALTERNATIVA

Paulo Pinto Gontijo Fillo

Rua Nascimento Silva n? 283 apto. 101
22421 Rio de Janeiro RJ, Brasil

Resuno

0 autor analisa a Portaria n® 67 do Ministério da Saude que esta-
belece normas para registro de saneantes domissanitarios no to-
cante aos produtos de uso hospitalar, apresentando elementos con-
tra 2s exigdncias comuns para desinfetantes de superficie e aque-
les destinados a objetos e equipamentos. Em funcdo dos custo x
beneficios resultantes dos requisitos muito rigorosos para os
produtos a serem aplicados sobre pisos é apresentada uma proposta
. alternativa mais realista, para o registro dos mesmos.

Sumary

Critical approach of Zhe Act 67 fnom the Brazilian Health
Ministeny which establish guidelines for the negistration of
hospital disinfectant and —sanitizer products:  alternative
proposal

The Act 67 from the Brazilian Health Ministery which gives
directions for the registration of the hospital disinfectant and
sanitizer products is discussed, with major critics against the
microbiological tests required for the surface and equipament
disinfectants. As costs x beneficts do mnot suport the current
policies, mainly for the products used in the semi-critical areas
disinfection, the author suggest that an alternative schedule for
registration of this group of products.

Introducao

Os sanificantes e desinfetantes s3c amplamente utilizados principalmente em
ambientes hospitalares para obter a remogado e destruicdo de microrganismos
existentes em superficies, equipamentos e outros materiais inanimades (4). M
Brasil, o Ministério da Satde (MS) através da Portaria n® 67 de 21 de fevereiro de
1985 (18) divide estes produtos em:

1. Desinfetante hospitalar de superficies fixas, que sdo subdivididos em: produtos
para uso em areas c:giticas; produtos para uso em areas semi-criticas; produtos para
UsO em areas nao criticas. )

2. Desinfetante hospitalar de objetos e equipamentos que inclui como um sub-grupo o
desinfetante hospitalar de mamadeira e bicos.

3. Esterilizante.

Esta Portaria reconhece a importancia dos testes microbioldgicos na andlise
prévia dos desinfetantes para seu registro na Divisdo de Saneantes Domissanitarios
(DISAD) do MS e exige que sua agao antimicrobiana seja documentada contra os

seguintes microrganismos (13,  18)- a. Staphylococcus aureus, Salmonelfa
cholernaesuis e Pseudomonas aeruginosa - para os desinfetantes de &reas nao
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criticas;

b. Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis e Ps eudomonas  aeruginosa,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium bovis BCG e Trichophyton mentagrophytes —
para os desinfetantes de superficie fixas de &reas criticas e semi-criticas, assim
oomo para os desinfetantes de objetos e equipamentos;

C. Os esterilizantes devem ser esporocidas (Baciflus Aubtilis e Clostrnidium
sporogenes) além de ter o espectro microbicida exigido para os desinfetantes de
objetos e eguipamentos.

Discussao

Quardo decidir se um desinfetante @ ou n3o necessario? O objetivo da desinfeccio
@ prevenir infeccdo, mas em termos mais praticos ela visa a redugao da contaminacdo
microbiana a um nivel tal que uma dose infectante ndo possa atingir o sitio
susceptivel rno paciente. Contudo, esta dose nSo pode Ser facilmente determinada
devido a wvariabilidade na wviruléncia dos microrganismos e na resisténcia do
hospedeirc (12).

Nos Estados Unidos € clissica a divis3o dos desinfetantes de acordo cam o nivel
de poténcia germicida em alto, intermedidrio e baixo., Os do primeirc grupo devem
ter atividade esporocida e o desinfetante de nivel intermedidrio, basicamente deve
ter - wma acdc tuberculocida, além de atividade bacteriana para S.awreus,
S.choteraesuis e P.aeruginosa (9, 20). ,

De acordo com Engley (8) esta classificacdo data dos anos cinquenta e esta
superada. Atualmente, na rotina hospitalar o uso de desinfetantes restringe-se a:
a. esterilizar o material termoldbil em autoclave de dxido de etilenc ou através de
produtos liquidos que té&m glutaraldeido ou formaldeido, disponiveis no wmercado
brasileiro; b, desinfetar material médico-hospitalar.

Enbora haja mais opgles para a desinfecgio os desinfetantes muitas vezes s3o os
mesmos, diferindo apenas no tempo de contato que é superior a 10 horas para a
esterilizagio e de 30 minutos na desinfeccio (7).

Para ser registrado com desinfetante hospitalar naquele pais (EUA) o produto deve
ter agdo contra S.awreus, S.cholferaeswis e P. aeruginosa {14). Aproximadamente 80%
das infec¢Ges hospitalares sio causadas por enterobactérias, P.aeruginosa e S.awreus

(21). Mo entanto, na desinfeccio de itens semi-criticos {entram em contato com
mucosas) ha necessidade de uma desinfeccdo de alto nivel, que envolve atividade
tuberculocida (7, 17). Como foi referido no pardgrafo anterior estes produtos
requerem un tempo de exposicao de pelo menos 30 minutos.

E importante que se assinale prioridades com base nos tipos de bactérias
encontradas no ambiente ou as vias de transmiss3c das infecgbes. Assim, a
desinfecc@o de pisos e outras superficies fixas & muito menos relevante do que a de
equipamento médico (4, 5). Os riscos de infeccdo a partir do ambiente e de material
médico-hospitalar devem ser distribuidos em Categorias e as prioridades alocadas
proporcicnalmente. Desta forma os pisos seriam classificados como de baixo risco e
Os equipamentos que penetram nos tecidos, sdo classificados como de alto risco (3).

O emprego de produtos tuberculocidas em pisos de hospitais & altamente
questionavel (10). O bacilo da tuberculose & considerado a bactéria mais resistente
aos agentes quimicos entre as bactérias vegetativas, em fungdo da sua parede
celular espessa e rica em lipidecs complexos, razao pela qual & usado como
microrganismo indicador, apesar de nfo ter uma maior importancia na etiologia de
infecgOes nosocomiais. A tuberculose transmite—se quase que exclusivamente por via
aerbgena, através de residuwos ("droplet nuclei") de aerosséis com menos de Smm,
contaminados com o bacilo da tuberculose, gue sdo formados e eliminados
particularmente quando da tosse. COs bacilos presentes em grandes particulas
sedimentam-se ou sao retidos a nivel do trato respiratorio superior e portanto nao
representam um risco de infecgdo significante (9, 10).

Adicionalmente, & preciso assinalar que os resultados dos estudos da atividade
tuberculocida dos diversos desinfetantes ainda nao sao conclusivos em funcdo
sobretudo do emprego de diferentes métodos de avaliacdo (2).

A exigéncia de uma atividade para P.aeruginosa exigida no registro de
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desinfetantes destinados ao tratamento de mamadeiras e bicos ndo se justifica, poils
este microrganismos ndo tem importancia como causa de gastroenterites em lactentes,
a0 oontrario dos oolibacilos e salmonelas. Ele foi relacionado na Portaria n? 67
provavelmente pela sua maior resisténcia aos germicidas.

O sanificante & definido como um agente que reduz o nimero de bactérias
contaminantes a niveis considerados seguros para a salde piblica (6). Os germicidas
registrados ocomo sanificantes nos EUA provavelmente cairiam na categoria dos
desinfetantes de baixo nivel (14).

Os microrganismos empregados para avaliar estes produtos (para superficie que
entram em contato com alimentos e agqueles para superficies que ndo entram em
contato com alimentos) naquele pals s3o amostras de S.auteud e E. coli através de
teste de suspensio, que & menos rigido do que o teste de diluigdo de uso,
tradicionalmente empregado para oS desinfetantes, quando os microrganismos
previamente secos e aplicados na superficie de carreadores sao colocados em contato
com o germicida.

O sanificante em contato por 3@ segqundos com suspensCes contendo aproximadamente
10 bilhoes de microrganismos (10°) /ml, para ser aprovado, deve permitir uma redugao
de 99,999% (5 log) ro nimero de microrganismos (1).

Fnquanto a limpeza de pisos com detergentes e sanificantes reduz o numero dos
microrganismos de aproximadamente 80%, a adicdo de um desinfetante pode levar a
reducio a mais de 95%. B importante assinalar que numa enfermaria de hospital a
recontaminacio é rapida e as contagens podem voltar ao nivel da pré-limpeza ou
pré-—desj_nfecgé.o em 1 a 2h (5). Embora esta diferenga possa ndo justificar o emprego
de desinfetantes em areas semi-criticas, que seriam sutmetidas a sanificacdo ele
seria racional em areas de alto risco (centros cirtrgicos, unidades de tratamento
intensivo, etc).

A situacdo atual dos desinfetantes no pals & inquietante pois as exigénecias do
Ministério da Saide indwem os fabricantes no sentido de formulagbes muito
concentradas e portanto mais caras e com maior chance de toxidade para os pacientes
e profissionais de saide. .

Em funcio dos varios aspectos considerados e sobretudo da questao de custos
versus beneficios a nossa proposta para a avaliac8o de sanificantes e desinfetantes
hospitalares no Brasil & a seguinte:

1. Sanificante para superficie fixa de area semi~criticas - A¢do contra S.auwreuws €
E.coli pelo teste suspensdo, com uma reducdo de 99,999 nas populacdes microbianas
testadas.

2. Desinfetante para bicos e mamadeiras - Acdo contra S.awreus e E.coll pelo teste
de diluicdo de uso da BOAC, utilizando-se 30 carreadores para cada microrganismo.
3. Desinfetante para superficie fixa de dreas criticas - Agdo contra S.auteus,
S.choleraesuis e P.aeruginosa pelo teste de diluicdo de uso segundo o teste da
AOAC., ’

4, Desinfetante para objetos e equipamentos - Acdo contra M.bovis BCG, S.
aureus, S.choleraesuis e P.aeruginosa através dos testes da AORC,

5. Esterilizantes — Acdo contra os microrganismos referidos no item anterior e
esporos de B.subtilis e C.sporogenes sequndo os testes de AORC. '
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Resuno

Testou—se a eficiencia dos desinfetantes: cloro livre e combina-
do, permanganato de potassio e sulfato de cobre em baixas e altas
concentracoes por longos e curtos periodos de tempo. Verificou-se
também, o efeito do pH e da aeracdo em pogos contaminados por
ferrobactérias. O pH é um dos principais fatores reguladores do
crescimento destes organismos. Observou-se maior crescimento em
pH 6,5 e inibicdo a partir de 7,5. Os desinfetantes se mostraram
eficientes na inibicao do crescimento das ferrobactérias em con-—
centracdes a partir de 4mg/f nos experimentos de longos periodos
de tempo e nas concentracces de 10mg/£ a partir de 6 horas de
contato.

Summary

Study of factons that inhibit the ghowth of Lron bacteria 4in
wells

The efficiency of free and combined chorine, potassium
permanganate and copper sulfate were tested in low and high
concentrations for a long and a short period of time. The pH and
aeration effects were also studied in wells contamined by iron
bacteria. The pH is the main regulation factor for growth of
these organisms. The maximum growth was observed at pH 6,5 and
inhibited occured at pH 7,5. The desinfectants tested inhibited
the growth of iron bacteria at a concentration of 4mg/L for a
long period and 10mg/£ with at least 6 hours of contact.

Introducio

159

0 termo ferrobactérias nfo confere um significado taxondmico, mas bioldgico aos
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organismos. Ele caracteriza um grupe de microrganismos que depositam hidréxido
férrico de forma morfologicamente distinta em seus caules ou bainhas (5). Estes
organismos s3o capazes de absorver, oxidar e estocar o ferro e o mangands das aguas
por um processo continuo, acumulando com o tempo uma grande quantidade de produtos
oxidados (2). Os organismos integrantes destes grupos podem ser filamentosos ou
unicelulares, autotroficos ou heterotréficos, e estdo situados de acordo com a
classificacao em varias ordens, familias e géneros (1), Mo minimo trés diferentes
grupos de microrganismos podem estar envolvidos na oxidacdo de Ions ferrosos e
férricos: os organismos com a capacidade de formar bainhas do género Sphaerotilus,
Leptothiix e Crenothiix, as bactérias com caule do género Gallionella e certas
espécies do género Thiobacillus (2,7). Do ponto de vista industrial, as
ferrobactérias podem ser oonsideradas como organismos benéficos ou prejudiciais,
Nos filtros de areia de sistema de tratamento de &agua eles podem ser uteis no
processo de oxidagdo e precipitacio de compostos de ferro e manganés contribuindo
para a melloria da qualidade da Agua. Entretanto, mais importante do que este
efeito benéfico & a sua capacidade de formar em Aguas correntes e mananciais
grandes massas de hidroxido férrico em forma de flocos que podem causar obstruces
nas canalizacdes, diminuindo sua vida (til, além de modificar as caracteristicas
organolépticas das aquas de abastecimentos. Normalmente, os pocos contaminados com
ferrobactérias sdo tratados com desinfetantes com objetivo de inibir o crescimento
destes microrganismos.

No presente trabalho, usando dguas de pogos contaminados com ferrobactérias,
testou-se a eficiéncia dos desinfetantes: cloro livre e combinado, permanganato de
potéssio e sulfato de cobre. Verificou-se também a acdo do PH e aeracdo na inibigdo
do crescimentoc das ferrobactérias.

Material e Métodos
Avostras e ampstragens

Fonte . Foram utilizadas amostras de agua de trés pogos  localizados em Minas
Gerais, e codificados como CF-07, I.06 e T-02, contaminados por ferrobactérias. As
amostras foram colhidas em recipientes previamente esterilizados sem parada prévia
dos poros, e o pH foi determinado no laboratdrio. Posteriormente, colheram-se
amostras em intervalos de 1, 10, 20, 30 minutos e 1, 2, 3 e 6 horas de bombeamento
apds uma parada prévia dos pocos de aproximadamente 12 horas. Para as amostras
correspondente a 6 horas de bombeamento foram determinados os Sequintes parametros
fisico-quimicos e bacterioldgico sequndo Standard Methods 16 ed. (1) : pH, turbidez,
alcalinidade, manganés, oxigénio dissolvido, dureza total, nitrogénio amoniacal,
ferro total, ferro dissolvido, s6lidos totais, sdlidos dissolvidos, coliformes
totais e fecais.

Cultivo de ferrobacterias - Para testar a acio de PH, aeracdo e desinfetantes
utilizou-se a técnica de cultivo descrita por Grainge & Iund (3), que consiste na
esterilizacdo por 1219C durante 15 min., de frascos erlemmeyer de 500ml, contendo
un prego (fonte de Fe't) e um bastio de vidro (suporte para o crescimento
bacteriano) , vedados com gaze e algoddo para se permitirem trocas gasosas com ©
ambiente. Apds esterilizacdo, adicionavam-se 300ml de amostras de aguas dos pogos a
serem testadas. O conjunto era incubado no escuro a 229C.

Controle do crescimento das ferrobacterias - Foi feito a partir de laminas coradas
com ferrocianeto de potassio a 0,1N e HC1 a 0,1N (1), dos flocos que se depositavam
no fundo dos frascos e do material que se formava nos bastSes de vidro.
Posteriormente, utilizou-se a técnica de membrana filtrante (5) e inoculacio no
meio descrito no Wolfe(4,7). Na membrana filtrante, as amostras foram filtradas em
filtro "Millipore” com 0,45u de porosidade e examinadas em microscopio, apds sua
secagem e embebi¢do em &leo de cedro para torna-la transparente. Para o meio de
Wolfe, inoculava~se 1,0ml das amostras durante sete dias. A formagdo de um anel na
fase liquida do meio indicava a presenga de ferrobactérias.
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Efeito de pH - Os pH's das amostras, antes dos experimentos, foram 6,7,6,4 € 7,3
para os pogos CF-07, I-0,6 e T-02, respectivamente. AS amostras foram tamponadas
nos valores 6,5 7,5 e 8,5 adicionando-se NaH(O3 (0,10M) para o pH 8,5 e HC1 (0,1N)
para os pH's 7,5 e 6,5. A seqguir 300ml das amostras eram distribuidas em frascos
erlenmeyer preparados segundo a técnica descrita por Grainge & Iund (3). O controle
de crescimento foi feito usando-se laminas coradas a partir do segundo ao quinto
dia de incubacdo. Os pH's ndc foram ajustados durante O experimento.

Efeito de aesacdo - Foram feltos experimentos Com aeracdo continua sem ou com
tamponamento das amostras. .Para aeracédo dos frascos, utilizou-se uma bormba de
aquario, entretanto o fluxo de ar nio foi medido. O ocontrole de crescimento foi
feito usando-se de ldminas ccradas a partir de segundo ao quinto dia de incubagao.

Acdo dos desinfetantes - Os testes foram realizados com amostras de agua de pogos
colhidos apds 6 horas de bombeamento, e parada prévia de 12 horas. Foram realizados
dois tipos de experimentos; usando-se desinfetantes em baixas concentragdes por um
longo periodo de tempo e altas concentracdes por curtos periodos de tempo. AS
amostras de agua a serem analisadas eram distribuidas em frascos sequndo técnica
descrita por Grainge & Lund (3), e somente 1o terceirc dia de incubacdo & que se
adicionava o desinfetante a ser testado. Foram usados: cloro livre (borbulhamento
de Cl, em agua destilada), cloro combinado (reacio do cloro livre com (NHg)2S04 em
pH  8,3), permanganato de potdssio nas concentracbes de 2,4,6 e 8mg/1,
respectivamente, e sulfato de cobre a 0,5mg/l. 2pds aplicacdo dos desinfetantes o
pH foi mantido em 6,5 (pocos C7-07 e 1-06) e 7,5 {pogo T-02). Testou-se também o
efeito do pH no crescimento de ferrobactérias nas sequintes faixas: 6,5,7,5 e 8,5
tamponados a partir do terceiro dia. Para cada série de experimentos usaram 8
frascos erlenmever divididos em 2 lotes de 4 frascos. No primeiro lote dosava-se O
desinfetante e pH e faziawm-se as corregdes no conjunto de frascos onde se estava
controlando o crescimento das ferrobactérias. O controle de crescimento fol feito
diariamente, usando-se laminas coradas a partir do terceiro dia.

Mos experimentos com desinfetantes ‘em concentragoes elevadas por um 1longo periodo
de tempo usaram-se cloro livre, cloro combinado e permanganato de potassio nas
concentracdes de 10,50 e 100mg/1, nos tempos de 2, 6 e 24 roras respectivamente. A
seqguir, o desinfetante era neutralizado com tiossulfato de sédio. Foram realizados
ensaios com amostras sem alteracdo do pH e com amostras tamponadas em pH 8,5. Os
controles de crescimento foram feitos por meio da técnica de membrana filtrante e
infdculo no meio de Wolfe (7).

Resultados e Discussao

0 aparecimento de flocos em grandes guantidades em pocos de abastecimento exige
medidas corretivas imediatas, as vezes, dependendo do nivel de contaminacdo, ha
necessidade de paralisacdo do fornecimento de agua. Para se testarem fatores
capazes de inibir o crescimento do ferrobactérias deve-se levar em consideragao os
ensaios realizado a nivel de laboratério, a reprodutibilidade dos ensaios de
laloratério a nivel de campo e a viabilidade economica dos fatores que se estao
testando.

A partir de flocos encontrados nos pogos cF-07, I-06 e T-02 foram realizados
exames microscopicos, e através de caracteristicas morfoldgicas verificou-se gue as
ferrobactérias do género Gallicnelfa apareciam com maior incidéncia (Figura 1).
Constatou-se também em algumas preparacdes a presenca de formas filamentosas,
possivelmente, do género Sphaerotilus ou Leptothnix,

Verificou-se que o fator pH (Tabela 1), & importante no desenvolvimento das
ferrobactérias. E nitido o maior crescimento em pH 6,5 tanto guanto a sua inibicao
quando o seu valor ultrapassa 7,5. O oxigénio dissolvido, introduzido por aeracao,
nao apresentou evidéncias de ser um fator importante no controle das
ferrobacterias.

A idéia de se fazer essa aeracdo era promover a oxidacao do ferro solivel,
ferroso, antes de sua utilizagdo pelas bactérias.
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Figura 1 - Microfotografia de
(x400),

contaminados

Gallionella.

Fatores como concentracdo de ferro e de
manganés, oxigénio, temperatura, pH,
fonte de carbono afetam o cresciemento
das ferrobactérias (2). Portanto, numa
tentativa de tracar um perfil
fisicoquimico dos pogos contaminados
analisaram-se varios parametros de
amostras colhidas nos varios tempos de

bombeamento., A Tabela 2, corresponde i .

andlise de amostras com 6 horas de
bombeamento.,

As amostras colhidas dos pogos CF-07,
I-06 e T-02 Ccaracterizavam-se pela
presenca de flocos. Entretanto, sempre as
apostras do poco I-06 apresentavam uma
maior quantidade de flocos em relagdo as
amostras dos pogos CF-07 e T-02, e o
Gltimo a menor quantidade. Na Tabela 2,
entre os varios parametros, o pH e a
alcalinidade destacam-se pela variagao

observa-se

flocos presentes nos pocos

forma tipica do genero

)
<«

Tabela 1 - Efeito do pH e aeracdo no
crescimento de ferrobactérias.

Simbolos: a - Amostras colhidas sem
parada prévia dos pogos; b -
Ferrobactérias/campo: r = raras; + =
até 5; ++ = acima de 5; * Amostras
tamponadas no inicio do experimento;
**  Amostras nado tamponadas - pH das

amostras 6,7 (CF-07), 6,5 (I-06) e
7,3 (1-02).
Pogos? P - 07 I~ 06 T - 02

Dias de incubacio
Pardmetros 2 3 4 5 2 3 4 5 2 3 4 5

6.5% 4P 4 4 44 L S R A S
PH 7.5 + + + + + oF o+ o+ o+ F
85 + r rb r + r r r + rr r
'g 6.5%* + &+ 4+ 4+ + o+ 3 +  F o+ o+ 4+
I& 7.5 + + + r + 4 4+ r 3+ 4+ + T
8.5 + r r r + r r r + r rr
Peragio**  + o+ o+ o+ S S G

apresentada. Possivelmente, estes fatores Sejam Os responsaveis pela maior ou menor

quantidade de flocos em um poco.

Nos experimentos com desinfetantes em baixas

concentracoes, Tabela 3, 4e 5, a adicdo do desinfetante somente a partir do
terceiro dia teve ocomo objetivo permitir o desenvolvimento de ferrobactérias
presente nas amostras nos dois primeiros dias. Apos aplicagdo do desinfetante, o pH
era corrigido para os valores iniciais correspondentes a cada poco e mantido
durante todo o experimento. Testou-se também o efeito do pH nas faixas 6,5 7,5 e
8,5 tamponadas a partir do terceiro dia, Tabela 3, 4 e 5, As tabelas 3,4 e 5

mostram  que as

ferrobactérias ndo foram totalmente eliminadas durante o

experimento. O cloro livre parece ser mais eficiente em pH 6,5. Portanto, o uso
desse desinfetante requer dosagem mais elevadas pelo fato de ser ele mais eficiente



Tabela 2 - Parametros
analisados em tres pogos
contaminados com

ferrobactérias.

Simbolos: a - Correspondente
a 6 horas de bombeamento,
apés parada prévia de 12
horas. :

Pogos® CP-07 I-06 T-02
Parzmetros
pH 6,74 6,55 7,50
Turbidez (N.T.U.} 1,00 2,50 Nihil
Alcalinidade
mg/1 CaCoy 20,00 43,00 112,00
Mangangs mg/1 0,15 0,05 0,05

0, Dissolvido mg/l 3,80 18,48 5,60
Dureza total ’

my/1 Catoy 28,00 40,00 92,00
Nitrogénio
Aminiacal/mg 0,05 0,05 0,05

rerro total mg/l 0,18 0,8 0,15
Ferro dissolvido
mg/1 0,12 0,35 0,10
Solidos totais

g/ 47,00 80,00 172,60
sblido dissolvidos

mg/1 43,10 74,90 161,50
oliformes totais/

100 ml 5 140 < 2

Coliformes totais/

100 ml 2 <2 <2
Tabela & - Acgao de
desinfetantes e pH no
crescimento de

ferrobactérias Pogo I-06a.
Simbolos: a - Amostra com
6:00 horas de bombeamento,
apés parada previa de 12

horas - pH 6,5; b -
Ferrobactérias/campo: T
raras; + = ate 5; ++

acima de 5; * Crescimento
antes da aplicagao dos
desinfetantes ou
tamponamento das amostras;
*%  Apos aplicacao dos
desinfetantes - pH mantido
em 6,53 #%%  Amostras
tamponadas a partir do 39
dia.

Desinfetantes Dias de incubagao
mg/1 Ik gk Bk @R 7R
2,0 B r r o+ +
[ 4,0 r© r x r r
SH 60 r «r x r x
vn 80 r r r r T
e} 2,0 +r r © T
%E 4,0 o= N + E r
53 6,0 + + + + +
E 8,0 r «x r x +
. 2,0 r r + ¥ +
NI 4,0 r r + + +
g 6,0 + «x r r +
8,0 r «r r + r
CusSOy4 0,5 r + + + ++
pH*** 6,5 r & + + +
7,5 x© o+ + + +
8,5 r r r r 4
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Tabela 3 — Acao de
desinfetantes e pH no

crescimento de
ferrobactérias Pogo
CF-07.2

Simbolos: a - Amostra com
6:00 horas de bombeamento,
apés parada prévia de 12

horas - pH 6,55 b -
Ferrobactérias/campo: r
raras; + = até 3; ++ =

acima de 5; * Crescimento
antes da aplicagao dos
desinfentantes ou
tamponamento das amostras;
%% ApGs  aplicagao dos
desinfetantes - pH mantido
em 6,5; *%%  Amostras
tamponadas a partir do 39

dia.

Desinfetantes Dias de incubagdo
mg/l 3* 4Ax* 5** 6** 7**

2,0 b s x o« +

o 40 r r r +
9 g 6,0 r ¥ ¥ r +
g d 80 r r r r r
° 'é 2,0 r ¢ r 4P s
8 £ 4,0 r «r r EE S
8 6,0 + r r + +
8,0 r r r r +

2,0 r ¥ r + +

-« 4,0 + r T + +
6,0 r x r + r

é 80 r r r + r
CuSO4 0,5 + + + ++ 4+
phxxE 6,5 + + + E23 ++
7,5 + o+ + + r

8,5 r ¢ r r r

em pH 6,5. Portanto, O  uso desse  desinfetante

requer dosagem mais elevadas pelo fato de ser ele
mais eficiente em faixa de pH onde as
ferrobactérias se desenvolvem mais facilmente. o]
cloro combinado mostrou ser mais eficiente em  pH
7,5. O permanganato de potassio fol un bom inibidor,
atuando de forma independente do pH. De maneira

geral pode-se dizer que OS desinfetantes, a
excecdo do sulfato de cobre, se mostraram
eficientes na inibicdo do crescimento das

ferrobactérias, quando sua concentracado fol superior
a 4,0mg/L. As amostras tamponadas em pH 8,5 inibiram
o crescimento das ferrobactérias, confimmando oS
resultados obtidos na Tabela 1. Quando se usaram OS
desinfetantes cloro livre ou combinado e
permanganato  de potassio em concentracoes mais
elevadas por um Curto periodo de tempo, verifica-se
que sdo eficientes nas concentragoes de 100mg/L a
partir de 6 horas de contato, Tabela 6.

S30 importantes os métodos utilizados para ©O
controle de crescimento de ferrobactérias. Nos
experimentos com desinfetantes, entre as técnicas
utilizadas, a inoculagao no meio de Wolfe parece ser
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a mals precisa, em relacdo
a técnica da lamina
corada e membrana
filtrante, pois scmente os
microrganismos viaveis &
gue crescem no meio de
cultura, A Tabela 6,
demonstra o que foi dito:
presenca de ferrobactérias

Tabela

-  Acao de

desinfetantes e pH no

crescimento

de

ferrobactérias Pogo T-02a.

Simbolos: a -

Amostra com

6:00 horas de bombeamento,
apés parada prévia de 12

horas -

pH 7,0; b -

Ferrobactérias/campo: r

nas membranas filtrantes e raras; + = até 5; ++ =
ausencia de crescimento no acima de 5; % crescimento
meio de Wolfe, Entretanto, antes da  aplicacdo dos
deve-se ressaltar que o desinfetantes ou
melo de. Wolfe foi tamponamento das amostras;
desenvolvido para o *%  Apos  aplicacdo dos
crescimento de Gatllionella desinfetantes - pH mantido
(4) e algi}ng géneros de em 7,5; @ #%% Amostras
ferrobactérias tamponadas a partir do 39
filamentosos nao se dia.
deszlam.fo.lvgm &n meLos Desinfetantes Dias de incubagio
aI'tlflCla.lS. mg/1 3% gk DRk ghk gk
Projeto financiado pelo 70 r z r »
BNH—COPASA/ MG - g E 4,0 “h r r r
. = s 6,0 ++ T r r r
Superlntgndenc;}a de ®F 8o b f ¢ @ I
Tecnologia Ambiental - -
Coordenadoria de 8"3 @0 r .+ roxr
Tecnologia de Esgotos. QE‘ 60 r + 4+ r r
3} 8,0 + 4 r r
2,0 r + r r r
- 4,0 + ++ 4 r r
6,0 + o+ r r
g 8,0 + + r r r
CuSOy4 0,5 + + + + +
PH*** 6,5 + + r r r
7,5 r + r r r
8,5 r + r r r
Tabela 6 - Agao de concentracdes elevadas de desinfetantes, no
crescimento de fettobactérias, em curtos periodos de tempo.
Simbolos: * Controle de crescimento = (M.F.) - membrana filtrante,
(M.W.) Indculoc no meio de Welfe; (+) presenca de ferrobactérias ou
(=) ausencia de ferrobactérias; ** SA - PH sem alteracdo; 8,5 - pH
tamponado.
Bogos CFP-07 106 T-02
roras 2 6 - 24 2 6 24 2 6 24
(oneentragio
mg/1 MF. MW MF. M. P MWD MUF. MW, ME. MW, MF, MW, M.F. MW. M.F. M.W. M.F. M.W.
10 + + + - + - + + - + - + + + +
8 sarx 5p + + + - + - + + - + - + + + + -
E 100 + - + - + - - + - + - + - + + -
2 10 + & + - + - + + - + - + - + + -
o) DH 50 + - + - + - - + - + - + - + + -
© 8,5 100 + - + - + - - + - + - + - + + -
rg 10 + + + - + - + + - + - + + + +
= SA 50 + + + - + - - + - + - + - + + -
lg 100 + - + - + - - + - + - + - + + -
10 + - + - + - + + + + + + + -
8 PR 50 + - + —- + - + + - + - + - + + -
et 8,5 100 + - + - + - + - + - + - + + -
o
10 + + + - + - - + + + + +
SA 30 + + + - + - - + - + - + - + + -
100 + - + - + - + - + - + - + + -
g 10 + - + - + - - + - + - + + + + -
) pH 50 + - + - + - - + - + - + - + + -
8,5 100 + - + - + - - + + - + - + +
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(BAIXADA SANTISTA), BRAZIL
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Dept? de Microbiologia
05508 Sac Paulo SP, Brasil

Resumo

Foi estudada a incidéncia de bolores em aguas poluidas (Praia de
8ao Vicente) e nio poluidas (Praia de Bertioga), localizadas na
costa do Estado de Sdo Paulo, Brasil, durante o periodo de 12
meses.,

Atraves de plaqueamento de 0,2 ml das amostras em Sabouraud
dextrose agar adicionado de cloranfenicol, pH 5,0 e incubacio a
259C, foram realizadas 181 coletas, através das quails foram
caracterizados 18 generos de bolores nas aguas da Praia de Sio
Vicente e 12 em Bertioga.

E enfatizado o achado de fungos ndo esporulados com frequéncias
predominantes em ambos  os locais e com diferencas
estatisticamente significativas nas aguas poluidas das praias de
Sao Vicente,

O0s resultados apresentaram um paralelismo com o indice de
coliformes  encontrados nas mesmas amostras, sugerindo a
possibilidade da utilizacao da frequencia relativa dos fungos nao
esporulados como indicadores de poluicdo microbiana em agua do
mar.,

Surmary

The authors studied the incidence of molds in the polluted waters
of Sao Vicente Island beaches and non polluted ones of Bertioga
located at Sao Paulo State coast in Brazil, during 12 months, in
a total of 181 samples.

Through an experimental technique of plating 0,2 ml from the
samples in Sabouraud Dextrose Agar (Chloramphenicol-100 ug/ml),
pH 5,0 and incubation at 259C, 18 genera of molds were
characterized in the beaches of Sao Vicente Island (8VI) and 12
in Bertioga.

One must emphasize the finding of non sporulating fungi (NSF),
the frequencies of which predominate in both sites and in a
significative statistically way in the polluted waters of SVI
beaches.

These results presented a parallelism from the coliform rates
found in the same samples, suggesting a possibility of the
utilization of NSF relative frequencies as a microbial pollution
indicator of the coastal sea-water.

Introduction

The study of Johnson & Sparrow in 1961 {6) entitled "Fungi in Oceans and
Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 19(2):166-171, Abr./Jun. 1988,
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Estuaries” was oonsidered as an initial mark of the Mycological Marine Era.Those
authors attested that the knowledge of the marine fungi was so incipient, when
compared with that of the soil, that the mere aknowledgement of these
microorganisms, as a part of a marine community, represented a great contribution.
Yorris (9) asserted that the acguired knowledge +ill that date, about the fungi
existence in the different seas, was not but some part of an immense puzzle.

With this, one can assert that the scientific development in this section was
slowly processed from 1968 (5,8,9,12).

Through several works consulted one verifies that there is no perfect definition
of marine fungi because these microorganisms should grow and reproduce exclusively
or predominantly either in the sea or in its substrate and, still, its good growth
and reproduction should occur in marine rate salinity (5).

Therefore, in the absence of .total ideal conditions for its growth and
reproduction, its habitat would not be strictly marine but predominantly coastal
where the waters are subjected to environmental effects occurred in coastal land.

The influence of salinity, especially in estuary waters where variation is
intense, attracted the attention of several researchers (6). Cne knows hardly
anything about the influence of temperature in the distribution of Ascomycetes and
Fungil imperfecti. ) ; :

A few publications describe different genera of fungi found in river water
(2,3,10) while Dabrowa et al. (4) describe the isolation of the potentially
pathogenic fungi of man in Californian coastal land. In the latter, several
materials were collected such as algae, marine animals, feathers, etc., from which
33 fungi speciles were isolated.

In 1975, Hughes (5), published a very good bibliographic revision about this
subject but only Simard (10) forsaw the possibility of employing yeasts as
pollution indicators such as coliforms.

In the 14th edition of "Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater" (1) there is an indication that in non polluted rivers there are
greater mmbers of real aquatic fungi than molds. Highly contaminated waters would
present almost exclusively molds, including vyeasts. Therefore, the increasing
mumber of molds is indicative of the presence of organic material highly
concentrated, as well as highly diversified microbiota is the indication of
populational adaptation to that organic environment.

Thence, considering the pollution problem of the beaches in "Baixada Santista"
and the lack of specific mycological data concerning this region, this work had the
following objectives:

1 - To study the molds existing in the waters of S8SZo Vicente Island bkeaches
(polluted) and Bertioga beaches (non polluted). ’

2 - To investigate the variation of the fungi genera in the mentioned ecosystems
and their distribution according to the sampling points and climatic seasons.

3 - To study fungi adaptation in these substrates.

Material and Methods

Sio Vicente Island is located at the eastern extremity of "Baixada Santista"
between Santo Amaro Island (East) and the coast of Praia Grande (West) in Sao Paulo
State, Brazil. ’

Tourism is highly developed and the floating population, which excess
1,000,000 inhabitants is recognized by the real wall of skyscrapers along the
beach. So by the summary description of conditions the established ecosystem in its
beaches has its own characteristics and a high pollution average.

Bertioga, on the contrary, which conditions of balneability are excellent, is
located up to the north, in the northern border of the so called Barra de Bertioga,
not far from the mouth of the river Itapanhall and determines the peripheric line of
Baixada Santista.

The sites where the samples were collected are shown on Tables 1 and 2¢ 181
sea Water samples (200ml) were collected from March to December ,
1976.
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It was adopted as  isolation
media the Sabouraud dextrose
agar (DIFCO) plus
Chloramphenicol (100 ug/ml),
plating aliquots of 0.2 mil,
followed by the incubation at
259C, for a period which varied
from 5 to 15 days.

The identification was dJdone
following the usual mycological
methods and it must be
emphasized that the fungi which
did not present fructification
structures were picked up to
others culture media such as
potato-agar, cormmeal-agar and
Czapeck agar.

When the non sporulating
state persisted in these media,
such fungi were included under
the designation of Non
Sporulating Fungi (NSF).

Statistical methods

For the study of the relations
among the NSF the sporulating
fungi and the coliforms
frequencies in the sea water, the
Pearson formula was applied

r (X ¥)
N.O.O,,

The probablé error was
calculated by the formula

n =

2
PE = 0,6745, 1 = T°

VT

Results

Through 181 sampes collected in
the waters of Siao Vicente Island
(100) and Bertioga (81), 18 genera
of fungi were isolated in the
first and in the second 12 genera,
adding in both the NSF whose
frequencies are fourd on Tables 3
ard 4,

Through Table 3, one can observe
that the NSF presented the major
frequency (36%)  followed by
Penielllium  (24%), Trichoderma

(21%), Aspergillus (12%) and CLladosporium (11%).
the Talchodenma were isolated in all sampling po

Table 1 - Localization of the sampling stations
in Sao Vicente Island (Santos, Itararé and Sio

Vicente*.
Symbols: * Beaches considered by CETESB as
improper for sea-bathing (suspect and  bad).

(State Agency of Basic Sanitations).

Place Beach

Sampling Stations

St

Ponta da Praia

Aparecida
Bogqueirdo
Gonz.

José Menino

Itarard
Itararé
Itararé
S30 Vicente

SV10 S3o> Vicente

400 meters left from chanrel 6 (entrance of the
estuary)

In front of channel 5

In front of channel 3

In front of channel Z

80 meters on the left of the out~fall in cons-
truction

100 meters at right of pedra da Feiticeira

In front of point 2

In front of Saldanha da Gama Street

On the right of the avenue which connects with
Porchat Island

In fremt of the small fountains, 20 meters far
from the Fourth Centenary monument

Table 2 - Localization of the sampling
stations in Bertioga%*,

Symbols: * Beaches considered by CETESB as
proper for sea-bathing (excellent and very
good). (State Agency of Basic Sanitation).

Place Beach

Sampling Stations

E1 Enseada
E2 Enseada
E3 Enseada

' SI4 S3o Iourenco

SL5  S&o Iourengo
G6 Quaratuba

G7 Guaratuba

GB Guaratuba

B9 Boracéia

In front of Bertioga's G.E.

In front of S.E.S.C.'s sea-side resort

100 meters before the end of the beach (South)
100 meters before the end of the beach (South)
100 meters before the end of the beach (North)
100 meters from the start of the beach (South)
In the middle of the beach ’

100 meters from the end of the beach (North)
100 meters from the start of the beach (South)

Table 3 - Frequencies of the genera of
molds isolated at different sampling

stations of
Symbols: 10

Sdo Vicente Island beachesk,
samples from each station -

Totaling 100 samples.

Genera

Sampling stations
sS4 S5 16 17

F=%

579 S0

a
eg]
&
oy
o
bl
o

Aspergitlus
Trichoderuna
Fusarium

Phoma
Pendeileium
Cephalosporium
NSF

Cuwwvularnia
Helminthospornium
AureobasLdium
CLadosponium
Atternania
Paecifomyces
Mucon
Chaetomium
Geotrnichum
Nigrospona
Epieeceum
Neurospona

-
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One notes that only the NSF and
ints of SVI,

In Bertioga (Table 4), NSF (25.9%) predominated followed by Aspengiflus (23.4%3),
Penicillium  and Cladosporium (14.8%) and Trichoderma (12.3%). Only the NSF and the
Aspengiflus were isolated in all sampling points.

The following genera were isclated, only in SvI, in low frequencies:



Helminthosporium, Awreobasidium,
Alternania, Paecilomyces, Mucor and
Nighospora.

Considering the distribution of the

Table 4 - Frequencies of the genera
molds isolated at different

stations of Bertioga beaches®,
Symbols: * samples from each station
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of

sampling

fungi in SVI  and according to Totaling 81 samples,
climatic seasons (Table 5), one can - p——
infer that from the 18 genera Genera ampling Stations r s

isolated, 14 were in Spring, 5 in El E2 E3 SI4 S15 G6 &7 GB B9
Summer, 13 in Autum and 8 in Winter. Aspergifeus 3 01 2 3 2 2 2 3 1 19 23,4
The highest frequencies  were  [ehodewna -2 1 1 - - 3 - 2 30 123
obtained by Trdchoderma (Spring), Phora R T
Neuwrospora (Summer) , NSF and zgp'%mhaloépownh -2tz oty 2 1z s
PendcellLium (autum) and  Phoma we o 31213133 4 2
: wivubaria B T A B
(Winter). ] Cladosponium - - - 3 3 1 1 2 1 12 148
The following genera of fungi were Chagtomium T T T o
. . . . Geotnichum - - - - - 1 - - 1 2 2.5
isolated: in all climatic seasons: Epdcoceum - 1 - - 2 2 2 1 - 8 9.9
Aspengillus, Trichoderma, PenicllLium Neurospona - -1t - 1 - - -3 37

and Cladospornium, besides NSE.

In Bertioga beaches 18 Table 5 - Seasonal variation of the genera of
genera of fungi were isolated, molds isolated in the sea waters of Sao  Vicente
9 in Spring, 5 in Summer, 4 in Island and Bertioga (relative frequency). X
autum and 7 in Winter (Table Symbols: SV = Sdo Vicente Island; BE = Bertloga.

5). Maximum frequencies were
obtained by NSF and Epdcoccum

Climatic seasons

Genera T Spring Summey: Autunmm Winter
in Spring, NSF and Trichoderma sanpling stations/nurbers of samples
in Summer and by Asperglllus Sv/30 EE/27 SV/10 BE/9 SV/30 BE/18 SV/30 BE/27
in Autumn and Winter. As pergLLeus . 13,3 7.4 10,0 11.1 167 33.3 6. 37.0

The NSF and the genera Trichodenma 26.7 18.5 10.0 22.2 20,0 5.5 16.7 7.4
As pergLilus, Trichodenma, — Goice R AR N LR
Penicillium ard ClLadosporium Penicillium 1.3 148 200 1.1 23 - 33 B8

s . : s Cephafosporium 3.3 7.4 - - 3. - - .

were isolated in all climatic P 23.3 40,7 10.0 22,2 73.3 11.1 20,0 22.2
i o . Cwrvularia - - - - 3.3 5.5 - -

seasons, like those of SVI e i - - - - 33 - - -
Auwreobasidium - - - - 3.3 - 3.3 -

cLadosporium 20,0 7.4 20.0 22,2 3.3 22.2 6.7 14.8

. . Alternania 3.3 - - - 3.3 - - -

Discussion Paecilomyees © 6.7 - - - - - 3.3 -
MZCM 3.3 - - - - - - -

B Chaetomium 3.3 - - - 5.5 - - -

The study of molds in the Geotnichun 3.3 7.4 - - - - - -

: ased Nigrhospora 3.3 - - - - - - -

sea water is b on the Epicoceun 67 25.9 - 11 - - - -
knowledge that coastal waters Newros pona. - 3,7 60.0 - 11 - - -

suffer the environmental :
effects of ooastal lands. In SVI, this phenomenon is established with greater
intensity because the rivers flow through the coastal plain, to the sea, directly
or indirectly in artificial channels, suffering the influence of the tide system
and establishing on a permament basis an interchange of marine and fluvial
elements.

Therefore, on Smith's (11) classification, the marine habitat of the studied
region is included as a typical standard of estuary, where seasonal saline
variation predominates according to the tides.

The study of the ecosystems of SVI and Bertioga beaches allows us to draw a
parallel between fungal conditions of the polluted and non polluted beaches.

The almost total absence of information about molds incidence in sea water
constitutes a gap that must be stopped. _

There are no standard techniques for qualitative and quantitative fungal analysis
in this substrate deserving a special attention from all researchers.

The genera of fungi that presented a major adaptation to SVI sea were:
Trnichodenma, Penicillium, Aspergiffus and Cladosporium (Teble 3).

Still, one must emphasize the dissemination and the high frequency of the NSF
(363) as well as the isolation of Alternaria, a fungus of a great allergological
importance.

As regards Bertioga, it should ke pointed out that the genus Aspengillus obtained
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higher frequencies (23.4%) (Table 4) than SVI (12%) (Table 3). So, it seems that in
non polluted waters, this genus increases its relative frequency and the opposite
occurs with Pendcillium (Table 3 and 4).

One must emphasize the dissemination of the NSF through the sampling points but
with a lower frequency (25.9%) (Table 4) regarding that of SVI (36%) (Table 3).

Therefore, in SVI highly polluted beaches, one can observe a major frequency of
the NSF besides the isolation of 6 genera of fungi more than the usual ones (Tables
3 and 4) than in Bertioga beaches,

According to these data it seems there is a factor(s) which ‘contributes to
increase the NSF in polluted waters.,

Fram this point of view one must emphasize, by analogy, the work of Simard (10)
that verified the increasing of yeasts population in the waters of S3o Iourenco
River (Canada) after a degradation of organic compounds proceeding fram sewers.

Based on Table 5, Figure 3 shows the NSF isolated from the waters of SVI beaches
attained a maximum frequency in Autum and a minimun in Summer exactly the opposite
to what happened to the sporulated fungi which had a maximum frequency in Sumer
ard a minimm in Autum.,

On the other hand, if one analizes the isolated fungi of the waters of Rertioga
beaches, one shall see that the NSF reached a maximum frequency in Spring and a
minimum in Autumn and the sporulated fungi presented a minimmm in Spring and an
approximate eguivalence in Summer, Autum and Winter.

The fact that firstly draws our attention, when analysing the referred data is
the counter position in Autumn, from the maximum apex of the NSF in SVI waters and
from the minimum in Bertioga waters (Figure 3).

Through this fact, one can infer the existence of particular factor(s) to the
major incidence of the NSF in the polluted waters of SVI beaches.

In the same figure, one can see that in Bertioga there were no remarkable
variations in the sporulated fungi frequencies, demonstrating that in non polluted
waters, in thesis, there are no major alterations in the qualitative camposition of
them,

Still regarding the existing sporulated fungl in SVI sea water, the obtained
frequencies in Spring, Autum and Winter were about the same, increasing in Summer.

As regards this piece of information, one must consider the shortage of samples
in this climatic season (Table 5).

Through Pearson's calculation of correlation for the analysis of the sporulated
fui, in relation to the nunber of obtained coliforms of the same samples, one
obtained the following value R = -0.38%0.28 which translates a negative
correlation, imperfect, considerable ard statistically non significant,

Through these coliform index given by the CETESB (State Agency of Basic
Sanitation), one obtained on Figure 4, where the NSF frequencies are associated
with the nunber of coliforms in the course of the seasons.

One can clearly observe, the parallelism of the results indicating the
coexistence of the NSF and coliforms increasing in SVI waters during Autumn,

The calculation of the statistic correlation provides the value of R = 0.98%0.01,
which indicates the positive oorrelation, imperfect and acentuated,; being
statistically significant. ,

Regarding Bertioga's levels of ooliforms, one can observe that they were
extremely low (17 in Spring, 75 in Summer, 56 in Autum and 228 in Winter) keing
that place considered as a good one for sea-bathing.

Through the comparison of the NSF and ooliforms levels of Bertioga, the
calculation of the oorrelation was obtained the value of R = 0,530,24, which
indicates a positive correlation imperfect, accentuated and statistically non
significant.

Relating the index of sporulated fungi and coliforms of this region the
calculation of correlation gave us the following value R = 0.42+0.28, which
indicates an imperfect negative correlation, considerable and statistically non
significant.

Therefore, it would be necessary to perform a great mumber of similar
observations in order to state that the NSF could be used as a microbiological
indicator in sea water estuaries.
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Summary

Swwey of mycotoxins (aflatoxins, patulin,  ochratoxin  and
sterigmatoeysiin) and conrelate fungé in dainy cattle feedstudfs

One hundred and seventy samples of different feedstuffs collected
rom two different regions of Brasil (Rio Grande do Sul state -
RS and S3ao Paulo state - SP) were tested for mycotoxins,
aflatoxin producing fungi and other contaminants (molds). Milk
samples were obtained from animals fed with analysed toxic meals
in order to study the Aflatoxin M 1 content, Aflatoxin B 1 and G
! were detected in 17 feedstuffs with concentrations among 40 to
200 ug/Kg (B-1) and 10 to 75 ug/Kg (G-1). The humidity rate of
the toxigenic meals varied from 9,6 to 24,8% and the highest
levels of Aflatoxin B-1 were recovered from those with more than
11,52, Aflatoxin M-1 was present in 9 samples which presented
concentrations among 0,1 ug/Kg to 1,68 1g/Kg. It was not possible
to isolate any other mycotoxin. There were isolated different
genera of fungi including 17 in RS and 10 in SP samples with
recovery of 34,37 and 107 of toxigenic Asperngillbus respectively.

Resumo

A presenca de fungos contaminantes toxigenicos ou nao, bem como
de diferentes micotoxinas foram estudados em 170 amostras de ra-
coes provenientes de 2 regifes brasileiras (Pelotas, no Rio Gran- -
de do Sul (RS) e Vale do Paraiba, Estado de Sio Paulo (SP)).
Aflatoxinas B-1 e (-1 foram encontradas em 17 amostras de reacles
em concentracées que variaram de 40 a 200 ug/Kg (B-1) e 10 "a 75
ng/Kg (G-1). A umidade existente nesses substratos alimentares
variou entre 9,6 a 24,87 e maiores indices de aflatoxina foram

encontrados em racdes que continham teor de umidade acima de 11,57,

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 19(2):172-176, Abr./Jun. 1988,
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Nove amostras de leite dos animais alimentados com as racoes tO-
xicas revelaram positividade a Aflatoxina M-1 em concentracdes de
0,1 ug/Kg a 1,68 pg/Kg. Nas amostras de racbes provenientes do RS
e de SP isolaram-se 17 e 10 géneros de fungos contaminantes, bem
como 34,3% e 107, respectivamente de Aspergillus produtores de
aflatoxinas. A metodologia utilizada ndo revelou a presenca de
outras micotoxinas.

Introducio

A necessidade de manutencdo de determinadas espécies de animais em confinamento,

provocou aumento consideravel na incidéncia de distirbios fisiometabdlicos, assim
camo de doencas infecciosas, parasitarias e carenciais. AlteracSes metabolicas
podem ainda ocorrer quando o alimento destinado aos animais sofre contaminacao por
agentes biotoxigenos, originando as chamadas micotoxicoses (5) e ainda, como no
caso de Aflatoxina M, a eliminacio deste principio toxico bio-transformado no leite
(3, 4, 7). Gracas & sua composicdo nutritiva, as racdes constituem excelente meio
para colonizagio e multiplicacdo dos fungos, na dependéncia do teor de unidade
apresentado.
0 poder toxigeno intrinseco das micotoxinas nesses substratos apresenta, em
decorréncia, acdo lesiva para a salde humana e animal e portantc, os objetivos
imediatos desta investigacdo foram o isclamento e a identificacdo de fungos
produtores de micotoxinas, bem como a ocorréncia de aflatoxinas, patulina,
ochratoxina A e esterigmatocistina, em ragbes destinadas ao gado leiteiro.
paralelamente, avaliou-se a influéncia do teor de unidade existente nas ragdes na
frequéncia dos fungos e respectivas micotoxinas, no periodo de 1 ano, em duas
regides brasileiras localizadas nos Estados de SZo pPaulo (Vale do Paraiba) e Rio
Grande do Sul (Pelotas).

Material e Metodos

A regifio do "Vale do Paraiba" constitui-se numa das principais zonas leiteiras do
Estado de S3o Paulo, Brasil. Arostras de racdes (100) constituidas, em geral, de
farelos de algoddo, de trigo, de milho, de soja e/ou de amendoim, foram coletadas
de diversas fazendas localizadas em diferentes municipios desta regiao, Foram
igualmente analisadas, amostras de leite provenientes de animais alimentados ccm
ragdes que continham aflatoxinas, com vistas a possivel deteccdo de aflatoxina M1.

BEn paralelo, foram analisadas 70 amostras de racbes provenientes de duas fabricas
localizadas na regifo de Pelotas mo estado do Rio Grande do Sul, Brasil, cujos
resultados referentes ao isolamento de fungos toxig@nicos foram cotejados com
informacdes oriundas do Instituto Meteoroldgico da Universidade Federal de Pelotas
(RS).

Caracterizacdo de AfLatoxinas, Ochratoxina A e Esterigmatocistina - De acordo com
Vorster 8), as amostras = (50 g) foram extraidas ocom 200 ml de
cloroférmio-metanol-hexano (8+2+1). Apds concentragao, os extratos foram submetidos
4 cromatografia em camada delgada (TIC) e as placas foram preparadas conforme
técnica da RORC!.

A cromatografia para ochratoxina e esterigmatocistina foi desenvolvida cam
tolueno—acetato de etila e 90% de acido formico (5+4+1). Apds a visualizacao da
mancha fluworescente sob luz ultra-vicleta de ondas longas a regiao correspondente
foi pulverizada com 203 de solucdo de hidroxido de potassio para observacdo de
eventual transformacio da tonalidade fluwrescente. Cromatogramas para pesquisa de
aflatoxinas foram desenvolvidos ocm cloroférmio-metanol (95+5) ou
cloroformio-acetona (90+10). A andlise quantitativa foi realizada pelo método da
extingao.

Caracterizacao da Patulina - O procedimento foi o mesmo descrito por Pohland &
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Allen (6). As amostras foram extraidas com cloroférmio, concentradas a vacuo e
submetidas & cromatografia em camada delgada (TIC) usando benzeno-metanol-acido
acético (90+5+5) como sistema de solvente e teste de confirmacao com pulverizacao
de solugdo de fenilhidrazina.

Canacterizacdo da Aglatoxina M-1 - O método empregado & conhecido como método CBl.,
Anostras de leite foram tratadas com metanol, hexano e solucdo de clorofdrmio
adicionada de 4% de NaOH. Os extratos obtidos foram sumetidos 3 cramatografia
bidimensional usando é&ter-metanol-dgua (95+4+1) e isopropanol + acetona +
cloroformio (6+10+84) como 19 e 29 sistemas de solvente. AS amostras que
apresentaram 0,1 ug/Kg foram re-analisadas utilizando densitfmetro Zeiss adaptado a
un espectrofotdmetro Zeiss mod PMQ II na regido U.V. (360 mm) com emissio
securdaria para 400-455 nm. .

Isolamento e identifécacdo dos fungos - Caracterizacio dos fungos toxigenicos - Os
fungos foram isolados em Aagar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (100ug/ml) e
identificados pela técnica micoldgica usual. Mqueles considerados provaveis
produtores de aflatoxina foram cultivados em meio Sabouraud liquido ou meio de YES
(2). ApSs prazo conveniente de incubacdo, extraiu-se o filtrado do cultivo com 3
porgoes de 25 ml de cloroférmio e procedeu-se a cromatografia em camada delgada,
apos concentracio dos extratos a vaCuo a um volume final de 5 ml.

Resultados e Discussao

Foram isolados 17 géneros de fungos das raches provenientes das fabricas situadas
no Estado do Rio Grande do SUL (RS), Brasil, incluindo 34,3% de Aspengilflus
toxigénicos. Na regido estudada no Estado de Sio Paulo, isclou-se 10 diferentes
géneros que incluiram 10% de Aspergilius toxigénicos. Assinale-se que os géneros
Asperngillus e Penlcillium foram os mais frequentes nas amostras do Rio Grande do
Sul. Em Sao Paulo, o género Penicillium Spp ’ '

foi prevalente seguido de Mucor spp e Tabela 1 - Fungos saprofitas e
Aspergillus spp (Tabela 1). Demonstrou-se que toxigénicos  isolados de 140
24 amostras de racdes isentas de  aflatoxinas amostras de ragoes em regioes
apresentavam-se contaminadas por Aspergilffus brasileiras, _
produtores de aflatoxina. E de se notar que os Simbolos: m Frequéncia
Aspengillus toxigénicos foram prevalentes na relativa * (%Z); (2) Nimero de
primavera e outono (Tabela 2). a maior colonias; (*) Produtores de
incidéncia de Aspergillus toxigénicos  nas aflatoxinas; Frequencia
‘ragbes do Rio Grande do Sul foi  demonstrada relativa (%) = Numero de vezes
em races que. apresentavam 9-14% de umidade o que certos  generos foram
mesmo ocorrendo em Sdo Paulo, onde os isolados, relativamente ao
parametros foram de 10-14% (Tabela 3). . numero de amostras.
Aflatoxina foi detectada em 17 das 170 » -
amostras estudadas (16 em S3o Paulo e 1 no Rio Fung K e G0 2l Sk paly
Grarde do Sul). Com referéncia a outras S
micotoxinas somente uma amostra revelou Cephatosponium R
esterigmatocistina em concentracio muito g%géﬁgwm 186 280 e
baixa ndo se consequindo - confixmar sua Muco_).Lp 8.6 28 2800 148
presenca. O nivel de aflatoxinas variou entre gﬁjggﬁmw 14 2
40 a 200 ug/Kg para B-1 e 10 a 75 ug/Kg para Trichoderna 2,8 3 50 3
G-1. 0s niveis de umidade  dos alimentos onsomd 2,8 8
contaminados variaram de 9,6 a 24,8% e . Circineten 4,3 §
_concentragdes maximas de aflatoxina B-1 foram Wnosphalasiun 43 700 2
recuperadas daqueles que apresentavam teor de Epdeoceum 5,7 6
unidade acima de 11,5%. De 17 alimentos ,@:foﬁj,‘;,’g:ﬁ"‘ Ve o
contaminados isolou-se tré&s amostras de Alternania 1,4 1
Aflato}(ina (Takela 4) ° :Ab;fwd;iuws 52:9 19; 2%:3 252
Foram analisadas 50 amostras de leite Pendedfliun 80,0 68 fgg 314

Asperngillus (*)

w
'
w
I=3
[

26

obtidas de vacas alimentadas com racSes que



continham aflatoxinas,  terndo-se

encontrado M-1 em 9 delas. As
sequintes concentragoes foram
detectadas: 0,1 ug/Kg (4
amostras), 0,18 ug/Kg (2

amostras), 0,56 ug/Kg (1 amostra),
9,74 ng/Kg (1 amostra) e 1,68 vg/
Kg (1 amostra). (7).

Tabela 3 - Distribuicao das
frequéncias de isolamento de
Aspenglllus spp produtores e
nio produtores de aflatoxinas
segundo o teor de wumidade das
ragoes analisadas e

provenientes dos estados do Rio
Grande do Sul e de Sac Paulo.
Simbolos: M Nimero
amostras analisadas;
Frequéncia de Adperglllus; (3)
Frequencia de As pergilLus
produtores de aflatoxinas; a
Estado do Rio Grande do Sul; b
= Estado de Sao Paulo.

de
(2)

Urddade (2}

Rio Grande do Sul S&o Paulo

m @ @ Mm@ B
4-5 - - - 2 0o 0
5-6 - - - 4 0 0
6-7 1 0,0 © 2 0 0O
7-8 2 0 c 1 0 0
8-9 s 40,0 20 5 40,0 0
9-10 16 18,8 12,5 5 40,0 0
10-11 12 83,3 75,0 12 16,7 8,3
11-12 1 0 0 12 33,3 117
12-13 7 57,1 28,6 14 28,6 14,3
13-14 10 60,0 30,0 10 20,0 30,0
14-15 2 50,0 50,0 7 28,6 0
15-16 4 50,0 250 6 O O
16-17 4 100,0 50,0 5 40,0 20,0
17-18 2 100,0 100,0 2 O O
18-19 3 66,7 33,3 2 0 O
19-20 - - - 3 66,7 33,3
20-21 - - - 2 o0 0
21-22 - - - 2 0 0
2223 - - - 2 0 0
23-24 - - - 10 0
24-25 - - - 10 0
32-33 0 0 100
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climat

175

icas e

distribuicdo sazonal de Aspengiflus produtores
de aflatoxinas isolados de racées do Estado do

Rio Grande do Sul - Brasil.
Simbolos: * Média.

Informagdes gerais

primavera Verdo Outono Inverno

Nimero de amostras 10 20 20 20
Unidade* (%) 12,5 14,6 10 11,7
Unidade do ar* (%) 78,5 84,3 83,8 8,2
Temperatura* (%) 19,4 23,9 20,7 12
frdice pluviométrico 105 168,6 23,5 90,5
Freq. de Aspergilius (%) 55 10 40 20
Tabela 4 — Concentragao de aflatoxinas B-1

e G-1 detectadas

Asperngdlllus toxigénicos isolados.

nas amostras de ragdes e

Naero da Aflatoxinas {ug/XKg) Unidade Fungos
amostra Bl Gt (%) Toxigénicos
3 25,0 9,6 -

98 100,0 30,0 15,0 -

101 26,6 37,5 16,0 -

102 - 75,0 14,0 -

120 160,0 - 11,5 -

124 40,0 60,0 13,3 Aspergillus flavus

126 160,0 60,0 11,6 -

127 40,0 - 10,2 -

128 80,0 - 9,8 -

133 40,0 10,0 13,6 -

134 80,0 30,0 13,1 -

135 40,0 30,0 12,7 -

137 200,0 - 24,8 -

138 134,0 30,0 18,8 -

139 100,0 75,0 15,9 -

152 100,0 30,0 13,3 Aspergiflus flavus

163 40,0 - 12,4 Aspergilius parasiticus

Trabalho realizado com o apoio financeiro do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPg) Proc. n@ 80-05.231.
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Resumo

As cascas do caule da Coutarea hexandra Schum (Rubiaceae), sao
largamente utilizadas na medicina popular mnos processos inflama-
torios. Neste trabalho, foi avaliada a atividade antifingica e
antibacteriana do extrato metandlico dessas cascas e de um deri-
vado da celotenina (I), que é componente instavel, isolado do re-
ferido extrato. O extrato metandlico e o derivade 5, -7, 2', 5’
_tetraacetoxi-4-fenilcumarina (II), em diversas concentragles,
foram submetidos a testes "in vitro" frente a quatro fungos e
trés bactérias. O derivado estavel 2 inibiu totalmente todos os
microrganismos até a concentracao de 25,0 ug/ml, com excecao de
Candida albicans, com 100,0 ug/ml.

Summary

Antimicnobial activity evaluation of 5, 7, 2', 5' -
tetrnaacetoxi-4-phenileoumain

The stem bark of Coutarea hexandra  Schum  (Rubiaceae)  is
extensively employed in the folk medicine, as an antiinflamatory
agent. In the present work, the anti-bacterial and anti-fungal
activities of the methanolic extract and a stable derivative of
celotenine (I) isolated from the extract were studied against
three types of bacteria and four types of fungi. The stable
derivative 5, 7, 2', 5' -tetraacetoxi-4-phenylcoumarin (II)
totally inhibited the growth of all the bacteria in concentration
of 25,0 ug/ml while Candida afbicans was inhibited at a
concentration of 100,0 ug/ml.

Introducao

Coutarea hexandra Schun (Rubiaceae), popularmente conhecida como Juina-quina,
guina-de-pernambuco e quina-do-brasil, & uma planta nativa das Américas Central e
do Sul, difundida em todo territorio brasileiro. As cascas do caule dessa planta
sdao sucedaneas das verdadeiras quinas no tratamento da malaria (5), além de
possuirem propriedades antidiabéticas (4) e serem utilizadas nos tratamentos de
doencas inflamatorias pela medicina popular.

0 extrato metandlico das cascas do caule de C. hexandra forneceu wma substancia
d4-arilcumarinica (3} instavel, denominada Celotenina (I), cujo derivado 5, 7, 2',
5' -tetraacetoxi-4-fenilcumarina (II) apresentou acentuado efeito broncedilatador

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 19(2):177-179, Abr./Jun. 1988.
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{1, 2). Agora, o extrato metandlico dessas cascas e O composto IT, foram submetidos
a testes "in vitro" para verificar atividade antimicrobiana, incluindo fungos
leveduriformes e filamentosos e bactérias.

Material e Métocdos

1) O traballo foi realizado no ILaboratdrio de Microbiologia, utilizando-se vidraria
e eguipamentos rotineiros.

2) O extrato metanSlico das cascas do caule de C. hexandta e o composto 5, 7, 2',
5>' -tetraacetoxi-4-fenilcumarina (2), foram obtidos no Nicleo de Pesquisa em
Produtos Naturais do Laboratdrio de Tecnologia Farmacdutica da Universidade Federal
da Paraiba. O extrato metandlico foi testado nas concentragdes de 500,0 e 250,0
ug/ml; o camposto 5, 7, 2', 5 -tetraacetoxi-4-fenilcumarina foi ensaiado a 100,00,
50,0, 25,0, 12,5, 6,2 e 3,1 ug/ml, solubilizado em dimetilsufdxido (DMSO).

3) Os. meios de cultura usados para os ensaios oom fungos e bactérias,
respectivamente, foram Caldo Sabouraud e Nutritivo. (Difco).

4) TPoram usados nos testes microbioldgicos: Candida albicans  (FCF-243),
Cryptococcus neoformans (FCF-119), Trichophyton rubrum (FCF-249), Microsporum canis
(FCF-258),  Sfaphylococeus — aureus — (ATCC-29737),  Staphylococeus — epidermidis
(ATCC-12228) , Bordetella bronchiseptica (ATCC-4617), obtidas da micoteca da Secdo
de Micologia e Parasitologia Clinicas do Departamento de Ciéncias Farmacduticas da
Universidade de S3o Paulo, Instituto Adolfo ILutz de S3o Paulo e Instituto de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. : .

5) Metodologia: Os ensaios microbioldgicos foram realizados pelo método das
diluicOes em meios liquidos. Em uma bateria de tubos de ensaio, contendo o 19 tubo,
6 ml de meio liquido e compostos solubilizados, obteve-se as concentragdes iniciais
de 500,0 e 100,0 ng/ml. Partindo-se destas concentracoes, foram feitas as diluic¢es
seriadas. Em seguida, foi adicionado o indéculo de 0,1 ml das suspensoes
leveduriformes e bacterianas. Estas suspensCes foram preparadas, respectivamente,
em agua destilada e solugdo salina esterilizada, a partir de culturas jovens (48
horas), sendo padronizadas através da escala de MacFarland (tubo n9 3). Nos ensaios
com fungos filamentosos,foi adicionado um fragmento dacoldnia repicada 14 dias antes
dos ensaios. Foram feitos ocontroles para os microrganismos e o solvente. As
condigbes para incubacdo foram: 48 horas e 379C para os ensalos com leveduras e
bactérias e 7-14 dias a temperatura ambiente (28-309C) para os ensaios com fungos
filamentosos.

ASs as leituras dos resultados, foi determinada a concentracido fungicida e
bactericida minima (CPM e CRM), en meio s6lido inclinado, com relacdao as
concentracdes do composto que exerceram inibicio - total sobre os fungos e as
bactérias.

Resultados

Decorrido o periodo de incubacdo, foram lidos os resultados em funcdo da auséncia
ou presen¢a de turbidez, relacionados com a atividade do composto. Estes resultados
foram confirmados pela leitura espectrofotométrica (Tabela 1).

Discussao

Mediante as informagbes obtidas na literatura cientifica com relacdo as
atividades medicinais de C. hexandra, realizamos o trabalho para avaliar sua
atividade antifingica e antibacteriana. Nos ensaios microbiolégicos "in vitro",
foram utilizados o extrato metandlico das cascas do caule nas concentragdes 500,0 e
250,0 ug/ml; e o composto 5, 7, 2', 5" —tetraacetoxi-4—fenilcumarina a 100,0, 50,0,
25,0, 15,5, 6,2 e 3,1 ug/ml. O extrato metanolico, na concentracdo de 500,0 ug/ml
apresentou atividade sobre microrganismos, com excecdo da C. albicans. O composto

II na concentracao de 12,5 ng/ml causou inibicdo completa sobre S. epidemidis, e a



25,0 ug/ml foi ativo sobre C.
neoformans, T. rubrum, M. canis,
S. epidenmidis, S. awteus e B,
bronchiseptica, conforme Tabela

T Na determinacao da
concentracio fungicida minima
(CFM) , foram observadcs

resultados positivos a  100,0
ug/ml para C. albicans e T.
nubrnum, e 50,0 ug/ml para C.
neoformans e M. canis.

Os resultados indicam,
portanto, que, tanto o extrato
metandlico das cascas do caule
de C.  hexandrwa, como seu
composto isolado 5, 7, 2', 5°
—tetraacetoxi-4-fenilcumarina

(IT) apresentam atividade
antimicrobiana, com efeitos
fungistatico/fungicida e

bacteriostatico/bactericida.
Estes dados representam OS
primeiros resultados
antimicrobianos desta classe de
composto.
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Tabela 1 -~  Resultados dos ensalos
microbioldgicos com o extrato metandlico de
cascas do caule de Coutarea hexandra e com o

composto 5,7,2",5 "_tetraacetoxi-4-fenilcumarina
em meio liquido.

Simbolos: ++++: Excelente inibicde; +++: Boa

inibicgao; ++3 Inibi¢do regular; +: Valor
discutido, 0: Crescimento total do
microrganismo.

MICRORGANISMO

Extrato e Composto em ug/ml §
3 S
kY
§ = 5 3
3 > é g S < E:
= L) ) =
3 T 803 3 5 3
(3 3 [ = “ “ 0
Extrato 500,0 P e e St L
e Lo 250,0 ++ +HE + B 4
100,07 +h++  HEEE bHEE FRRE SRR bdEE
Composto 50,0 bt bbb bR RRRE RREE FREE bR
5.7 21 5 -
/7,2",5-tetra~ 25,0 T S T o )
acetoxi-4—feni l-
cumarina 12,5 ++ [¢] 0 B s
6,2 + 0 0 ++ FEE 0
3. + 0 0 0 + ++ 0
Controle do Microrganismo 0 0 0 0 0 [¢] 0
Qontrole do Solvente (DMSO) 0 0 9 0 0 0 o
M.0. - Efeito broncodilatador do composto
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Resumo

Rotavirus e adenovirus foram pesqulsados nas fezes de 152 crian-
cas com diarreia aguda, de até 5 anos de idade, em Belo Horizon-
te, no periodo de 1981 a 1985, Os espécimes foram diluidos em so-
lugao tamponada e centrlfugados Os sobrenadantes foram usados
para a deteccao do virus, empregando se o metodo imunoenzimatico
(ETARA). A pesquisa do Rotavirus foi positiva em 32 criancas
(21 ,05%2) e de Adenovirus em 7 (4,60%) tendo sido identificados 2
virus, 31multaneamente, em 3 pacientes. Através de eletroforese
em gel de poliacrilamida 1dent1f1cou—se nas fezes de um paciente
com 3 meses de idade, uma amostra de Rotavirus com perfil do gru-
po C.

Summary

Occunrence of rotavirus and adenovinus  in  children with acute
dionrhoea in Belo Honizont

Rotavirus and adenovirus were searched for in fecal samples from
152 children with acute diarrhoea all of them younger than five
years, in Belo Horizonte, Brazil, from 1981 to 1985. The fecal
samples were stored at —ZOOC before tested for identification of
rotavirus and adenovirus by an enzyme-linked immunoadsorbant
assay. Thirty two (21,05%Z) of 152 samples were positive, for
rotavirus, while 7 (4, 067) were positive for adenovirus; and 3 of
them for both rotav1rus and adenovirus. Rotavirus with group C -
like profiles has been found in a fecal sample from a three
months old chiild.

Rev. Microbiol., s3io Paulo, 19(2):180-183, abr./Jun. 1988.
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Introducao

0s virus s3o importantes agentes de diarréia aguda infantil, tanto nos paises
desenvolvidos como nos palses em desenvolvimento. A enterite viral ocorre de forma
epidémica ou endémica e apresenta, oomO sintomas mais frequentes, além da diarréia,
nauseas, vomitos, febre e anorexia, podendo ser fatal em criancas ou adultos
debilitados (4, 7). Dentre os agentes causadores desta entidade os Rotavirus,
Familia Reoviridae, t&m sido considerados os mais frequentes (7), <om incidéncias
que variam de 20% (1) a 73% (5), enquanto que os Adenovirus aparecem em sequida com
uma frequéncia de, aproximadamente, 5% (1, 9).

Os Rotavirus foram descritos por Bishop & col. (3) que os identificaram, com O
emprego do microscdpio eletrdnico, em fragmentos de ‘duodeno obtidos por bidpsia e
em amostras de fezes de criangas com diarréia, cuja etiologia nao era bacteriana.
Estes achados foram confirmados por outros pesquisadores e, desde ent3o, diferentes
métodos de diagndstico tém sido propostos para a identificacio destes virus, como a
contraimunoeletroforese (12), a fixacSo de complemento (11}, a hemoaglutinagdo por
imumoaderencia (8) e a eletroforese em gel de poliacrilamida de RNA viral (6). Mais
recentemente, Pereira & col. {10) propuseram um método imuncenzimatico que permite
o diagnostico simultaneo de Rotavirus e adenovirus (EIARA)..

Neste trabalho,. procurou-se determinar a incidéncia de Rotavirus e Aenovirus em
criancas com diarréia aguda em Belo Horizonte, ampregando-se o métoda
immoenzimitico do "sandwich" duplo proposto por Pereira & col. {10).

Material e Métodos

Procedéncia e preparo das amosiras de fezes - Foram colhidas amostras de fezes de
152 criancas de até 5 anos, com diarréia aguda, atendidas em ambulatdrios (147) ou
enfermarias (5) do Hospital das Clinicas -UEMG, Salvio Nunes e Sao Domingos Savio,
em Belo Horizonte, no periodo de 1981 a 1985. As amostras de fezes foram diluidas
em salina tamponada (PBS) numa concentragdo de 20% e centrifugadas a 200 g. por 15

minutos. Os sobrenadantes foram distribuidos em aliquotas e conservados a -20<C.

Ensaio {muoenzimatico - Para a realizacio do teste foi utilizado um "kit"
gentilmente cedido pelo Dr. H.G. Pereira do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de
Janeiro, Brasil, empregando-se a metodologia descrita por Pereira & col (10).

As amostras de Rotavirus SA11 e hexon purificados de AMenovirus eram utilizados
como  controle positivo. Como controle negativo eram empregadas as mesmas amostras,
porém na presenca de soro nao hamdlogo. Eram também realizados controles com O
conjugado na presenca dos soros de captura para revelar possiveis reagoes
falso—positivas e como branco, era utilizado apenas o substrato.

Resultados

Os resultados da Tabela 1 mostram cque entre as 152 amostras de fezes examinadas,
32 fogam positivas para Rotavirus (21,05%) e 7 para Adenovirus (4,6%). Em 3 delas
os 2 virus foram identificados, simultaneamente.

A distribuicic sazonal das infecgbes por Rotavirus
acha-se representada na Figura 1.

Na Tabela 2 apresenta-se a distribuicao, de acordo
com a faixa etaria, das criancas com diarréia aguda
causada por Rotavirus e Adenovirus.

Tabela 1 - Incidencia de
rotavirus e adenovirus em
152 criancas com diarréia
aguda em Belo Horizonte ,
no periodo de 1981 a 1985,

As manifestacdes clinicas mais frequentemente Virus Imostras positivas
apresentadas pelos pacientes com diarreia causada pelo N 5
k4 T -
Rotavirus e Adenovirus encontram-se na Tabela 3. Rotavirus 32 21,05

Nenhumn Sbito foi registrado nesta casuistica. Adenovirus 7 4,60
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Tabela 2 - Distribuigao, de acordo com a
idade, de criancas com diarréia causada
por rotavirus e adenovirus, em Belo
Horizonte no periodo de 1981 a 1985,

Arostra de fezes

Faixa etaria Testadas Positivas

{meses) Rotavirus (%) Adenovirus (%)
0a3 46 3(19,5) 3(6,5)
4aé6 42 9(21,5) 204,7)

7 a 12 32 - 9(28,1) 2(6,2)

13 a18 16 5(31,2) 0

19 a 26 3 0 0

Discussao
Os resultados do

presente trabalho, 21,05%
de casos positivos para
Rotavirus e 4,6% para
Adernovirus entéricos, se
aproximam dos relatados
por Azeredo & col. (1), no
Rio de Janeiro.
Percentuais mais elevados
foram obtidos por outros
autores como Baldacci &
col. (2) que, em S3o
Paulo, relatam 35,27% de
positividade para
Rotavirus. Isso
provavelmente se deve ao
uso de técnicas e
reagentes diferentes.

Com relacdo a incidéncia
dos Rotavirus nas
diferentes faixas etarias,
verificou-se, pelos dados
da Tabela 1, percentuais
Crescentes a partir de 0 a
3 meses até 18 meses.

rotavirus

N? ROTAVIRUS / N® CASOS X 100

Tabela 3 — Manifestacdes clinicas
apresentadas por 32 criancas com
diarréia aguda causada por
rotavirus e/ou adenovirus, em Belo
Horizonte, no periodo de 1981 a
1985,

Manifestagdes Rotavirus Adenovirus
clinicas N9 g N ]
Vémitos .23 71,8 2 28,6
Felre 22 68,7 4 57,1
Desidratagao I 8 3
Desidratagio II 16b 78,1 2b 71,5
Desidratagao III 1 0
Desnutrigdo I 11 2
Desnutrigao I 29 46,8 19 57,1
Desnutrigdo III 3 1
Sintomas Respiratdrios 9 28,1 0

Figura 1 - Distribuicdo sazconal das infeccdes per
criancas com diarréia aguda, em Bele
Horizonte, no periodo de 1981 a 1985,

Acima desta idade, com relacdo acs Adenovirus, apenas criancas de 3 a 12 meses

foram acometidas.

Cabe salientar a maior incidéncia da doenca nos meses de inverno, © que também
ocorre em paises de clima temperado como Inglaterra, Austrdlia e Estados Unidos

7.

Apesar de as criangas estudadas serem de baixo nivel sécio—eoonfimico, nac houve

Obitos e a gravidade da doenca foi média,
Tabela 3. Os casos de desidratacio e desnutricao

raros.

conforme se verifica pelos dados da

do tipo III foram relativamente

Cabe referir que uma amostra procedente de um paciente de 3 meses de idade, cujo
resultado foi duvidoso através da reacio imuno-enzimatica, quando sukmetida a
eletroforese em gel de poliacrilamida no Instituto Oswaldo Cruz pelo Dr. H.G.
Pereira mostrou um perfil iqual ao dos atipicos do grupo C. Muitas das suspensoes
estudadas no presente trabalho foram também examinadas no referido Instituto onde

foram confirmados os resultados.
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Resumo

Efeito Inibidorn do interferon de amnio humano (Hu Am I1FN) sobre
quatro viws de plantas.

0 efeito do Hu Am IFN em quatro sistemas virus-planta foi
avaliado wusando-se Datura stramonium e Nicotiana glutinosa para
MV, Nicotiana tabacum para TSWV e Gomphtena globosa para PVX.

Em todos 05 sistemas as preparacées de Hu Am IFN induziram uma
inibigao de cerca de 407 sobre o numero de 1lesGes locais
induzidas pelo virus., O sistema G. globosa X PVX foi selecionado,

por conveniencia, para a maioria dos experimentos,

Usando-se um intervalo de tempo de 72 horas, entre o tratamento
com o IFN e a inoculacao do virus, verificou-se que:

a. baixas concentragoes de Hu Am IFN ou de IFN alpha recombinante
foram ativas.

b. o estabelecimento do estado antiviral foi impedido por um
pré-tratamento com Actinomicina D ou pela termoterapia (incubacao
das plantas a 329C).

c. o efeito inibidor do IFN foi revertido pelo anticorpo
especifico para IFN de leucécito humano.

Esses resultados reforgam a idéia de que os IFNs humanos
desencadeiam, nas plantas, um estado antiviral semelhante ao
induzido pelos fatores antivirais ce plantas.

Sumnmary

The effect of human amniotic interferon (Hu Am IFN) on different
plant-virus systems was evaluated wusing D. stramonium and N,
gﬂut&noéa for tobacco mosaic virus (IMV); G. globosa for potato
virus X (PVX) and N. Ztfabacum for tomato spotted wilt virus
(TSWV). In all systems, Hu Am IFN preparations induced a
reduction above 407 in the number of local 1lesions in the
inoculated leaves,

* Work partially supported by grants from FINEP B-76.81.237.00.00,
SAA/IB - 5.4.85.0195.00 and FIPEC.
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The system G. globosa X PVX was selected for the majority of the
experiments for convenience.

Using 72 hours as time interval between IFN treatment and virus
inoculation it was shown:

a. very small concentrations of Hu Am IFN or pure r Hu alpha 2
IFN were active;

b. the establishment of an antiviral state was prevented by a
pre-treatment with AMD or by incubating plants at 329C;

c. the inhibitory effect of IFN was reversed by the antibody
specific to human leukocyte interferon.

These results reinforces the idea that human IFNs <(alpha and
beta-like) exert in plants an antiviral activity similar to that
induced by plant antiviral factors.

Introduction

In the last few years, many evidences have shown that plants, as well as
vertebrates, are endowed with an active defense mechanism induced by viral
infection or by some other inducers (8,9,14,16). This mechanism was associated with
the appearance of new proteins and is being studied by many research workers (16).
On the other hand, a mechanism similar to the interferon (IFN) response in
vertebrates was attributed to the release of an antiviral factor (AVF) (already
isolated and characterized) (14), or to inhibitors of viral replication (6).

The similarities between AVF and IFN led some authors to study the effect of
human IFN on plant viruses. Orchansky et al. (11) have shown that human IFN from
leukocytes and fribroblasts could protect tobacco plants against tobacco mosaic
virus (ITMV) infection and Rosenberg et al. (13) have demonstrated that natural and
recombinant human leukocyte IFN inhibit TMV multiplication in tobacco protoplasts.
Similarly Vicente et al. (17) recently demonstrated the inhibitory effect of Human
Gamma IFN (Hu g IFN) against TMV and Potato Virus X (PVX).

However Antoniw et al. (1) concluded that human IFN had no direct effect on
TMV-RNA infectivity, local lesion development and virus multiplication when applied
to tobacco plants.

Also Huisman et al. (7) and Ioesch-Fries et al. (10) working with alfafa mosaic
virus observed no significant decrease of virus accumulation in isolated
protoplasts after treatment with recombinant interferons (alpha and beta).

In this paper evidence is presented that human amniotic (Hu 2m) and human
recombinant alpha 2 IFN can protect plants against some viral infections., For this
protection, similar conditions as for IFN action in vertebrates are required.

Material and Methods

Interferons - Human amniotic interferon (Hu 2m IFN) (beta-like) was obtained from
amnions infected with Sendai virus, according to Fournier et al. (5). Purification
was done by affinity chromatography in Cibacron Blue F3-GA-agarose (4).

Specific activity of crude Hu ZAm IFN was 300 units per mg of protein and that of
the purified product was 3000 units per mg of protein. Mock preparations were
obtained by mixing media from amniotic membrane cultures and Sendai virus. Human
recombinant a Sha 2 (rHu alpha 2) IFN, obtained from Schering o., was purlfled to
an excess of 10” units per mg of protem

Antibody - The NIH (G-026-502-568) standard antibody for human leukocyte interferon
was used.

Plant hosts and viwses - Datura stramonium L, and Nicotdlana glutinosa L. were
chosen as local hosts for T™V; Gomphrena globosa L., for potato virus X (PVX) and
Nicotiana tabacum I.. "White Burley", for tomato spotted wilt virus (TSMV). TMV
inoculun source was a partially purified preparation (0.3 pg/ml). For PVX and TSWV
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the inoculum consisted of a crude sap prepared by macerating infected leaves (1:10
w/w) with 0.5% sodium sulphite.

Experimental procedures - Interferons were diluted to 100 international reference
units (human fibroblast IFN-NIH G-023-902,.527) with phosphate buffer 0.001 M, pH 7
ard brushed onto the upper surface of host leaves. In all cases, two leaves per
plant were treated, except for N. tabacum X TSWV when only one leaf was used. After
different time intervals the virus was mechanically inoculated on treated and
control plants. Controls received either phosphate buffer or mock IFN preparations
with the same protein concentration of the crude Hu Am IFN samples.

For neutralization of IFN activity, r Hu alpha 2 IFN was diluted to 24 IU/mil,
mixed with the antibody diluted to 1:750 (equal volumes) and incubated at 379C for
60 min, The materials were then applied to 6. globosa leaves and infected with PVX
as described above, This dilution of antibody was able to neutralize the antiviral
activity of rHu alpha 2 IFN in the VERO-EMC-system more than 99%,

For the experiments with actinomycin D (AMD), plant Ileaves weré “brushed with
either an aqueous solution of 2MD (5 pg/ml) or with distilled water. After one hour
the leaves were thoroughly rinsed to remove excess of the antibiotic. Three hours
after rinsing, the plants were divided in two groups, one receiving IFN and the
other phosphate buffer as control.

To study temperature effect on the reversion of IFN antiviral activity, groups of
ten G. globosa plants received one Hu Am IFN treatment (by brushing the leaves) and
were incubated at 329C (8 hours photoperiod) with different time intervals as seen
in Fig. 1. After 72 hours from the beginning of the experiment all plants were PVX
inoculated and transferred to a glasshouse. As controls equal number of plants were
brushed with phosphate buffer and submitted to the same treatments.

When controls showed
typical symptoms, local
lesions were counted and the
inhibition percentage (IP)

Figure 1 - Effect of the temperature (329C) on the
reversion of the antiviral activity of Hu Am IFN on
G. globosa x PVX system.

was calculated according to Symbols: 1IP -~ inhibition percentage calculated
the formula: IP= 1-A/B Xg100 using the average number of local lesions in 12
: S leaves.,

in which A = average number
of lesions produced by S Izec
treated leaves and B =
average number of lesions
produced by controls.

For each experiment at
least six plants were used
per treatment and the
experiments were repeated at | - |
least twice. Tables present
the results of one typical

.................. 229C ( room temperature )

IP %

expers B e 0
The results were submitted e
to statistical analysis. .
................ [——
Results arnd Discussion B T———————. 0
The interval of 72 hours ey e 42

between IFN treatment and
virus inoculation was the
most suitable when different timme intervals were tested using N. glutincsa X TMV
and G. globosa X PVX combinations. Thus, this interval was used in all experiments,
unless otherwise stated. In tobacco protoplasts (13) or tobacco leaf discs (11) the
protection induced by IFN was reached in shorter time intervals. Since in this
paper whole plants were used, it is plausible that the protection kinetics may be
different.

The results of Hu Am IFN inhibitory effect in four virus-host systems is shown in
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Table 1. Inhibition of virus replication was observed in all systems and similar
1Ps were obtained, akove 40%. These experiments were repeated several times and
although local lesion mumbers varied in different experiments IP values were
consistent. For reasons of convenience further experiments were carried out with G.
globosa X PVX. Similar results were shown by Orchansky et al. (11) working with
human natural beta and recombinant alpha interferons in T™V infected tobacco
"Samsun” leaf discs and also by
Rosenberg et al. (13) using
huan natural and recombinant
leukocyte TFN in TMV infected
tobacco protoplasts. Furthermore
Vicente et al. (17) showed that
Hu g IFN could significantly

Table 1 - Inhibition of plant virus by the
human amniotic interferon (100 U/ml1)@.

Symbols: a - 72 hours interval between IFN
treatment and virus inoculation; b - average
number of local lesions / leaf (12 leaves); IP
— Inhibition percentage.

decrease the number of Jlocal

: . : Host virus P IP%

lesions in G. globosa x PVX and Control IFN

D. sthamonium X TMV. However, it Datuna stramonium L.  Tobacco mosaic virus 68 34 50

must be pomted out that geveral z&:corx}ana gltgténofsa L. Tobacco mosaic virus 30 18 40
j{cotiana tabacum L. Tomato tted wild virus 83 48 42

authors (1,7,10) could not “White burley" spottes wid v

demonstrate protection in Gomphrena globosa L. Potato virus X 51 24 53

infected - plant tissues using
human interferons. These apparent discrepancies could be dwe to different degrees
of sensitivity to interferon shown in different plant virus host systems as it has
been extensively shown in several Vertebrate systems (15).

Table 2 shows the results of decreasing concentrations of purified Hu 2Am IFN
preparations in comparison with r Hu alpha 2 IFN. Very small IFN concentrations
such as 0.0010 U/ml (for r Hu alpha 2 IFN) or 0.00010 U/ml (for partially purified
Bt Am TIFN) were still active and in both cases induced an IP of 46%, A very
intriguing result was the high sensitivity of G. globosa leaves to very low dosages
of Hu Aun IFN or r Hu alpha 2 IFN, much lower than in the homplogous human systems.
This was also shown in TMV-infected tobacco leaf discs (11) or protoplasts (13).
This unusual behaviour deserves to be further

investigated. Table 2 -  Effect of human
The effect of AMD on the establishment of amniotic  interferon (IFN) and

an antiviral state was investigated in G. recombinant human alpha 2 IFN

globosa X PVX and in N. glutinosa x TMV concentrations on PVX inhibition

systems (Table 3). In this case the interval in G. globosa leavesa.

between IFN treatment and virus inoculation Symbols: a - 72 h  interval

was shortened to 24 and 48 hours, for N. between IFN treatment and virus

glutinosa x TV and G globosa x PVK inoculation; b - Average number
respectively, due to the possible toxic of local lesions/leaf (20
effects of aMD. A reversion of virus leaves) ; Ir - Inhibition
inhibition was observed only in the N. percentage.

glutinosa x TMV system. For G, globosa x PVX
system this effect could not be observed as a

consequence of the shortened time interval Treatment Concentration IIFISD — Ip%
between treatment and inoculation. These T0/ma '
experiments, using AMD, demonstrated that in E\jmm ﬁN fiea
” ia ur i i

plants as well as in Vertebrate systems preparation 100 2T'6.68 66
synthesis of m RNA is crucial (15). 1.0 1729.48 72

Furthermore, the protective effect of IFN 8:88810 %?E;fﬁo 12
in G. globosa was suppressed when the plants Mock IEN 0 61216.50 -
were incubated 72 hours at 329C (Fig. 1). Recorbinant human
Thus, temperature seems to be an alpha 2 IFN 0 , g%}“ 57
. indispensable requisite for the development 1.0 3831%?21 2113
of TIFN protection, similarly to what cccurs Sl B u
for the appearance of resistance associated 0,000 41%17.59 46

proteins (RAPs) (18}).

The antiviral effect of r Hu alpha 2 IFN
could also be reversed by antibody specific
to human leukocyte interferon in the G. globosa x PVX system (Table 4). This

0.00010 54%*11.88 29
0

Mock IFN 76£16,87 -~
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: . . 1 .
Table 3 - Effect of actinomycin D (AMD) Table 4 - Reversal of
on the reversion of the inhibition the antiviral effect
induced by human amniotic interferon in of r Hu alpha 2 IFN by
two plant-virus systems., ' antibody on G. globosa
Symbols: a - average number of Jlocal x PVX system. _
lesions/leaf (12 leaves); IP - Inhibition Symbols: a - average
percentage. number of local
lesions/leaf (20
Treatment N. glutinosa x TW G, globosa x PVX . _
a CIP % 112 P % lea\'reg) ? P
Inhibition percentage;
Water - buffer - virus .
{control) 33 - 67 - Ab ~ Antibody.
Water - IFN - virus 17 48 51 24 .
AD - buffer - virus 29 12 61 9 Treatment  LI2LSD Ip %
AMD - IFN - virus 32 0 77 0
Mock (control) 88722 | -
Variation ccefficient 30.5 22,2 Mock + 2b 8 217 7 4
least significant IFN 51 = 12 43
difference (Tukey 5%) 13.7 23.0° IFN + Ab 83117 6

inhibition and its neutralization by antibody demonstrates that these results.
primarily due to IFN molecules.

are

The results presented in this paper show that plant protection ‘induced by IFNs
requires similar conditions to those necessary for IFN action in vertebrate cells

and for antiviral factors (AVFs) and RAPs in plants. Thus, as already pointed

out

by several authors (2, 3, 6, 12, 14), plants and animals exhibit a mechanism of

virus resistance which is, in some aspects, very similar,
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Resumo

No presente trabalho, foi investigada a producdo de interferon
nos tecidos da placenta humana induzidos por diferentes virus. A
membrana amnictica mostrou ser mais eficiente produtora de inter-
feron quando infectada pelo virus da doenca de Newcastle (NDV)

que a membrana ou as vilosidades coridnicas. A irradiacdo do NDV
- com a luz ultravioleta (UV) diminuiu sua capacidade indutora nos

trés tecidos placentarios. Os niveis de interferon encontrados em

culturas da membrana amniotica ou coriomica, induzidos por virus

para~influenza I (Sendai), foram muito diferentes, dependendo da

placenta wutilizada, tanto com o virus vive como o tratado com a

UV. Quando vilosidades corionicas foram infectadas com este vi-

rus, nao foli encontrada atividade de IFN. Testes comparativos

mostraram que o NDV € melhor indutor de interferon do que o virus .
Sendai em membrana ammictica. Os virus Sindbis e Oriboca (vivos

ou inativados pela UV) nao induziram titulos mensuraveis de in—

terferon em qualquer dos tecidos mencionados. Concluiu-se que o

sistema NDV - membrana amnidtica é o mais eficiente na inducao de

IFN e merece investigacles mais abrangentes.

Summary
Production of interferon by the human placenta

The production of interferon (IFN) by human placental tissues
induced by several viruses was investigated. Amniotic membranes
were more efficient than chrionic membrames or villosities when
infected with Newcastle disease virus (NDV). Ultraviolet (UV)
irradiation of NDV diminished its interferon inducing capacity in
the three placental tissues. IFN levels ‘found in amniotic or
chorionic  membrane cultures induced by 1live or UV-treated
parainfluenza type 1 (Sendai) virus were very inconsistent,
depending on the placenta employed; no IFN activity was found in
chorionic villosities infected with this virus. Sindbis and
Oriboca viruses (live or exposed to UV) did not induce detectable
amounts of interferon in any of the tissues mentioned above,
Thus, the system NDV - amniotic membranes is the most efficient
and it deserves to be explored further.

Introducio

Os interferons (IFN) constituem wma familia de proteinas produzidas por células

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 19(2):190-195, Abr./Jun. 1988.
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de vertebrados, com atividade bioldgicas diversificadas, das quais a mais bem
estudada é a atividade anti-viral.

Estas proteinas tém sido empregadas em ensaios terapéuticos em viroses e canceres
(17). Para o seu emprego no homem, sua producdo industrial foi desenvolvida,
empregando-se  leucocitos de sangue periférico (5), estirpes celulares derivadas de
prepicio humano, especialmente a FS-4 (19), a linhagem celular linfoblastoide,
Namalva (20) e mals recentemente, por técnicas de DNA recombinante em bactérias
(10) ou fungos (6).

Una outra fonte de tecido humano utilizada foi o Fmio derivado da placenta (9).
Esta & uma matéria prima de baixo custo e de facil obtengdo em nosso meio e, como a
metodologia utilizada por Fournier e col. (9) fosse relativamente simples, o que
poderia levar & producdo de IFN de custo reduzido, resolveu-se investigar o
potencial das trés partes da placenta-amio, corion e vilosidades coridnicas ~ na
producdo de interferon.

Material e Métodos

Cefulas Vero - Linhagem derivada de rim de macaco  verde (Cercopithecus aetiops),
adquirida da ATCC (Rockville, Maryland, USA), foi subcultivada em meio 199
suplementado com 5% de soro de carneiro inativado e antibidticos.

Vs - O virus da doenca de Newcastle (WDV), amostra victoria, e o virus
parainfluenza I (Sendai) foram multiplicados em ovOS embrionados de galinha. Os
virus Sindbis e Oriboca foram crescidos em células Hela (duas passagens) e em
células Vero {passagem final). '

Os virus Sinbdis e Oriboca foram titulados em células Vero pela determinacdo das
unidades formadoras de placa {PFU}. A infectividade do primeiro também foi avaliada
pelo aparecimento de efeito citopatico para 50% das camaras em placas de
microtécnica (WIDgg) (9); e a dos virus  Sendai e NV, pela medida das doses

infecciosas para 50% dos ovos embrionados (EIDgg) (16) 5 0s titulos dos virus
empregados na inducdo de interferon foram: virus Sindbis - 107/ a 108 PFU/ml; vi
oribods - 705 & 106 DFU/ml; virus Sendai - 107,8 e 107 EIDso/ml) ; NDV-10° e 101
EIDSé/ml.

A inativacao dos virus pela luz ultravioleta (UV) foi feita pela sua exposigdo a
uma 13mpada germicida colocada a 19 cm de distancia das placas de Petri, contendo a
suspensao viral. A plataforma contendo as placas oscilava cerca de 65 vezes por
minuto. Os fluidos alantéicos, contendo virus NDV e Sendai, foram dializados contra
20 volumes de PBS (salina tamponada com fosfato pH 7,2; 0,01M) antes da exposicao a

Tecidos pﬁacem:&lu}ozs - As placentas de parto cesareano foram coletadas com frasco
conterndo solucio salina de Hanks (SSH) e antibidticos. A membrana amnictica foi
separada da membrana coridnica e lavada em SSH, Estas e as vilosidades coridnicas
foram cortadas em fragmentos de aproximadamente 1cm? e lavadas novamente em SSH.
Alguns cortes de membrana amnictica foram observados ao microscOpio, para verificar
se as células estavam livres de granulagdes grosseiras e se seus limites eram bem
visiveis, como indicadores do bom estado da placenta.

Producdo de interferon - Os fragmentos de tecido placentario foram distribuidos em
frascos de Erlenmeyer de 120 ml e pesados. Foram adicionados a 5g de tecido, 4ml de
suspensao de virus conforme mencionado e os frascos incubados por duas horas a
379C, com agitacgo de 30 em 30 minutos. O excesso de virus foi removido e foram
acrescentados 30ml 'de meio 199, suplementado com 2% de soro de carmeiro e
antibidticos. O tecido foi incubado a 379C e 24, 48 e 72 horas apos a indugdc, ©
meio foi colhido e volume igual de meio foi acrescentado. Os meios foram dialisados
contra tampao cloreto pH2; 0,06M e, em seguida, contra PBS e conservados a 4eC
(méximo 30 dias) ou a -209C por periodos mais longos.

Titubacdo de interferon - Foi feita em microteécnica, conforme método descrito por
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Ferreira (8) com ligeiras modificacSes. C8lulas Vero, em placas de microtécnica,
foram expostas a diluicSes dos materiais por 24 horas a 379C; o neio fol desprezado
e as células infectadas com aproximadamente 100 WID5q de virus Sindbis. As placas
foram reincubadas e a leitura foi realizada quando o efeito citopatico correspondia
a 75% de destruigdo celular nos controles de virus. O titulo do IFN era dado pelo
inverso da diluicdo em que o efeito citopatico era reduzido 3 metade do encontrado
nas camaras de controle de virus. O coeficiente de variacdo foi de 53%, em 33
titulagbes realizadas,

Os titulos apresentados neste trabalho, foram ajustados com o padrao
internacional de IFN humano 69/19 para unidades internacionais (U1).

Tabela 1 - Produgao de interferon em placenta

humana. Inducao por ~ virus da doenca de
Resultados Newcastl]e.
Simbolos: a -Unidades internacionais; b -

NDV como indutorn - Os resultados

: . Media de pelo menos trés experimentos.
dos experimentos realizados com o :

NDV, estdo representados nas Tecido Tempo aps  Interferon produzido (U/0,15ml)
Tabelas 1 e 2, Verificou-se que a indugdo h)  Mediay Variagso
viabilidade coridnica nao Membrana amidtica 24 150 80 - 180
produziu nivel mensuravel de s w 30 - 180
interferon e que a membrana Membrana corifnica . 24 30 <10- 80
corionica apresentou baixo titulo 48 <10 0

de interferon, nas 24 horas ; 2 <10 0
POs-inducdo, nos experimentos com =~ Vilesidade corifnica - o g

o NDV vivo {Tabela 1). Em dez 72 <10 0
experimentos, a membrana

amnidtica apresentou bons titulos

s ‘Tabela 2 -~ Producao de int lacent
de IFN (dados rdo mostrados). A abela roducao de interferon em placenta

T 12 2 TS humana. Inducao por virus da doenca de
abela .févela que g eflc;.]g;c:_ai Newcastle irradiado pela luz ultravioleta.
COmo indutor, O € Simbolos: a - Média de titulos obtidos em

gradualmente perdida com o

; T unidades internacionais.
aurento do tempo de irradiacdo de

w. Tecido Tenpo apds  Interferon produzido (UL/0,15ml)
indugdo (h) 'I‘benpo de 36.rrad1a<;a80 (segm?gg
Vinus Sendai como  induton - Menbrana amniética 24 150 80 80 15
Quando o virus vivo foi usado 3 A oo
COmo indutor (Tabela 3), Membrana corifnica 24 30 <10 <10 <10
observou-se que, de seis e cinco 48 <10 <10 <10 <10
placentas pesquisadas, apenas uma i 72 <10 <10 <10 <10
membrana  amidtica e | wma Vilosidade corifnica 24 DO A
coridnica produziram bons niveis 72 <10 <10 <10 <10

de IFN, respectivamente.

A agao da luz ultravioleta - .
sobre a capacidade indutora deste Tabela 3I—dPr(3dugao dg 1nt§rferc_mv. em placenta
virus foi investigada em cinco humana. Inducao por virus Sendal vivo.

placentas. Para isto, o virus foi i;mbOIOS: ‘;“ - [inlda;‘zes gn;ernac?ogalsé b -
s -~ . . ~ f=3

submetido 3 irradiacdo por 30, acentas a4 ed a oram induzidas pela
120 e 240 segundos e, em seguida, WeS®a preparacao de virus.

f(?l adicionada gos fragmentgs_dos Tecido Tempo_apSs * Interferon produzido (UI,/0,15ml)
diferentes tecidos placentarios, inducé {h) , l;laceszta ne

segundo tecnica ja descrita em o : >
Material e Métodos. De +trés |‘tembrana amistica 24 <10 <10 80 <10 <5 10
A L . 48 <10 <10 10 <10 <5 5

membral'}as amnlotJ_.cas mdlllzma§ 72 <10 <10 40 <10 <5 10
com  virus Sendai, sukmetido 3 Menbraga coridnica 24 <10 160 <10 <10 <5
irradiacao durante 120 segqundos, ;‘g :;g 128 o <}g g

he Ca < < <
titulos promissores de IFN foram Vilosidade coriSnica 24 a0 20

observados em apenas uma (600, 48 <10 20

80, 150UL/0,15ml em 24, 48 e 72 ” <1020

horas respectivamente). E, em -
outra, os titulos encontrados foram 80, 80 e 40 UL/0,15ml em 24, 48 e 72 horas
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respectivamente, com virus Sendai irradiado por 30 sequndos. Com 240 segundos de
irradiacio, houve uma queda na producdo de IFN (<20UL/0,15ml em 24 a 72 horas). Ja
com membrana coriénica, os titulos foram inferiores (40, 40 e <5UL/0,15ml em 24, 48
e 72 horas) aos encontrados em amnio. Portanto, os titulos de interferon foram
inconsistentes ou muito baixos.

Comparacao entre o NDV e o virws Sendai - Face a atividade indutora inconstante do
virus Sendai e & possibilidade de se tratar de fator(es) ligado(s) a membrana
amidtica, foram realizados onze experimentos com o proposito de estabelecer um
confronto entre a atividade dos dois indutores, utilizando o virus Sendai vivo e
irradiado por 120 sequndos e o NDV vivo. Os resultados obtidos (Tabela 4),
demonstraram que o NW sempre induziu maiores quantidades de IFN em relagao ao
virus Sendai.

Tnducdo de TFN por vinus Sindbis Tabela 4 -~ Comparacao entre os titulos de
e vinus O/ziboia No se interferon obtidos pelos virus da doenca de
consequi verificar- a presenca Newcastle (NDV) e Sendai membrana amniotica
qut b humana.
de IFN nos experimentos . X . . .
realizados com cada un dos Simbolos: a - Unidade internaclonais; b -
tecidos plécentérios usando—se Irradiado pela luz ultravioleta.
7

como indutores o virus Oriboca Indutar }‘ma‘po&apc‘i) Tnterferon produzido (ur,/0,15mi)
(quatro experimentos) e o virus , e ; 5 3
Sindbis , (tres J_EXF =Ll [!E}}tos) MV vivo 24 >40 . 160 160
tanto vivos quanto irradiados 48 > 40 120 80
pela luz ultravioleta (por 10 e 72 > 40 80 40
30 segundos para virus Oriboca; Sendal vivo ig 3 1
30 sequndos para o virus 72 4 10
Sindbis). " Sendal Uvy, 2 min. 24 <10 s

48 <10 < 20

72 <10 < 20
Discussao

Dentre os tecidos placentarios, a membrana amnidtica foi a que se mostrou mais
susceptivel a inducdo de IFN pelo NDV (Tabela 1). Resultados similares foram
obtidos por Gresser & Enders (12); Fournier & col. {9). Contudo, Rita & col. {16)
conseguiram produzir IFN em culturas de células corifnicas humanas inoculadas com
NDV, amostra Rome. Os dados relatados diferem, provavelmente, destes Ultimos,
devido 3s diferentes amostras viricas utilizadas.

A Tabela 2 mostra resultados semelhantes aos encontrados por Babayants & col.
(11) em leucdcitos, isto &, ndo houve melhora na produgdo, com a inativacao parcial
de NDV. Valenta & col. (21) porém, observaram que este virus, irradiado pela WV por
20 sequndos, tinha a capacidade indutora de IFN aumentada em leucdcitos humanos.
Isto pode ser devido a0 menor tempo que o virus- foi submetido a irradiagdo, pois
ros experimentos realizados o tempo inicial foi de 30 segundos.

O virus Sendai vivo induziu titulos aprecidveis de IFN em apenas duas menbranas
amnioticas, entre seis pesquisadas, e em uma membrana corionica, de cinco estudadas
(Tabela 3). Conforme pode ser visto em Resultados, quando o virus era irradiado
pela W, bons titulos foram produzidos, porém o aumento no tempo de irradiagdo para
240 segurdos levou a uma queda na produgdo de IFN. De modo analogo, Fournier & col.
(10) mostraram um aumento na producdo de IFN, em membrana amnidtica, a medida que
aumentava a radiacdo, sendo que o produto maximo era alcangado com 5,100 e‘rgs/mmz.
Acima desta quantidade, ocorria uma diminuicao no IFN produzido. Outros autores
investigaram este problema, como G. Gifford (comunicacdo pessoal) que observou gue
era nula (<10) a capacidade de o virus Sendai vivo ou irradiado produzir IFN em
membrana amniotica. Banatvala & col. (2) verificaram que nenhum IFN foi produzido
em Zmnio, pelo virus Sendai vivo até 72 horas apds inducdo. Possivelmente, existem
anticorpos contra o virus Sendai em varias placentas humanas ou algum fator
neutralizador semelhante ao encontrado em amnio e corion humanos, infectados por
poliovirus (Gresser & ool. (13)). Em globulos brancos, Falcoff & col. (7), K.E.
Mogensen & K. Cantell (comunicacdoc pessoal) observaram nao haver vantagens na
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produgao de interferon pelo virus Sendai irradiado pela W.

Tanto o virus Sindbis quanto o virus Oriboca, fortemente interferentes em
fibroblasto de embrido de pinto (11) ndo produziram niveis mensuraveis de IFN em
tecidos placentarios, O primeirc tem sido mostrado como um indutor variavel:
Bucknall (4) conseguiu produzir altos titulos de IFN em células derivadas de pulmio
erbrionario humano; entretanto, G. Gifford (comunicacdo pessoal) demonstrou que
apenas 250 unidades por ml foram liberados por fragmentos de dmnio., Além disto, em
leucdcitos (7) e em fibroblasto de pele e misculo embrionario (3), o virus S:Lndbls
nao mostrou ser bom indutor.

Esta baixa capacidade do v:.rus Sindbis e virus Oriboca na produgdo de IFN pode
ser devida 3 concentracio mixima (108 PFU/ml) empregada nos experimentos ou
conforme sugeriram Billiau & ool. (3), 2 baixa infectividade das amostras usadas
para células humanas.

Como se pode verificar dos resultados, a amostra Victoria de NDV provou ser a
melhor indutora, dentre os virus testados em dmmio humanc®, de modo analogo aos
achados de Billiau & col. (3), que usaram . fibroblastos embrionarios de pele e
misculo, em que o NDV e virus Sendai mstra.ram ser melhores indutores dentre varios
testados.

Dos tecidos placentarios, o &amio & o que produz titulos mais altos e
consistentes de interferon e o sistema &mio-NDV mostrou maior eficiéncia, e devera
ser investigado de modo mais abrangente.
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Summary

Levan and ethanof production by ZIymomonas mobilis CP4 mutants
during sucrose germentation :

The hypothesis that the blockage of levan synthesis in Zymomonas
mobilis CP4 (Lev™ mutant) would result in more ethanol production
during sucrose fermentation was tested. Sixty-seven cultures
originated from Z.mob{fis CP4 cells treated with NIC were
utilized. The estimation of 1levan production allowed for
classification of cultures into five distinct groups, two of
these consisting of cultures with greater levan production
capacity, one with similar and two with lower capacity than the
original CP4 culture. Levan and alcohol were determined
quantitatively as a function of sucrose consumption in nine
cultures belonging to the group of Ilower levan production
capacity and in one, CP444, which produced the highest amounts of
levan. Levan and alcohol production by the nine cultures was
equivalent to that of the original CP4 culture, according to thé
Scott-Knott statistical test. The CP444  culture produced
significantly more 1levan and less alcohol than the other
cultures.

The initial hypothesis can not be discarded, however the
identification of the CP444 mutant justifies the elaboration on
studies with the objective of wutilizing Z.mobifis CP4 for
production of the polymer since levan has inumerous commercial
applications.

Resumo

Foi testada a hipétese de que o bloqueio da sintese da levana em
Zymomonas mobifis CP4 (mutantes Lev~) pudesse resultar em um
_maior rendimento de etanol durante o processo fermentativo de sa-
carose. Utilizaram-se para o estudo 67 culturas provenientes de
células de Z,mobilis CP4 tratadas com NTIG. A estimativa da produ-
¢do de levana possibilitou a classificacao das culturas em cinco
grupos distintos, sendo dois deles constituidos por culturas com

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 19(2):196-201, abr./Jun. 1988.
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maior capacidade de producao de levana; um com capacidade seme~
1hante e dois com menor capacidade que a:cultura CP4 original. A
seguir determinou-se quantitativamente ¢ teor de levana e alcool
em funcido do consumo de sacarose de nove culturas pertencentes ao
grupo Ccom menor capacidade de producao d¢ levana e de uma, a
CP444, que foi a maior produtora de levana. A producao de levana
e alcool pelas nove culturas foi equivalente a da cultura CP4
original, pelo teste de agrupamento de médias de Scott-Kpmott. A
CP444 produziu levana em quantidade significativamente malor e
alcool em quantidade significantemente menor que as outras cultu-
ras. A hipdtese inicial ndo pode set desconsiderada, porém a
jdentificacdo do mutante CP444 justifica a realizagao de estudos
visando a utilizacdo de Z.mobifis CP4 para a producao do polime-
ro, uma vez que a levana tem inGmeras aplicacdes comerciais.

Introdugdo

O etanol produzido no Brasil & obtido basicamente da fermentagdo de sacarose por
leveduras, principalmente estirpes de Saccharomyces cerevisiae. No entanto, existem
bebidas alcodlicas, de uso bastante difundido em certas regides tropicais da Asia,
Africa e Amnérica, cuja fermentacZo é feita por bactérias do género Zymomonas (17,
20). A possibilidade de utilizar Z.mobilis para producao de alcool pode representar
aa  alternativa para as indistrias. Esta bactéria apresenta tolerancia a altas
concentracdes de glicose, de sacarose e de etanol (16, 17, 20), pode tolerar pH
entre 2,5 e 7,5 e apresenta um bom rendimento em etanol (17). Contudo, a Z.mobilis
apresenta algumnas caracteristicas que dificultam seu usoC na produgao de etanol en
escala comercial. Entre estas destacam-se a capacidade de fermentar apenas glicose,
frutose e sacarose (16, 17, 20) e de produzir levana a partir de sacarcse, o que
diminui a convers3o do agucar em alcool (5, 12, 16).

Importante aspecto desse mecanismo enzimitico foi esclarecido para Dawes & col.
(5), ao demonstrarem que a levana é produzida a partir de sacarose, mas nao de
glicose ou frutose ou de mistura de ambos. Fmbora, se saiba que a principal via
catapblica de sacarose inicia-se apds a separacdo hidrolitica das moléculas de
‘glicose, os autores sugeriram que a enzima levana-sacarose pode ser a responsavel
tanto pela formacdo de levana quanto pela hidrdlise de sacarose, dependendo se O
aceptor for frutose ou agua, respectivamente, na sequinte reagdo: n sacarose +
aceptor -» n glicose + frutose ou n levana.

A Z. mobilis nio parece utilizar o fosfordlise na degradacao da sacrose o que a
torna energeticamente menos eficiente na utilizacdo da sacarose. A principal via
catabdlica da sacarose inicia-se apds a separagdo hidrolitica das moléculas de
glicose e frutose.

Contudo, a demonstracgdo da presenca de duas enzimas constitutivas distintas e
altamente especificas e com mecanismos de regulagao distintos, a glicoquinase e a
frutoquinase permitiu a inferéncia de que a falta de um produto de inibigdo para
ambas as enzimas seja um dos fatores—chaves responsaveis pela alta tolerancia
desse organismos ao etanol (6, 7).

Diversas estirpes de Z.mobilfis s&0 capazes de converter glicose e sacarose
eficientemente em etanol (16, 17, 20). Assim, as culturas de Z. mobL{lis CP4
consumiram £9,96% de sacarose da cana-de-actcar, convertendo, em etanol 90-97% da
producdo tedrica em fermentadores de 2,5 1, com agitagao. Comparativamente,
culturas de Saccharomyces spp consumiram 96-98% da sacarose de cana, com uma
conversio de apenas 75-79% da produgao tedrica (14).

Técnicas de genética microbiana e molecular tem sido estudadas em Z. mobALLs onde
se inclul o uso de agentes mutagénicos para melhorar algumas das propriedades da
bgctegia e, também, facilitar as andlises das suas caracteristicas genotipicas (2,
18, 19).

Foi testada a hipbtese de que o blogueio da via de sintese da levana em Z,mobilis
CP4 (mutantes Iev~) pudesse resultar em um maior rendimento de etanol durante o
processo fermentativo de sacarose. Com esse objetivo foram induzidas mutacgoes com
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N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina em  Z.mobd{Zis CP4 selecionando-se e
caracterizando-se as células mutantes. :

Material e Metodos

Foi utilizada a bactéria Z.mobilis CP4, isolada por Goncalves de Lima & col. (9)
a partir de caldo de cana fermentado, por ser a recomendada para trabalhos de
melhoramento em razao do seu bom crescimento em meio s6lido, da tolerincia e altos
niveis de etanol e da capacidade de doar diversos plasmidios (16). Para o cultivo e
conservacao da bactéria foi utilizado o meio RM de Goodman & col. (10) , contendo 2%
de glicose ou sacarose. : -

A indugao de mutagles foi feita misturando-se 9 ml de suspensdo de células, em
fase logaritmica, com 1 ml de solucdo fresca de N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina
(NIG), na concentracdo de 50 ug/ml. Apds. incubagdo a 289C por 30 minutos foram
adicionados 10 ml de tampdo fosfato, pH7,2, para neutralizar a NIG (10). Cuidados
especiais foram dispensados para evitar a aspiracdo de gases de diazometano, um
potente agente mutagénico volatil que & formado em condicdes de meio alcalino (15).
A seguir, as células foram centrifugadas a 1.200 x g por 10 minutos, lavadas dJduas
vezes em tampao fosfato e ressuspensas em 10 ml de caldo RM. Aliquotas de 0,1 ml
desta suspensao foram transferidas para 10 ml de caldo RM e incubados a 289C por 2
horas. Foram feitas diluig¢les decimais de cada tubo e foram espalhadas aliquotas de
0,1 ml em placas contendo agar RM-sacarose. Apds incubagio a 289C por 48 a 72 h,
varias colonias foram purificadas e caracterizadas quento a capacidade de produzir
levana em presenga de sacarose.

A avaliacdo do teor de levana foi feita determinando-se a turvacdo do meio de
cultura apds a eliminagdo das cflulas, seguindo-se a metodologia sugerida por
Skotnicki & col. (16). Para verificar se as mutacdes afetavam a producdo de levana
nas células foram feitas comparacdes dos valores de densidade 6tica a 600 nm dos
sobrenadantes oriundos das culturas testadas, corrigindo-se esses valores pela
populacdo de células final e pela densidade Stica do meio de cultura. Os valores
foram comparados com os valores obtidos para a cultura original, através de analise
de variancia e do teste de agrupamento de médias de Scott & Knott (13). As culturas
mais promissoras, ou seja, as que apresentaram variacdo nos valores de levana
corrigidos, foram selecionadas para a determinacao quantitativa da producao de
levana e alcool e do consumo de sacarcse, A levana foi separada por precipitacido
com alcool e centrifugagio (16) e seu teor determinado indiretamente pela dosagem
da frutose (11). A sacarose nao consumida foi determinada no scbrenadante, apds a
remogdo da levana (11). O teor de etanol foi determinado por crematografia gasosa,
utilizando-se cromatografc VARTAN AEROGRAPH, série 2100 com  coluna PORAPEK-Q,
operando isotermicamente, sendo a temperatura da coluna 165¢C, a temperatura do
detetor 2009C, a sensibilidade 4 x 10 A/mV, o N2 o gas de arraste, com fluxo de
10ml/min., e propanol como padrdo interno.

Resultados e Discussao

A determinacao da producao de levana em 67 culturas provenientes de células
tratadas com NIG indicou a existéncia de diferencas significativas entre os valores
de levana apds sua correcdo para umna mesma populacao final de células.

Foi feito o agrupamento de médias, pelo teste de Scott & Knott (Tabela 1), para
se selecionarem os isolados com distintas capacidades de producdo de levana. Eles
foram separados em cinco grupos, A e E, sendo o gupo C o de culturas com
capacidade de producdo de levana, semelhante a CP4 original. Pela determinacao das
curvas de crescimento das culturas CP411, CP439, (CP462, representantes do grupo D;
CP444, representante do grupo A que apresentou a maior capacidade de producdo de
levana; e a cultura original (Figura 1), verificou-se que o tratamento com NTG
reduziu os tempos de geragdo dessas culturas em 0; 6,3; 3,5 e 10,3% em relacdo e
CP4 original, respectivamente (Figura 1).

O estudo de produgdo de alcool e levana em funcdo do consumo de sacarose de 09



Tabela 1 - Teste de agrupamentos
de médias de Scott-Knott dos teores
de levana expressos em densidade
otica a 600 nm corrigidos pela
populacao final, em isolados de
Zymomonas  mobilis CP4 obtidas por
tratamento com NIG.

Simbolos: 1/ As médias seguidas da
mesma letra nao diferem
significativamente ao nivel de 57

de . probabilidade, pelo teste de
Scott-Knott; 2/ Meio RM + glucose,
3/ Valores negativos sao

estimativas de valores zero.

Isolados Valor das Isolados Valor das

Médias Médias
cp4sd 0,671 AV cpas3 0,145 D
422 0,598 A  CP457 0,145 D
CP469 0,589 &  Cp472 0,141 D
Cp409 0,566 A ©  (P464 0,138 D
CP440 0,441 B Cp428 0,136 D
437 0,353 C  (P4T3 0,136 D
cp419 0,321 C  CPATI 0,136 D
CP425 0,313C  Cp439 0,136 D
430 0,306 C  CP463 0,135 D
cp421 0,297 C  Cp459 0,133 D
P44 0,265 C  Cp413 0,129 D
412 0,247 C  CP455 0,125 D
CP476 0,226 C  CP438 0,124 D
415 0,221 ¢ CP4tt 0,120 D
cpa4t 0,213C  (P458 0,118 D
cp418 0,212 C  CP436 0,118 D
410 0,206 C  Cp4d3 0,115 D
427 0,205 C  Cp4a47 0,115 D
Cp433 0,204 C  CP449 0,112 D
Cp435 0,203 C  CP475 0,109 D
Cp4 original 0,202 C  CP460 0,109 D
CP465 0,201 C  Cpdi6 0,107 D
CP446 0,189 C CP461 0,107 D
cpa17 0,199 C  Cp4a48 0,107 D
cpa29 0,197 C  Cpd67 0,106 D
cp423 0,190 C  Cp450 0,105 D
454 0,188 C  CP470 0,101 D
CP466 0,184 C  Cp462 0,091 D
CP420 0,181 C  Cp452 0,075 b
CP456 0,176 C  CP445 0,069 D
P44z 0,169 C  Cp434 0,013 E
P43 0,169 C  CP4 original2/ -0,025 E3/
Pa32 0,166 C  CP424 0,052 E
cpast 0,164 C  Cp426 ~0,102 E
Cp474 0,158 C

Tabela 2 - Produgdo de levana e
alcool em funcac do consumo de
sacarose (mg/g) dos 1isolados de
Zymomonas wmobilis CP4 obtidos por
tratamentos com NTG, apds 24 h de

incubacao.

Isolados Teor de levana Teor de alcool
CP4 original 65,7 353,9
cpa 36,4 313,3
CP428 58,5 391,2
CP436 69,4 330,4
CP438 70,9 252,4
CP439 . 60,2 397,7
Cp444 205,5 124,3
CP460 67,7 336,7
CP462 52,5 386,7
cpa71 38,5 355,6
CP473 73,0 354,7
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Figura 1 - Curva de crescimento de
Iymomonas mobilis CP4 original e dos
isolados CP411, CP439, CP444 e CP462
obtidas apds o tratamento com NTG.
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culturas do grupo D, além da CP444,

demonstrou que todas elas apresentaram-se
com maior capacidade de consumir sacarose em
relacdo a (P4 original., Contudo, as
guantidades de &lcool e levana produzidas
ndo foram proporcionais a sacarose
consumida. A eficiéncia da produgdo de
levana de 07 das culturas do grupo D variou
de 5,25 a 7,09%, situando-as na faixa de 1 a
2¢/1, citada por Dawes & col. (4) como a
quantidade produzida por Z.mobif{s em meio
contendo 2% de sacarose.

As culturas CP411 e (P471 tiveram uma
menor eficiéncia que a CP4 original (Tabela
2). A (P444 Jestacou-se como a maior
produtora de levana, 205,5 mg/g sacarose e,
a menor produtora de dlcool, 124,3 mg/g de
sacarose (Tabela 2).

A fermentacdo de sacarose por Z.mobilis
resulta em levana e sorbitol entre os
subprodutos (1, 21). £ provavel que tanto um
quanto outro interfiram com o rendimento do
etanol na fermentagdo. Barrow & col. (1)
demonstraram que o sorbitol origina-se da
frutose e sugeriram que a formagdo do
sorbitol resulta da inibigdo da frutoguinase
pela glicose.



200

As condicGes experimentais foram favordveis a producdo de levana por Z.mobilis em
meio contendo sacarose (12, 16) e as analises de variancias dos dados de produgao
de alcool e de levana indicaram a existéncia de diferencas significativas ao nivel
de 1% de probabilidade. Pelo teste de Scott & Knott (13) a producdo de Aalcool e
levana, em fungéo do consumo de sacarose (Tabela 3), indicou Jue apenas o isolado
CP444 apresentou diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade em relagio
a cultura original e aos outros isolados. Assim, constata-se que o isolado CP444 ac
produzir mais levana reduziu a producdo de alcool. O maior aumento na producdo de
levana, com reflexo na diminuicdo da producdo de etanol pelo isolado CP444, pode
ser considerado como uma indicagdo do aumento da atividade de levana-sacarose, que
participa no processo de sintese da levana, ou da glicose-isomerase, que € g
responsavel pela conversdo de glicose em frutose, e que Jj& foi detectada em
Z.mobilis (3, 7).

A possibilidade de se obterem mutantes de

Z,mobilis CP4, que apresentem maior rendimento de - Tabela 3 - Teste de
producdo de alcool e com menor capacidade de agrupamento de medias de
produzir levana e outros subprodutos, em meio com Scott-Knott da producdo de
sacarose, nao pode ser desconsiderada. FEmbora o levana e de alcool em funcio
objetivo inicial deste . estudo tenha sido o de do consumo de sacarose (g/g)

melhoramento de Z.mobilfis visando & producdo de em isolados de Zymomonas
etanol, concluiu-se que a maior producac de levana mob{l{is  CP4 obtidos por

pelo mutante (CP444 foi o resultado mais tratamento com NTG,
expressivo., —
A realizacdo de estudos para a utilizacio de Isolados (oulor das s
Z.mobilis na produgdo deste polimero, uma vez que
a levana apresenta mmerosas aplicagbes, pode cpdi 0,03531 B'/ 0,30910 &
justificar novas pesquisas com o emprego do G 8:82;%2 8:3;3;?2
mutante obtido, o isolado CP444. Entre as cp428 0,05872 B 0,39487 A
aplicacoes da Jlevana destacam-se o emprego como @339 N 8.82332 B 8'32‘7’22 A
CP4 origina B ’ A
fonte de frutose pura e o uso como agentg de Cpaso 0106796 B 0.3439 A
prolongamento da acao de drogas e como substituto 436 0,06862 B 0,33239 A
do plasma sanguineo (8). CP438 0,07122 B 0,26599 A
P (®) cp473 0,07299 B 0,35585 A
CPa44 0,21819 A4 0,12220 B
Referéncias Bibliograficas
t.Barrow, K.D.; Collins, J.G.; leigh, D.A.; Rogers, P.L. & Warr, R.G. - Sorbitol

production by Zymomonas mobifis. Appl. Microbiol. Biotechnol., 20:225-232, 1984.

2.Browne, G.M.; Skotnicki, M.L.; Goodman, A.E. & Rogers, P.L. - Transformation of
Zymomonas. mobilis by a hibrid plasmid. Plasmid, 12:211-214, 1984.

3.Campos-Takaki, G.M.; Takaki, M.; Rios, E.M. & Araljo, J.M. - Glucose iscmerase
from Zymomonas mob{lis. Rev. Microbiocl., SP, 15:82-85, 1984,

4 Dawes, E.A.; Ribbons, D.W. & Large, P.J. - The route of ethanol formation in
Zymomonas mobifis. Biochem. J., 98:795-803, 1966.

5.Dawes, E.A.; Ribbons, D.W. & Rees, D.A. - Sucrose utilization by Zymomonas
mobifis. Formation of levan. Biochem. J., 98:804-812, 1966.

6.Doelle, H.W. - Kinetic characteristics and regulatory mechanisms of glucokinase
and frutokinase from Zymomonas mobifis. Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol.,
14:241-246, 1982.

7.Doelle, H.W. - The existence of two separate constitutive enzimes for glucose
and frutose in Zymomonas mobilis. Eur. J. Avpl. Microbiol. Biotechnol.,
15:20-24, 1982.

8.Elisashvili, V.I. - Ievan sythesis by Bacillus sp. »2Appl. Biochem. and
Microbiol., 20:101-106, 1984.
9.Gongalves de Lima, O.; Shuwcher, I.E. & Araujo, J.M. - New observation about

the antagonistic effects of Zymomonas mobilis var. Recifensis. Rev. do Instituto
de Antibidticos, Recife, 12:57-69, 1972.

10. Goodman, A.E.; Rogers, P.L. & Skotnicki, M.L. - Minimal medium for isolation of
auxotrophic Zymomonas mufants. Appl. and Environ. Microbiol., 44:496-498, 1982,



201

11.Kulka, R.G. - Colorimetric estimation .of ketopentoses and ketohexoses. Biochem.
J., 63:542-548, 1956,

12.Park, Y.K.; Mortatti, M.P.L. & Sato, H.H. - Study on levan formation during
fermentation of Zymomonas mobilis on sucrose. Biotechnol. Iett., 5:515-518,
1983.

13.Scott, A.S. & Knott, M.A. - Cluster analysis method for grouping means in the
analysis of variance. Biometrics, 30:507-712, 1974.

14.Shalita, Z.P.; White, M.D.; Katz, M.; Zur, M. & Mizrahi, A. - Ethanol production
by Zymomonas mobilis CP4 from sugar cane chips. Biotechnol. Iett., 3:729-733,
1981.

15.8ithavy, T.J.; Berman, M.L. & Enquist, L.W. - Experiments with gene fusions.
Cold Spring Harbor, 1984. 303p. )

16.Skotnicki, M.L.; Iee, R.J.; Tribe, D.E. & Rogers, P.L. - Camparison of ethanol
production by different Iymomonas strains. 2Appl. and Environ, Microbiol.,
41:889-893, 1981.

17.Stokes, H.W.; Dally, E.; Spaniel, D.T,; willians, R.L.; Montenecourt, B.S. &

Eveleigh, D.E. - Zymomonas: The phanton ethanol producer. Biosources Digest.,
3:124-132, 1981.
18.Stokes, H.W.; Dally, E.; Yarlonsky, M.D. & Eveleich, D.E. - Comparison of

plasmids in strains of Zymomonas mobifis. Plasmid, 9:138-145, 1983.

19.Suntinanalest, P.; Pemberton, J.P. & Doelle, H.W. - The production of ethanol
plus fructose sweetener using fructose utilization negative mutants of Zymomonas
mob{fis. Biotechnol. lett., 8:351-356, 1986. ‘ '

20.Swings, J. & De ley, J. - The Biology of Zymomonas. Bact. Reviews, 41:1-46,
1977. :

21.viikari, L. & Gisler, R. — By products in the fermentation of sucrose by
different Zymomonas strains. Appl. Microbiol. and Biotechnol., 23:240-244, 1986.



202

PRODUCTION OF GLYCOLIPIDS BY RHODOCOCCUS RHODOCHROUS GROWN ON
GALACTOSE
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Resumo

0 cultivo de Rhodococcus rhodochious em galactose ao invés de
glicose resulta em alteragao drastica da composigio da fracao
glicolipidica. Cerca de 407 do extrato soluvel em éter etilico &
constituido de dimicolato de trehalose (cord factor), sendo a
fracao de mono-( C40) -~ micoloilgalactose encontrada em pequena
quantidade (1%). Ao contrario, as células cultivadas em glicose
possuem aproximadamente 417 de mono-(C40-C46)-micoloilglicose e
somente 0,17 de dimicoloiltrealose.

Summary

The growth of Rhodococcus rhodochrous in  galactose instead of
glucose results in a drastic change of the glycolipid fraction
composition. About 40% of the extract soluble in diethyl ether is
constituted by trehalose dimycolates (cord factor), and only 1%
of mycoloylgalactose 1is found in constrast to the glucose grown
cells which contain mono-(C40-C46)-monomycoloylglucose accounting
for 417 and dimycoloyltrehalose representing only 0.17 of the
extracts.

Introduction

The so-called MN group organisms (3), Coaynebacterium, Mycobacterium and
Nocardia, are producers of high molecular weight a-branched-g-hydroxylated fatty
acids ( €32, C90 ard C50-mycolic acids, respectively) (2) and of the corresponding
diesters of trehalose, which are known as cord. factors (11,13). Pioneering
investigations carried out on the toxicity of lipids from M. fuberculfosis (4) led
to the identification of a glycolipid fraction (6,6 '-di-{(C90)-mycoloyltrehalose)
(14) as the main ocomponent which caused, by intraperitoneal inoculation, the
appearance of wasting symptoms and an abrupt decrease of the body weight as well as
the death of the treated animals. A lower homolog (6,6'-di-)C32)-mycoloyltrehalose)
further found in C. diphtherieae (8,15,19) also displayed similar properties to
those exhibited by mycobacterial cord factor (12).

Studies on lipids from microorganisms which produce higher homologs of
corynomycolic acids ( C40-mycolic acids, Rhodocoecus rhodochrous; C50-mycolic
acids, N. astencides, N. brasiliensis; C60-mycolic acids, (R. bronchialis) led to
the isolation of corresponding diesters of trehalose (17). Complementary
investigations carried out on lipids from R. shodochrous showed a particular
ability of this strain to synthesize 6~(C40~C46)-mycoloylglucose (18), acylsucrose

* ex-fellow from CAPES

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(2):202-206, Abr./Jun. 1988,
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{9) and mycoloylmannose (1) as well, according to the carbon source supplied. In
this communication, we describe that by culturing R. #hodochrous on galactose, a
high level of dimycolyltrehalose is produced instead of mycoloyl ester of the sugar
supplied. These findings show an effect which is opposite to that observed when the
same strains is grown on glucose.

Material and Methods

A1l solvents were distilled before use. Corynamycolic acid (8) and
6,6'-dicorynomycoloyltrehalose (8,14,18) were isolated from C. diphtheriae; amd
(C40-C46) —micoloylglycerol (15), 6,6'-di-(C40-C46)-dimycoloyltrehalose (7) and
6~ (C40-C46) -mycoloylglucose (17) were extracted from R. thodochrous.

Palmitic acid was from Sigma Chemical (o, Saint-Iouis, MO, U.S.A.; triolein from
Calbiochem, San Diege, C.A., U.S.A.; Yeast extract was from Oxoid Limited, Iondon,
England; Amberlite IR-120 (H+) and IR-410 (OH-) were from British Drug Houses
Chemicals Itd, Poole, England.

Column chromatography was carried out on a 50% (W/W) silicic acid (Carlo Erba,
Milano, Italy) and silica gel H (E. Merck 2G, Germany, FRG). Thin layer
chromatography (TIC) was carried on silica gel H using the following solvents:
chloroform/acetone/methanol/water (50/60/2.5/3,V/V/V/V) (solvent A); hexane/diethyl
ether/acetone/acetic acid (70/20/5/1, v/V/N/V) (solvent B) and
hexane/diethyl/ether/acetone/acetic acid (70/30/11/1,  V/V/V/V) (solvent C).
Ascending paper chromatography was developed on Whatman n? 1 paper using
1-butanol/pyridine/water (6/4/3, V/V/V) (solvent D); isopropanol/acetic acid/water
(7/1/2, by vol.) (solvent E); for descending paper chromatography a mixture of
1-butanol/pyridine/water/toluene (5/3/3/4, by vol., upper phase) (solvent F) were
used. Lipids on TIC plates were detected under atmosphere of iodine vapours.
Glycolipids were revealed by anthrone/sulfuric acid spray reagent (17) and
phospholipids by spraying molybdenum-blue reagent (21). Paper chromatograms were
revealed with silver nitrate/potassium hydroxide dip reagent (20).

Mild alkaline hydrolysis (for hexose ester) was carried out as folows: 5.8mg of
glycolipid were dissolved in 1ml chloroform/methanol (1/2, V/V) then 0.2ml of 4N
sodium hydroxide was added. The mixture was kept for 2 h at room temperature ( 25¢
C), and acidified with four drops of 2N HCl. Then 5ml distilled water and Sml
diethyl ether were added; the aqueous phase was re-extracted 5 times with diethyl
ether. The diethyl ether extract was washed with distilled water, then concentrated
to dryness.

The remaining agqueous phase was successively filtered through colums of
Amberlite IR-120 (H') and IR-410 (OH™), and concentrated in dissecator containing
concentrated sulfuric acid and pellets of sodium hydroxide.

Drastic alkaline hydrolysis (for trehalose mycolate) was carried out as follows:
to 217mg of glycolipid, 5ml 90% (V/V) ethanol and 0.15ml 33% KOH were added, and
the system kept under reflux for 12 h. The  reaction mixture was extracted
essentially as described above. v

Acid hydrolysis of the residue (17mg) of the agueous phase was carried. out as
follows: 1ml of distilled water and 4ml of 5% (V/V) sulfuric acid were added and
refluxed for 4 h. After cooling, the mixture was filtered on 2amberlite-410 (OH)
and ooncentrated as previously described. Sugar content was determined by
phenol/sulfuric acid (5) and, glucose by glucose oxidase, according to the Sigma
. Chemical Bulletin N 510 (Sigma Chemical Co., St. Iouis, MO, U.S.A.). Trehalose was
acetylated as already described (15). ,

Infrared spectra were recorded either on a Perkin Elmer model 283 or 180 infrared
spectrophotometer; melting point was determined under a hot stage Kofler
microscope. Optical rotations were measured on a Hilger polarimeter with the
material dissolved in chloroform.

Results and Discussion

The diethyl ether soluble 1lipids from Rhodococcus #hodochrous grown on 1%



204

galactose, accounting for 7.4% of thé cell residue, showed on TIC (solvent 24) a
major glycolipid spot with a migration rate similar to that of
6, 6'-dicorynomycoloyltrehalose. It is worth mentioning that in a previous
investigation on the same strain grown on glucose, an increased produwction of
6-mono~- (C40~C46) -mycoloylglucose was observed while the amount of the trehalose
dimycolate was lowered to a level of approx. 0.1% (18},

Therefore, the occurrence of an intense spot with a behaviour of diester of
trehalose by growing the same strain in a medium containing galactose as the carbon
sowrce was an unexpected finding,

Isolation of the glycolipid material was carried out initially by fractionation
of the 1lipid extract on silicic acid/silica gel colum chromatography into three
main groups: 1) neutral + fatty acids; 2) glycolipids; and 3) phospholipids,
accounting for approximatelly 26.2%, 34.8% and 39.0%, respectively.

The glycolipid fraction after repurification by column chromatography showed on
TIC (solvent BA) two glycolipids: a main component (GL1, 32.4% of the extract with
Rf = 0.36 similar to that of di-C32-mycoloyltrehalose and a minor canponent (G2,
1.0%8 of the 1lipid extract) which migrated like 6-{C40-C46)-mycoloylglucose (Rf=
0.58). .

Phiysico-chemical characteristics of the glycolipids are shown in Table 1. While
the infrared spectrum (Fig. 1) of GL1 has in the fingerprint region characteristic
absorptions those of diester of trehalose (6,10), the spectrun of GI2 displayed
peak at 1070, 1097, 1120 and 1169 an-1. :

Table 1 - Figure 1 - Infrared spectra of the
Physico-chemical glycolipids isolated from Rhodococcus
characteristics of rhodochious grown on galactose, as solvent
the glycolipids free films recorded on Perkin-Elmer, model
isolated from 180 infrared spectrophotometer. ’
Rhodococeus ,

rhodochrous grown on 6l

galactose. ) GALACTOSE

Simbols: &TLC on MYCOLATE
silica gel H, Merck; .
solvent system:
chloroform  acetone/
methanol/water  (50/
60/2.5/3, V/v/V/V).

Glycolipids Characteristics
™ [a]25 Rrfd
D

N

TREHALOSE
MYCOLATE

eC
[e:fy] 66-70 +56.92 0.36
GL2 24-26 +15.49 0.58

¥
4000 30b0 l5b0 lObO 760

2000
FREQUENCY (CM™)

Glycolipids GL1 and Gl2 released in the agueous phase after alkaline hydrolysis;
trehalose and galactose, respectively, identified by paper chromatography (solvents
D, E, F).

The aqueous phase from Gl1 released after alkaline hydrolysis showed [a]25D =
+163 (C = 0.5; H20), coincident with that of standard trehalose. On the other hand,
the peracetylated derivative of the aqueous phase from GL1 exhibited on IR spectrim
absorptions similar to those of trehalose octaacetate. It had mp 74-759C, without
depre?sion in admixture with the authentic sample, and [a]25D = +172 (C = 0.4;
CHC13).

The aqueous phase from GL1 after acid hydrolysis reacted with aniline phthalate,
and the determination of the sugar content gave equivalent values either using the
phenol sulfuric acid or glucose oxidase.

The ether soluble fractions from GL1 and G2 after alkaline hydrolysis
represented 77 and 78%, respectively, and behaved on TIC (solvent C) like
corynomycolic acid (Rf = 0.45); their methyl ester derivatives behaved on TIC (Rf =
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0.5) . {solvent B} similarly to methyl mycolate of the same organism previously
described (13).

Therefore, the glycolipids produced by R. fhodochious grown on galactose are: 1)
diester of trehalose "cord factor", which is the prominent component, and the minor
fraction detected is mycoloyl galactose.

Under similar oonditions, M. smegmatis produces high levels of glycolipid
fraction; however, its physico-chemical characteristics are distinct from those of
trehalose mycolate: moreover its alkaline hydrolysis releases no trehalose in the
aquecus phase.

It is of interest to rnote that there is only a single difference between . an
steric arrangement of C4-hydroxyl group of the sugar unit which promotes sharp and
diverse changes on the composition of the glycolipid fraction. Studies on
distinctive adaptive mechanism for regulating the 1lipid camposition of
microorganisms under different culture conditions deserves further investigations.

Moreover, the possibility in increasing the content of trehalose mycolate may be
very useful for studying the participation of toxic compcnent (trehalose mycolaté
from R. #hodochious has been also observed to display toxic properties, unpublished
results) on the mechanisms of pathogenicity of trehalose mycolate producing
organisms, such as Nocardia asterodides, N. caviae and N. brasiliensis.
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DESIGN OF A LIQUID CULTURE ROTATOR
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Summary

The construction of a 1liquid ' culture rotator, using cheap
avaiable materials is described.

Resumo

~ s ¢ . . - ~
A construcio de um agitador de cultura liquida com a wutilizacao
de materiais baratos e disponiveis é descrita.

Introduction

The use of liquid culture is described in microbiclogical experiments (3) and in
biotechrological research for cell suspension culture (1). In those cases, the
liquid culture must be aerated by the use of rotatory or orbital shakers. When test
tubes are employied difficulty arise due to the necessity of especially designed
votators. The construction of an orbital shaker with citrus juicer has been
described previously (2). )

In this paper the construction of a rotator of liquid cuiture in test tubes is
described.

Design of the rotator

The design of the rotator is shown in the figure 1. The motor C of electrical

timer (Philips, Brasil) was wused because of the low rotation obtained in this
system without any modification. In the third gear 1 rpm can be obtained. In this
gear one pulley (D) was fixed. To this pulley one elastic band (E) was used for
traction of axis (B) of the same diameter. The axis is supported with a PVC
(polyvinyl chloride) end plug (H) and one metalic ring (F) fixed in the plastic box
(@). The motor (C) was fixed in one point with the aid of a screw (M) and at
opposite side by one spring (L) to regulate the traction of the elastic band (E).
To this axis one perforated disc (A) was fixed.
In those perforations PVC tukes (5cm x 1 inch) (W) were fixed with the aid of
Superbonder (Ioctite do Brasil, Itda, Brasil). In those tubes the test tubes
containing liquid culture can be fixed with thin pieces of foam. The advantage of
this system is the 110 or 220 V alimentation of the motor. The motor was fixed in a
plastic box (G) obtained in a local eletronic components shop.

The inclination of the tubes can be regulated with the screws (I) and the sows
(J) put at each side of the U shaped plastic piece (K).

The figure 2 shows the detailed construction and fixation of the motor (C) in the
box (G) and of the PVC end plug (H) and the spring (L).

The figure 2A shows the detail of the disc A with PVC tubes (N) fixed on the
holes and the axis B. The figure 2B shows the frontal view of the box (G) with
motor (D) fixed with a screw (M) at one point and at opposite side the spring (L)

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(2):207-209, Abr./Jun., 1988.
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Figure 1 - Design of the 1ligquid culture rotater.
. The symbols are described in the text.

2a
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fixed to the wall of the box (G) with a screw. The inclination of the test tubes
can be obtained with the adjutment of the sows (J) on the screws (I). The figure 2C
shows the positions of the PVC end plug and ring (F) fixations in the box G and the
position of the motor (C).
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INFORMACAO TECNICO-CIENTIFICA SBY
Eventos promovidos pela Sociedade Brasileira de Microbiologia 29 Semestre de 1988

1 - VIIT Simpdsio Nacional de Fermentacdes
3 a 7 de Agosto
Hotel Primus - Sao Iourengo - MG

2 - I Encontro Nacicnal de Ieveduras
SEM, Instituto de Ciéncias Bioldgicas UFMG e Instituto de Ciéncias Biomédicas
da USSP
11 e 12 de Agosto
Universidade Federal de Minas Gerais - Belo Horizonte — MG

3 — IT Encontro Nacional de Microbiologia Ambiental
SEM, Comité Latino Americano de Microkiologia Ambiental e Instituto de
Cieéncias Biomédicas da USP
13 a 16 de Outubro
Hotel Majestic - Aquas de Linddia - SP

4 - IV Simpdsio de Microbiologia Clinica
SBM, Universidade Federal do Rio de Janeiro
6 a 8 de Novembro
Hotel Gléria - Rio de Janeiro - RJ

5 - I Simpdsio Nacional de Controle Bioldgico de Pragas e Vetores
SBM, Institute Oswaldo Cruz, Sociedade Brasileira de Virologia
16 a 18 de Novembro
Hotel Gloria - Ric de Janeiro - RJ

6 -~ 80 Anos de Paracoccidiocidomicose
SBM, Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP e Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP
23 a 25 de Novembro
Casa da Cultura Japonesa — USP - SZo Paulo — SP

7 - III Simposio sobre Microbiologia de Alimentos
SBM, Universidade Federal de Santa Catarina
23 a 27 de Novembro
Universidade Federal de Santa Catarina - Floriandpolis - SC

Programa de Projetos Especiais de Pesquisa
FAPESP ~ Fundacao de Amparc & Pesquisa do Estado de Sac Paulo

O Conselho Superior da Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S30 Paulo —
FAPESP, delibercu investir parte de seu patrimdnio liguido em Projetos Especiais
que contribuem para fortalecer e atualizar a atividade de pesquisa no Estado de Sao
Paulo, em areas ou temas relevantes para o desenvolvimento da ciéncia e da
tecnologia. Esse investimento nio afetara o programa tradicional de auxilios e
bolsas que sera mantido com a mesma orientacao que vem sendo adotada.

Os projetos devem corresponder a temas ou Aareas especificas, podendo ser
desenvolvidos por pesquisadores de 'ma ou mais instituicbes.

As propostas devem ser encaminhadas & Diretoria Clentifica da FAPESP, Rua Pio XI,
1500, CEP 05060, Sao Paulo - SP, até 30 de julho/88 [primeira fase) ou até 31 de

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 19(2):210-215, Abr./Jun. 1988,
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outubro/88 (segquda fase).

Na andlise das propostas sera levada em oonta a existéncia de contrapartida,
devendo esta consistir em recursos alocados ao programa apresentado, e nao a gastos
de rotina nals) entidade(s) em que o programa sera desenvolvido.

Para maiores informagdes, dirigir-se a Diretoria Cientifica.

Programa de Aquisicdo de Livros Técnico-Cientificos
FAPESP — Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

O Conselho Superior da FAPESP aprovou um programa destinado exclusivamente a
aquisicio de livros técnico~cientificos.

0 programa ndo tem carater permanente. Ele visa possibilitar a recuperacdc e/ou
atualizacio deste importante acervo no suporte de pbs—-graduacdo e da pesquisa
cientifica no Estado de Sdo Paulo.

As solicitacoes deverdo ser encaminhadas a Diretoria Cientifica da FAPESP no
periodo de maio a agosto/88.

Para tanto, os Departamentos das Universidades e as Divistes (ou Setores
equivalentes) dos Institutos de pesquisa deverdo adotar o seguinte procedimento:

1) elaborar, sequndo as rormas técnicas de indicacdo bibliografica, a 1lista dos
livros pretendidos e o respectivo orcamento.

2) justificar a solicitagdo.

3) relacionar, a partir de 1985, a produgdo cientifica do Departamento ou Setor
solicitante. ’ ’

Cabera aos responséaveis pelos pedidos que foram aprovados pela FAPESP proceder a
compra direta mno Exterior através do apoio das bibliotecas (ou segoes
especializadas) da Instituigdes solicitante.

Os livros adquiridos deverdo ser oficialmente incorporados. ao incervo da
Instituicio e a comprovacio documental deste fato sera un dos  requisitos
obrigatdrios para a aprovacdo da prestacao de contas do auxilio recebido.

Para maiores informacoes, dirigir-se a Diretoria Cientifica.

Cole, J.A. & Ferguson, S.J. (eds.). - The nitrogen and sulphur cycles. Cambridge,
Cambridge University. Simposium 42. 1988, 490 p.

Este livro trata do 429 Simpdsio da Society for General Microbiology, realizado
em janeirc de 1988 na Universidade de Southampton e publicado em 11 de fevereiro do
mesmo anc. Dos diferentes aspectos em que os microrganismos do solo participam, ha
que se destacar os ciclos do carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre, elementos que
as plantas mais necessitam para seu desenvolvimento. A opcao de se incluir em
conjunto, os ciclos do enxofre e do nitrogénio se baseia na semelhanca que ocorre
entre os mesmos, consubstanciada na sequéncia de reagdes produtoras de energia,

quando componentes reduzidos como NHy, N0y, HyS e S sao oxidados pelo oxigenio
ou gquando componentes oxidados so%rem reducao em condi¢les anaerdbias . para
produzir compostos volateis. Alids, o tratamento conjunto dos dois ciclos foi ja
cbjeto de estudc anterior de diferentes autores. A diferenca estd . no.
enfoque dado neste livro aos aspectos bioquimicos e & sua regulacao genética,
contribuindo dessa forma para a compreensao do estabelecimento ecoldgico dos
microrganismos que participam desses dois ciclos. Constitui-se, portanto, de um
compérdio de elevado interesse para os estudiosos do assunto que queiram se

aprofundar e se atualizar (a bibliografia mencionada & recente, sendo boa parte
dela referente aos anos de 1986-87) nos aspectos bioquimicos das transformacgdes
metabolicas promovidas por esses microrganismos. A discussao dos assuntos &€  feita
de forma ordenada e atraente onde as principais conclusOes sao abordadas, e o0s
pontos que ainda merecem ser estudados sdo destacados. O primeiro dos capitulos de
autoria de S.J. Ferquson, relata "As reacdes de oxirreducao dos ciclosdo nitrogenio
e enxofre". Este capitulo procura dar uma visdo molecular do mecanismo de produgao
de energia no processo da fosforilagdo oxidativa, quando a energia de oxirreducao
do transporte de elétrons & convertida em energia de ligacao de ATP, atravées da
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teoria de acoplamento quimicsmotico.

A seguir sao encontrados cinco capitulos referentes ao ciclo do enxofre e dez
referentes ao ciclo do nitrogénio.

Embora a farta literatura sobre os diferentes aspectos do processo oxidativo no
ciclo do enxofre, muita coisa ainda precisa ser investigada para se ter uma visdo
clara gue mostre a relacdo dindmica entre os diversos fendmenos envolvidos. A
oxidacdo dos compostos reduzidos do enxofre, por exemplo, pode ser de natureza
quimica pelo oxigénio ou biologica, em condicles aerdbias ou anaerdbias, com a
participagdo de grupos de bactérias sem relacdo taxondmica, como tiobacilos e
fototroficos. O processo se complica - pela ocorréncia de infmeros compostos do
enxofre em diferentes estados passiveis de oxidacdo por determinada espécie ou
grupo de bactérias. Dessa forma, B.B. Jorgensen analisa alguras dificuldades
envolvidas no estudo da oxidacao de sulfetos no capitulo "Ecologia do ciclo do
enxofre: vias oxidativas em sedimentos", enquanto que D.P. Kelly discute os
aspectos bioquimicos da oxidacdo de compostos inorganicos do enxofre no capitulo:
"Oxidacdo de compostos do enxofre”.

As vias de reducao do sulfato podem ser estudadas sob diferentes aspectos. Num
primeiro, H.D. Peck e T. Lissolo analisam no capitulo "Reducdo assimilatdria e
dissimilatoria do sulfato: enzimologia e bioenergética", respectivamente os
processos bioquimicos envolvidos nessas transformagbes e bem como, os aspectos
bicenergéticos em Desulfovibiio. Num segundo, A. Kroger e col. tratam no capitulo
"Oxidacao do acetato com enxofre e sulfato como aceptores terminais de elétrons”
dos aspectos relativos as vias de transporte de elétrons e consequentemente de
producdo de energia, quando diferentes aceptores -terminais sio usados por
Desulforomonas acetoxidans e Desulfobactern postgatel. Mais ainda, G. Voordouw, no
capitulo "Biologia molecular das proteinas de oxirreducdo na reducdo do sulfato”,
analisa a sequéncia de gens que codificam a hidrogenase periplasmitica e o
citocromo C3 que funciona como doador/aceptor de elétrons da hidrogenase em
Desulfovibrio vulgarnis.,

Dizer-se que a mesma distribuicdo de assuntos foi adotada para os capitulos
referentes ao ciclo do nitrogénio é redundancia dada a semelhanca entre os dois
ciclos. O primeiro estudo abordado por J.G. Kuenen e IL.A. Robertson no capitulo
"Ecologia da nitrificacdo e desnitrificacdo", reflete a preocupacio dos autores
quanto & quebra do balango entre esses dois fendmenos antagdnicos, pela alteracdo
das condicgbes ambientais. A sequir, P.M. Wood analisa os mecanismos de oxidacdo da
amonia em bactérias autdtrofas, que usam esse processo para obter energia, e nos
heterdtrofos inferiores e animais superiores tendo por base o disposto no capitulo
"Monoxigenase e mecanismos mediados por radicais livres para oxidagdo de amdnia".
Ainda, as vias bioquimicas da redugdo do nitrato sdo discutidos por W.G. Zumft e
col. no capitulo "Aspectos bioquimicos e fisiolSgicos da desnitrificacdo”.

Da mesma forma que o sulfato, o nitrato pode ser absorvido por plantas ou
microrganismos ou ainda em condigdes anaerdbias sofrer reducdo por bactérias
facultativas. Diferentes quesitos inerentes a esses processos foram formulados por
J.A. (Cole sendo que os progressos obtidos nesta década foram revistos no capitulo
"Reducdo assimilatoria e dissimilatdria do nitrato 3 amdnia”. Por outro lado, e com
base nas seguintes premissas: identificacdo das vias bioguimicas de assimilacdo do
nitrogénio, conhecimento do estado fisioldgico das células sob diferentes condigoes
de swrimento de nitrogénio e andlise genética dos gens estruturais que modificam
as respectivas enzimas, M.J. Merrick propds o estudo da "Regulacdo da assimilagio
de nitrogénio em bactérias".

O capitulo "Nitrogenases convencionais e alternativas foi discutido por R.R. Eady
e col. tendo em vista o conhecimento genético e enzimoldgico de  Azofobacter. As
nitrogenases convencionais, entenda-se sao Mo-dependentos  enquanto que as
alternativas sdo Mo-independentes, sendo inclusive estimuladas por vanadio. Ainda
dentro desse tema, o0s avangos cientificos referentes ao "Papel do oxigénio e
hidrogénio na fixacdo de nitrogénio" foram revistos pPor M.G. Yates. O mecanismo de
requlagao da fixacdo do nitrogénio diferencia-se ao se considerar a bactéria
estudada. Isso levou R. Dixon a rever os aspectos de controle genético de
Keebsiella pneumoniae, Azotobacter e Rhizobium no capitulo "Requlagdo aenética da
fixacdo do nitrogénio". Porém, além dos gens requeridos para £ixacdo (ni4), outros
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estdo emvolvidos no processo da nodulagao (nod) . Em outros termos, a fixacao
simbidtica do nitrogénio compreende, ndo scmente a expressao da nltrogenase, mas
também todo o mecanismo que leva o Rhizobiun infectar a raiz até se transformar em
bacterdide. Esses aspectos 830 revistos por A.W.B. Johnston e col. no capltulo
"Andlise dos gens simbiSticos de Rhizobium”. O desfecho do presente livro esta em
seu dltimo capitulo "Fixacao do nitrogénio por Desulfovibaio”, desenvolvido pelo
consagrado J.R. Postgate e seus cools. que vinculam o ClClO do nitrogénio ao do
enxofre. Desulfovibrio participa da reducao dissimilatéria do sulfato e fixa
nitrogénio porém sem eficiéncia. A existéncia de uma minoria de linhagens dessa
bactéria contendo gens nit em plasmidios sugere que esses gens podem ser
geneticamente transferidos na natureza neste ou em outros generos Os autores
mostram que apesar de uma resposta limitada na fixacdo de nitrogénio, a fisiologia
de Desulfovibrio parece ser similar aos conhecidos fixadores em todos os diferentes
aspectos.

Ely Nahas

Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal UNESP

Dept® de Microbiologia

Rodovia Carlos Tonani, Km 5

14780 Jaboticabal SP

A Franca pesquisa o mapa gendtico: Entrevista com o geneticista francés Jean
Frézal

CENDOTEC — Centro Franco-Brasileiro de Documentacdo Técnica e Cientifica
Av. Waldemar Ferreira, 204
05501 Sdo Paulo SP, Brasil

Paralelamente a0 "Programa Apolo da Biologia" Jlancado pelos americanos, que
pretendem reconstituir a molécula de ADN antes do final'do século, existe outro
programa de ambito mundial: o do mapa genético, em que a pesqu:Lsa francesa ocupa
uma posicao de lideranca. Sem dlvida, esse projeto - cujos debates realizaram-se
recentemente em Paris - trard a ciéncia oonhecimentos decisivos. O prof. Jean
Frézal, diretor da unidade de Genética Médica do Hospital Necker-Enfants Malades de
pParis, foi o organizador do oongresso. Nesta entrevista ao jornal francés Ie
Figaro, ele exple as perspectivas e os problemas trazidos por uma avango que, em
suas palavras, vird "revolucicnar a Medicina dos proximos 15 anos".

Por sua vez, o prof. Jean Dausset, prémic Nobel de Medicina em 1980, participa do
debate sobre os perigos das manipulagdes genéticas. Ampliando as colocagdes de Jean
Frézal, ele sugere alguns principios simples, que poderiam servir de base para um
"oodigo de boa conduta” das ciéncias da vida.

Perqunta: O congresso organizado pelo senhor & um aconteczmento cientifico
importante, pois se realiza apenas de dois em dois anos e relme a nata dos
geneticistas do mundo todo. O senhor poderia especificar-nos o que espera de seus
resultados?

Resposta: Inicialmente, uma palavra sobre seu cbjetivo, que nem sempre & bem
compreendido. Essa conferéncia pretende contribuir para um conhecimento mais exato
do mapa genético do homem e das outras espécies animais. Ou seja, tentamos
detectar, com precisao e acuidade cada vez maiores, os genes nos cramossomos. O
conceito de mapa da-nos um angulo de visao diferente do programa americano, que
procura determinar os elementos quimicos que compdem a glgantesca molécula de ADN;
um programa monumental, ocasionalmente chamado de "Programa Apolo da Biologia", e
que provavelmente & um objetivo final.

Estou convicto de que um congresso oomo o que acaba de acontecer em Paris vira
acelerar o conhecimento do patrimonio hereditario. As informag¢ces de que dispomos
atualmente abrangem cerca de 5% dos genes do homem, O que ndo & pouco. Esse
encontro reativa e coordena melhor os trabalhos internacionais e também franceses;
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dessa forma, antes do final do século poderemos conhecer Uma proporcdo muito maior
de tais genes, .

Quanto ao interesse mais amplo desse exercicio, que pode parecer importante
apenas ao0s 450 pesquisadores que vieram de quase todos os paises do mundo,
inclusive da China: penso que ele ira revolucionar a Medicina dos proximos 15 anos.
En minha opinizo, mais do que a declinacdo das bases constitutivas do genoma
(objetivo do programa americano), é o oonhecimento do mapa genético que nos
fornecera elementos para compreendermos un grande nimerc de doencas, algumas
importantes; sdo doencas que oonhecemos bem, mas cujo mecanismo ainda ndo
conseguimos captar, apesar das muitas pesquisas a respeito,

Pergunta: Trata-se, suponho, de doengas organicas?

Resposta: Nao apenas organicas! Sem duvida, causarid surpresa - e realmente é
estimulante - saber que essas pesquisas também se referem a afeccSes cujas
manifestagbes dizem respeito basicamente a Psicologia e a Psiquiatria; cada vez
mais, sao localizados noOs CroMOSSOMOS genes responsavels por essas doencas. f o
caso da psicose maniaco-depressiva, de certas formas de deméncia senil e pré-senil;
ou mesmo dessa doencga com um name poético, a doenca de Gilles de Ia Tourette,
descoberta no século XIX,r e que se caracteriza por uma desordem que parece
puramente psicologica, pois o paciente apresenta tiques e uma incdmoda propensio
para dizer obscenidades..,

Pergunta: Nao ha o risco de esse processo levar a uma concepgdo determinista,
organica, do homem normal?

Resposta: Nao creio. A idéia de que tudo -estaria determinado pelo que esti
inscrito em nosso patrimonio hereditario nao me agrada, e considero-a totalmente
erronea. E indiscutivel que o meio ambiente e a experiéncia de cada individw
modelam e modulam a informacdo impressa em seu patrimdnio hereditdrio. O homem é e
continuaré a ser definitivamente imprevisivel - felizmente! Mesmo que conhec8ssemos
toda a sequéncia de seus genes, ndo poderiamos desprezar a participacio do acaso,
esse grande motor da vida, que permanecerd sempre invencivel. Nio costumo proferir
atos de fé, mas creio que a vida é probabilista e que nenhum de suas opgoes,
nenhima de suas escolhas esta totalmente determinada. No nivel mais elementar da
vida, no estagio mais organico da formagdo dos seres - por exemplo, para formar uma
protéina - a unido de duas moléculas nio ocorre sempre da mesma forma, pois esta
sujeita as condi¢fes externas.

Pergunta: Dito isso, e sem mesmo abordarmos as manipulagSes genéticas: certos
progressos da. Genética, nos quais se baseia a "Medicina previsiva" tao cara ao
prof. Dausset, suscitam problemas éticos que pdem em jogo a liberdade humana. Sob
esse aspecto, que pensa o senhor do papel dos comités de Ftica? Como ensinar o
homem a viver com o conhecimento de si mesmo?

Resposta: Nada seria mais absuwdo ° que desistirmos de compreender os
determinismos, com o pretexto de que nem tudo estd determinado.. Tenho o maior
respeito pelo prof. Dausset - tanto pelo homem como pelo cientista. Sem davida, a
Medicina previsiva, que é o caminho em que ele esta empenhado, suscita problemas,
mas proporcionais aos imensos servicos que ela pode prestar. Gracas s descobertas
que valeram a Jean Dausset o prémio Nobel, serd possivel, por exemplo, determinar
quais os individuwos predispostos ao diabetes insulinodependente, bem como. os que
estdo caminhando para a doenca, antes que esta se torne aparente. Evidentemente, a
questao &: que medidas tomar, a qual grau de coercdo recorrer para deté-los nesse
caminho? Mas tudo indica que disporemos de meios para retardar, atenuar e até mesmo
prevenir uma moléstia cujas consequéncias s3o extremamente pesadas para o doente,
para sua familia e para a sociedade.

A esse respeito, o senhor empregou uma formula que me parece adequada: o homem
precisa aprender a viver oom o oconhecimento de si mesmo que ele pode ter. Isso
significa que nao se devem misturar os géneros, e que & preciso nio confundir, no
homem de ciéncia, o pesquisador - cuja vocacgio é levar avante o conhecimento -, com
O homem - que deve refletir oomo homem sobre os problemas de aplicacdo desse
conhecimento. As questSes de ética que proponho a mim mesmo sio de minha
competéncia enquanto homem e nio enquanto cientista. Desse ponto  de vista,
parece-me evidente que os cientistas ndo devem constituir uma categoria 3 parte,
cujas agdes fossem isentas de qualquer critica. A ciéncia deve ser o mais
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transparente possivel, e cabe & sociedade pesar suas conseguencias. E nesse sentido
que caminha o Comité Francés de Etica, e creio ser aconselhavel evitar tudo o que
possa diminuir sua autoridade. (CENDOTEC)
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