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SISTEMA COBA 198% .— ASPECTOS RELATIVOS AOS DADOS DOS

LABURATORIOS DE REFERENCIA

Em 1988 foram processados dados relativos a
cerca de 31.000 antibiogramas realizados pelos la-
boratérios que participam do Sistema COBA.
Destes, aproximadamente 19.000 tiveram origem
nos laboratérios de Referéncia do Sistema, cor-
respondendo a 61% do total de antibiogramas con-
siderados
Os Laboratérios de Referéncia envolvidos fo-
ram os seguintes:
- S#io Paulo - Hospital Universitdrio da USP,
Laboratério Fleury, Gastroclinica;

- Ribeirdo Preto - Hospital das Clinicas da
FMRP, USP;

- Recife - Laboratério LAPAC;

-Rio de Janeiro - Hospital das Clinicas da
UERJ;

Augusto Cezar Montellil
Carlos Emilio Levy!

- Belo Horizonte - Hospital das Clinicas da
UFMG;
- Porto Alegre - Laboratério do Hospital S@o
Lucas;
- Curitiba - Hospital das Clinicas da UFP.
Para analise das informagdes geradas pelo
processamento eletrdnico consideramos 0s 15
germes mais freqiientes € cujos ndmeros de cepas
testadas obedeceram ao minimo estabelecido pela
Comissio de Anglise. Os resultados, expressos em
percentual de amostras resistentes, relativos a 24
antimicrobianos encontram-se nas Tabelas 1A ¢
1B, onde verificamos como bactérias prevalentes:
E. coli, S. aureus, Klebsiella, Pseudomonas aeru-
ginosa ¢ Enterobacter, todas com mais de 1000
amostras submetidas ao antibiograma.

TABELA 1A - Distribuigio das amostras bacterianas testadas e do percentual de resisténcia, de acordo com os germes € as drogas

(Sistema COBA, Laborat6rios de Referéncia, 1988).

Q
GERMES o Amp.| Ami. | Gen. | Net. | Tob. | Cft Cef. | Cet. | Cex. | Tet | Clo.iSu+Tri
Testadas
E.coli 7038 58 4 5 3 7 25 3 0 0 48 38| 52
S. aureus 2832 76 14 24 7 25 16 15 22 17 38 | 22| 19
Klebsiella 1887 86 12 27 22 28 37 14 5 3 41 451 43
P.aeruginosa 1627 NR 19 40 44 35 1 NR | R 75 34 | R 89| MR
Enterobacter 1114 80 13 31 21 32 62 77 20 16 39 41| 40
Enterococcus 7 11 83 15 26 80 86 | NR 87 61 70 44| 58
P. mirabilis 974 37 2 10 7 6 19 6 2 1 98 38| 38
Pseudomonas sp 506 91 23 53 38 47 57 98 66 27 82} 73| 74
Proteus indol+ 418 65 4 10 3 11 15 12 2 1 74 41| 37
Acinetobacter 363 68 46 41 29 43 82 80 | 61 36 41 77| 48
Serratia 416 88 36 66 60 58 95 40 11 3 90 | 71| 63
Citrobacter 255 61 21 24 19 41 60 55 25 12 35 361 49
Shigella 413 33 3 1 1 2 7 2 4 0 71 28| 66
Salmonella 198 35 7 16 19 17 19 4 i 2 18 18§ 30
Providencia 46 7 2 36 41 27 83 5 0 0 78 59| 65

Amp.: Ampicilina; Ami.: Amicacina; Gen.: Gentamicina; Net.: Netilmicina; Tob.: Tobramicina; Cft.: Cefalotina; Cef.: Cefoxitina;
Cet.: Cefotaxima; Cex.: Cefiriaxone; Tet.: Tetraciclina; Clo.: Cloranfenicol; Su+Tri.: Sulfazotrim.

1. Membro da Comissio de Andlise do Sistema COBA da Sociedade Brasileira de Microbiologia
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TABELA 1B - Distribuigio das amostras bacterianas testadas e do percentual de resisténcia, de acordo com os germes e as drogas

(Sistema COBA, Laboratérios de Referéncia, 1988).

GERMES l\ée:):;al Fosfo.| Carb. | Rif. | Pen.G| Oxac. | Eritr. | Linc. [ Van.| Ac.Nal| Ac. Pip| Norf. | Sulfa
Testadas
E. coli 7038 19 57 59 | NN | NR | NR|[ M |MNR 8 8 0 | 58
S. aureus 2832 23 | NR 9 85 21 32 18 1 77 79 15 | 14
Klebsiella 1887 47 82 84 | NR | NR | NR | NR | R 26 27 7 | 60
P. aeruginosa 1627 63 37 NR NR NR NR | NR [N NR 82 24 | R
Enterobacter 1114 53 51 74 NR NR NR | NR | NR 22 - 28 10 | 46
Enterococcus 847 61 NR 24 46 NR 64 90 3 NR NR 55 96
P. mirabilis 974 22 22 40 | NR | N\R | R | \R | R 11 9 1] 29
Pseudomonas 506 86 43 67 NR NR NR | R | R 84 58 13| 67
Proteus indol+ 418 54 19 533 R|NR|MIMNR|MNR 15 16 4 | 43
Acinetobacter 363 93 44 16 NR NR NR [ NR | NR 52 100 42 | 43
Serratia 416 22 74 71 NR | NR | NR [ NR | R 40 57 10 | 30
Citrobacter 255 10 56 | 100 ] NN [ NR | NR{ R [WR 23 29 7167
Shigella 413 3 32 60 | NN | N\R | NR| R | R 0 0 0 | 9%
Salmonella 198 14 33 538 ] NN | NR| NR| MR |WR 17 38 0 | 58
Providencia 46 48 39 50 ] NR | NR | NR}| R | 32 25 38 | 100

Fosfo.: Fosfomicina; Carb.: Carbenicilina; Rif.: Rifampicina; Pen.G: Penicilina G; Oxac.:

Oxacilina; Eritr.: Eritromicina; Linc.: Lin-

comicina; Van.; Vancomicina; Ac. Nal.: Acido Nalidixico; Ac. Pip.: Acido Pipemidico; Norf.: Norfloxacina; Sulfa.: Sulfadiazina.

Os griéficos da Figura 1 projetam para 12 bac-
térias de grande importincia médica os percen-
tuais de cepas resistentes aos 10 antimicrobianos
de maior atuagdo "in vitro” frente a cada uma de-
las. De um modo geral, podemos verificar que
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter, Serra-
tia, Enterococcus ¢ Pseudomonas sp apresenta-
ram-seé Como 0s germes mais resistentes, mesmo
frente as drogas de maior atividade. Por outro

FIGURA 1 - Percentuais de amostras resistentes as 10 drogas

de maior atividade "in vitro" para 12 bactérias de alta prevalén-
cia nos antibiogramas (Sistema COBA, 1988)
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lado, E. coli, Proteus mirabilis e Shigella caracte-
rizaram-s¢ como bactérias de menores proporgdes
de amostras resistentes.

Efetuando-se andlise global dos dados por
meio do critério de "faixas de resisténcia", adotado
anteriormente pela Comissio de Andlise:

- de 0-20% de amostras resistentes — resistén-

cia baixa (RB),

- de 21-50% de amostras resistentes — resis-

téncia intermedidria (RI),

- de 51-100% de amostras resistentes — resis-

téncia alta (RA),

encontramos na faixa RB as drogas mais eficazes
para cada germe considerado, conforme sumariza-

do abaixo:
GERMES DROGAS*
E.COLI AM]I, GEN, NET, TOB, CEF, CET,
CEX, FOSFO, AC. NAL, AC.PIP ¢
NORF
KLEBSIELLA AMI, CEF, CET, CEX e NORF.
ENTEROBACTER AMI, CET, CEX ¢ NORF
SERRATIA CET, CEX ¢ NORF.
PROTEUS MIRABILIS ~ AMI, GEN, NET, TOB, CFT, CEF,
CET, CEX, AC. NAL, AC. PIP ¢
NORF.
PROTEUS INDOL (+)  AMI, GEN, NET, TOB, CEF, CET,
CEX, CARB, AC. NAL, AC. PIP ¢
NORF.
CITROBACTER NET, CEX, FOSFO ¢ NORF.
SHIGELLA AMI, GEN, NET, TOBR, CFT, CEF,
CET, CEX, FOSFO, AC. NAL, AC.
PIP ¢ NORF.
SALMONELLA AMI, GEN, NET, TOB, CFT, CEF,
CET, CEX, TET, CLO, FOSFO, AC.
NAL e NORF.
PROVIDENCIA AMI, CEF, CET ¢ CEX.
P.AERUGINOSA AML
PSEUDOMONAS sp  NORF.
ACINETOBACTER RIF.
§.AUREUS AMI, NET, CFT, CEF, CEX,
SU+TRI, RIF, LINC, VANC e
NORF,
ENTEROCOCCUS AMP e VANC.

% Amostras Resistentes
Pseudomonas
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Amp.: Ampicilina; Ami.: Amicacina; Gen.: Gentamicina; Net.:
Netlmicina; Tob.: Tobramicina; Cft.: Cefalotina; Cef.: Cefoxi-
tina; Cet.: Cefotaxima; Cex.: Ceftriaxone; Tet.: Tetraciclina;
Clo.: Cloranfenicol; Su+Tri.: Sulfazotrim.Fosfo.: Fosfomicina;
Carb.: Carbenicilina; Rif.: Rifampicina; Pen.G: Penicilina G;
Oxac.: Oxacilina; Eritr.: Eritromicina; Linc.: Lincomicina;
Van.: Vancomicina; Ac. Nal: Acido Nalidixico; Ac. Pip.:
Acido Pipemidico; Norf.: Norfloxacina; Sulfa.: Sulfadiazina.
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Na Figura 2 os graficos de cada uma das 24
drogas analisadas expressam a propor¢io de amos-
tras resistentes para os diferentes géneros ou espé-
cies bacterianas implicadas. De maneira geral, os
antimicrobianos que apresentaram maior atividade
"in vitro" foram — amicacina, ceftriaxone, cefotaxi-
ma, norfloxacina e vancomicina. Ao contrério,
constitniram-se como drogas de menor atuagao —
sulfamidicos, tetraciclina, ampicilina ¢ penicilina
G. Houve acentuada variagio de atividade dos di-
versos antimicrobianos em relaglio aos germes
considerados.

FIGURA 2 - Atividades "in vitro" de 24 antimicrobianos (em
percentual de amostras resistentes) e de acordo com a bactéria
(Sistema COBA, 1988)
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Sistema COBA, Lab. Referéncia, 1988
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Sistema COBA, Lab. Referéncia, 1988
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Sistema COBA, Lab. Referéncia, 1988
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Sistema COBA, Lab. Referéncia, 1988
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Sistema COBA, Lab. Referéncia, 1988

100 T

80 T

60 1-

40 +

20 +

}
S. aureus Enterococcus

Vancomicina

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(3), 1991

Estas informacdes geradas pelo Sistema
COBA em 1988 podem se constituir num dos refe-
renciais objetivos com que contam os médicos no
momento de decidir sobre a melhor conduta tera-
péutica frente & infecgfio por determinado germe,
principalmente, quando ainda n#o tenham em
maos o descjado antibiograma.

205



Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(3): 206-209, 1991

CONSIDERACOES SOBRE OS 10 ANOS DE ATIVIDADES DO SISTEMA COBA

O Sistema COBA (Controle Bacterioldgico)
foi instituido com o propésito fundamental de es-
tabelecer banco de dados na area de Microbiolo-
gia Clinica, a nivel nacional, por meio de infor-
magoOes sobre a ocorréncia de germes patogénicos
isolados de material clinico na atividade de rotina
dos laboratérios de andlise e a sensibilidade aos
antimicrobianos apresentada por estes microrga-
nismos. O Sistema foi implantado a partir de 1980,
sobretudo para criar, apds processamento
eletrdnico ¢ andlise dos dados, fonte de infor-
mag0Oes fidedignas, que refletisse a realidade do
pais . O Sistema foi conduzido pela Sociedade
Brasileira de Microbiologia — por meio das Co-
missSes de Andlise ¢ de Auditoria — responsdvel
pelos aspectos técnico-cientificos do programa,
andlise e divulgacfio dos dados e de documentos
correlatos, com o apoio do Servigo de Atualizagiio
Médica da Merck, Sharp & Dohme — a quem com-
petiu o desenvolvimento computacional do Siste-
ma, o recolhimento periédico dos resultados dos
antibiogramas nos laborat6rios participantes e a
cobertura dos custos operacionais implicados.

No correr do ano de 1981 esforgos dirigidos
para o levantamento e andlise dos dados obtidos
pelo Sistema em 1980 resultaram na publicagfio
"Projeto COBA - Andlise preliminar de resulta-
dos "(1), envolvendo cerca de 30.000 antibiogra-
mas. Estes se originaram do empenho de partici-
pagdo de 94 laboratérios de microbiologia situados
em 6 capitais brasileiras — Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Belo Horizonte, Curitiba, Porto Alegre e
Salvador, que responderam positivamente ao con-
vite formulado pela SBM.

A abordagem concisa e critica dos dados per-
mitiu detectar uma série de impropriedades no uso
{em geral, indiscriminado e pouco criterioso) ¢ na
execucdo do antibiograma e/ou na identificacdo
bacteriana. Desse modo, perderam os dados cole-
tados, globalmente, a confiabilidade nccessdria
para divulgacfio oficial. Alguns aspectos dessa
andlise mereceram destaque:

Augusto Cezar Montelli*

1. Em relagfio aos germes testados nos anti-

biogramas;

2. Em relagfio as drogas utilizadas nos testes;

3. Em relago aos resultados obtidos nos anti-

biogramas.

Entre 1981 e 1983, com todos os laboratdrios
participantes ji tendo recebido normas técnico-
cientificas (7) de atuagdo (metodologia normatiza-
da, compreendendo bactérias selecionadas para
andlise, as provas minimas necessdrias para a sua
identificagdo e a técnica recomendada para a exe-
cugdo adequada do antibiograma e de sua interpre-
tagéio) e vdrias publicacdes (4,5) geradas pelo Sis-
tema, observou-se, regra geral, manuten¢io das
inadequagbes anteriormente assinaladas, bem
como, da inviabilidade de publica¢iio das infor-
magdes registradas.

Face a imprecisao persistente de grande parte
dos dados recebidos, virias medidas saneadoras
foram propostas entfo: divulgagfio de publicagbes
técnico-cientificas, com objetivos normativos ou
formativos; elaboragfio e divulgagfio periddica do
Boletim COBA; reunides de membros da Co-
missiio de Andlise com colegas laboratoristas das
diversas cidades; divulgacdo de dados relativos
ao Sistema em Congressos, Simp6sios ou 'pales-
tras; e, principalmente, a de intensificar esforgos
para o estabelecimento de um sistema referencial,
constituido de um conjunto de 1-3 Laboratérios
de Referéncia por cidade constante do programa.
Planejado desde o inicio, o sistema referencial s6
foi estabelecido no correr de 1984, sendo inicial-
mente integrado por 5 laboratdrios, que se distin-
guiram por sua adequada atuagfio no programa:
Hospital do Servidor Piblico Estadual (Sdo Pau-
lo), Gastroclinica (So Paulo), Hospital Univer-
sitdrio da USP (S@io Paulo), Hospital Univer-
sitdrio da UERJ (Rio de Janeiro) e Hospital Sdo
Lucas (Porto Alegre).

Com a concretizagfio das propostas enuncia-
das houve, com o correr do tempo, estabeleci-
mento de condi¢des favordveis 4 divulgacio de

* Professor Titular do Departamento de Clinica Médica da F. M. Botucatu

Membro da Comiss@o de Andlise do Sistema COBA
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dados globalizados do Sistema, sempre relativos
aos Laboratérios de Referéncia. Assim, os labo-
ratérios participantes (terminais de informagfo)
passaram a receber, além dos relatérios computa-
cionais de scus préprios dados, informagdes
periédicas sobre o sistema de referéncia (dados
globalizados; por material clinico; por SCIvico
hospitalar; por cidade ou regifo, etc). Foram tam-
bém publicados, sob diversas formas, vérios tra-
balhos(2,6), cujos contelidos apresentavam valio-
sos subsidios de natureza préitica em relagdo ao
Laboratério de Microbiologia, a atuagiio médica,
ao Hospital (particularmente, as Comissdes de
Controle de Infecgio Hospitalar) e a Saide
Piblica. Por outro lado, editorado e distribuido
periodicamente (8 nimeros até 1988), o Boletim
COBA foi outro instrumento utilizado como meio
de educagfio e informagéo.

O Sistema de Referéncia foi progressiva-
mente ampliado, em cumprimento a uma das me-
tas planejadas. Para tanto, os laboratérios convida-
dos foram selecionados pelo mérito demonstra do
em sua participagio como "terminal de infor-
magdo": Laboratério de Patologia Clinica ~ LA-
PAC (Recife). Laboratério do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (USP), Laboratério Fleury (S&o Paulo), La-
boratério do Hospital das Clinicas da UF.M.G e
Laboratério do Hospital das Clinicas da Universi-
dade Federal do Parana.

Desse modo, a Comissfio de Andlise pode
centrar seus esforcos de andlise ¢ produgfio de
documentos (3) num contingente de dados grada-
tivamente mais abrangente, representativo de di-
versas regides importantes do pafs. Todo material
gerado foi encaminhado aos laboratdrios partici-
pantes do Sistema, aos sécios da SBM e, alguns
deles, a organismos governamentais ¢ classe
médica.

Entretanto, os dados fornecidos pelos "termi-
nais de informag¢fo”, embora continuassem a scr
processados e encaminhados aos laboratérios res-
pectivos, nio tiveram oportunidade de ser analisa-
dos isolada ou globalmente, como ocorrcu com 08
de 1980.

Como a decisfo de encerrar os trabalhos do
Sistema COBA se dcu em julho de 1989, os
tltimos dados computados foram os do primeiro
semestre deste ano, completando o ciclo de 10
anos de atividades do programa.

Nesta oportunidade nos pareceu interessante,
¢ até mesmo imperiosa, andlise abrangente da to-
talidade de informagbes produzida pclos labo-
ratérios participantes nestes iltimos 6 meses de

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(3), 1991

colaboragio, & semelhanga e com a mesma meto-
dologia da "Anglise preliminar de resultados”.
Talvez, com isso s¢ possa aportar novos subsidios
para configuragio da realidade atual do trabalho
microbiolégico dos laboratérios que integraram o
Sistema COBA na sua fase final.

SISTEMA COBA — ANALISE FINAL
DE RESULTADOS

Os relatérios emitidos apés computagio das
informagoes encaminhadas pelos laboratdrios de
microbiologia participantes do Sistema COBA
durante o primeiro semestre de 1989 referem-se a
22.613 antibiogramas. De acordo com a progra-
magfio estabelecida anteriormente, compreendeu
dados relativos a 18 bactérias (entre S. aureus,
Enterococos, Enterobactérias e Pseudomonas) e
30 antimicrobianos. Desse modo, muitas das
andlises efetuadas na "Andlise preliminar”(1) (en-
volvendo numerosos outros germes ¢ drogas,
pois, nfio havia na época nenhuma normatizagfo)
ndo poderdio agora ser feitas, uma vez que os for-
mulérios padronizados (¢ entregues aos labo-
rat6rios para a transcrigfo dos resultados dos anti-
biogramas) j4 restringem as opgdes de bactcrias e
antimicrobianos.

A andlise objetiva dos dados relacionados aos
22.613 antibiogramas efetua-se sob os seguintes
aspectos:

A. EMRELACAO AOS GERMES
ESTUDADOS:

1. Bactéria da flora normal para o mate-
rial clinico de origem — Enterobactérias
(diversas) fezes — (£600) S. aureus ¢ En-
terococos — fezes (14) Pseudomonas —
fezes (4)

2. Bactérias potencialmente patogénicas,
porém, isoladas de material clinico
onde nio sido descritas ou o sdo rara-
mente

Shigella — Urina, sangue, ferida
(40) cirfirgica, secregdo genital
feminino, orofaringe
Salmonella — Escarro, secregao

(10) orofaringeana e outras se-
crecdes
Yersinia enterocolitica — Urina
ey

207



Montelli, A.C.

3. Indice de compatibilidade da etiologia,
segundo o material clinico

NpIcE = BACTERIAS COMPATIVEIS COM A ETIOLOGIA
"~ NFTOTAL DE BACIERIAS ISOLADAS E TESTADAS

Ex: I fozeq =38,5%.

X100

B. EMRELACAO AS DROGAS UTILIZADAS
NO ANTIBIOGRAMA:

1. Drogas empregadas inapropriadamente,
segundo a bactéria testada

E. coli — penicilina G (702), oxacilina
(526), lincomicina (428), eritro-
micina (751), vancomicina (18)

S. aureus — acido nalidixico (427), carbe-
nicilina (1.176). colistina
(128)

P. aeruginosa —écido nalidixico (308),
cefalotina (1.153), cefo-
xitina (1.357), ampicilina
(1.462), penicilina G
(214), oxacilina (127),
eritromicina (245), sulfa-
zotrim (1.519), nitrofu-
rantoina (287)

2. Drogas empregadas des ecessariamente,
uma vez considerado-omaterial cllnico de

origem

Acido nalidixico para — escarro, ferida
cirdirgica, secregio
orofaringeana, sangue,
liquor
para —> escarro, Se-
cregdio  orofaringeana,
sangue, liquor

para — escarro, sangue,

ferida cirdrgica, secre¢fio

orofaringeana

Eritromicina para — liquor

Nitrofurantoina

Norfloxacina

C. EMRELACAO AOS RESULTADOS APRE-
SENTADOS PELOS ANTIBIOGRAMAS:

1. Resisténcia de certas bactérias em
proporc¢io "surpreendentemente” maior
que outras, a certa(s) droga(s)

S.typhi>R que outras Salmonella — am-
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picilina, amicacina, tetraci-
clina, cefalotina, cefoxitina,
gentamicina, tobramicina,
netilmicina

Proteus mirabilis>R que outros Proteus —
tetraciclina, sisomicina, ni-
trofurantoina

Shigella>R que Salmonella — sulfazotrim,
ampicilina, tetraciclina, clo-
ranfenicol, imipenem, cefo-
taxima

S. typhi>R que P.aeruginosa — amicaci-
na, carbenicilina, tobramici-
na, gentamicina

2. Germes freqiientemente sensiveis a certa
droga, apresentando relativamente,
Indices elevados de cepas resistentes —
(% de amostras resistentes)

Salmonella typhi — ampicilina (40), sul-
fazotrim (37), cefalotina
(60), netilmicina (40), clo-
ranfenicol (17), gentamici-
na (35)

Shigella — ampicilina (47), sulfazotri

(77), cloranfenicol (39), te-

traciclina (67) :

Proteus mirabilis —» ampicilina (52)

3. Germes naturalmente resistentes a
certas drogas, apresentando proporgio
de amostras sensiveis inesperadas — (%
de amostras sensiveis)

Colistina —  Proteus indol (+) (14), Pro-
videncia (17), Serratia (28),
S.aureus (29)
Vancomicina — E.coli (56), Klebsiella
(23), Enterobacter (39),
) P.aeruginosa (34),
Acido nalidixico — S.aureus (20), Entero-
cocos (13), Pseudo-
monas sp (11)

Estas constatagdes referendam que, para a
concretizagio do objetivos de um Sistema como o
COBA, torna-se necessdrio trabathar com menor
nimero de laboratérios, porém de desempenho
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satisfatério assegurado pela adog¢do da metodolo-
gia recomendada. Por outro lado, com o
diagndstico da situagfio estabelecido, compete a
Sociedade cientifica conscientizar — laboratorios,
organismos governamentais implicados ¢ médicos
— para que possamos juntos encontrar mecanismos
mais eficazes de reversiio do quadro atual.

BIBLIOGRAFIA

1. Montelli, A.C. - Anilise preliminar de resultados - Proje-
to COBA. SBM:1-10, 1981.

2. Montelli, A.C. - Comparagio de sensibilidade a drogas
em bactérias isoladas em Sao Paulo, Rio de Janeiro e Por-
to Alegre (Sistema COBA, 1980/1984). SBM:1-11, 1985.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(3), 1991

Montelli, A.C. - Caracterizagio da sensibilidade bacteria-
na aos antimicrobianos no Brasil (1980-1987). Rev. Bras.
Pat. Clin., 24:78-82, 1988.

Montelli, A.C.; Toledo, M.R.F,; Silva, MLR. - Im-
portincia do diagnéstico etiolégico das infecgbes e da
sensibilidade dos agentes bacterianos as drogas. Inf, Téc.
Cient. SBM:1-4, 1980.

Pereira, A.A.; Silva, M.L.R.; Montelli, A.C. - Conside-
ragbes sobre a evolugdo do Projeto COBA. Inf. Téc.
Cient. SBM:1-5, 1982.

Pereira, A.A.; Levy, C.E.; Furtado, J.S. - Sistema COBA:
resisténcia bacteriana a drogas em 1984, 1985, 1986.
SBM:1-24, 1987.

Sociedade Brasileira de Microbiologia - Sistema COBA-
Metodologia Normatizada. Inf. Téc. Cient. SBM: 1-3,
1980.

209




Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(3): 210-215, 1991

A CONCENTRACAO DE INTERFERON HUMANO DE MEMBRANAS AMNIOTICAS:
I. METODOS FISICOS
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RESUMO

A concentragdo de preparagdes de interferon humano de membranas amnidticas
(IFN-MA) por métodos fisicos foi investigada. As preparactes foram obtidas a partir
de dmnios infectados com o virus da doenga de Newcastle ¢ o seu titulo de atividade
anti-virica foi determinado em células Vero, tendo como desafio o virus da
encefalomiocardite de camundongo ou o virus Sindbis.

A concentragfio por didlise contra pressdo negativa, com as preparagdes em pH 2,
mostrou recuperagdes de IFN acima de 50%. O método, apesar de bastante lento, foi
considerado conveniente para pequenos volumes (até 100 ml).

A didlise contra substdncia higroscépica ("Aquacide™) na qual a 4gua das
preparagoes & retirada por substincia colocada externamente A membrana de didlise foi
satisfatério, permitindo concentrages rapidas, de 6 a 10 vezes, com recuperagdes acima
de 50%, sobretudo se o material fosse dialisado posteriormente em dgua acidulada.

A filtragfio molecular utilizando membranas Millipore PSAC ou PTGC ¢ Amicon
UM 2 néio ofereceu resultados reproduziveis.

A liofilizag¢do de preparagdes concentradas previamente pela precipitagio com
dcido tricloroacético permitiu a concentragfio sem perdas do IFN-MA.

Palavras-chave: interferon, concentragdo, métodos fisicos.

INTRODUCAO lar, imunomodulagfio ¢ outros fendmenos (20).
: Os interferons, pelas suas atividades antivirica
Os interferons (IFNs) sdo proteinas induzidas ¢ anticelular 18m sido empregados terapeutica-
por virus e outros estimulos em células de vertebra- mente em viroses ¢ cinceres (17, 19) e, para sua
dos. Estas protefnas, por altera¢des na superficiec  produgiio industrial, t8m sido utilizados leucécitos
celular e ativagio de genes celulares, promovem re- de sangue periférico (4), fibroblastos de pele hu-
sisténcia antivirica, inibi¢do da multiplicagfio celu- mana (3), células tumorais humanas (21) ¢ IFNs
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produzidos por técnicas de DNA recombinante,
especialmente em bactérias (10).

Uma fonte alternativa dc células humanas
para a produgfio de IFN ¢ o &mnio (7). O tecido ¢
parte integrante da placenta, matéria-prima de
facil obtengfo e o processo de produgdo ¢ simples
e de baixo custo (14), possibilitando sua utilizagio
em ensaios terapéuticos. Todavia, as atividades
biolégicas de interferon humano de membranas
amniéticas (IFN-MA) foram pouco investigadas.
Para estas finalidades, sfio necessdrias preparagdes
purificadas (8) e, como a atividade inicial destas é
relativamente baixa (14) torna-se indispensdvel
primeiramente concentrar este IFN para tornar
possivel a sua purifica¢fo.

Neste trabalho, diversos métodos fisicos de
concentragio de IFN-MA foram estudados para
possibilitar sua posterior purificagdo, com o objeti-
vo de esclarecer suas véarias atividades bioldgicas
¢ testar o seu emprego clinico.

MATERIAL E METODOS
Interferon

A produggo foi realizada conforme detalhado
por Kroon et al (14). Amnios foram retirados, cor-
tados, lavados em solug#io salina de Hanks (SSH)
e infectados com virus da doenga de Newcastle, na
concentracdo de 2x10% unidades infectantes (EID
50) por ml, numa quantidade de 0,9 ml/g de teci-
do. Transcorrida uma hora a 37°C, o excesso de
virus foi retirado e entdo acrescentados 6 ml de
meio de Eagle (6) por grama de tecido, contendo
diferentes concentragdes de soro de carneiro. Os
fragmentos de tecido foram reincubados por mais
uma hora, a seguir 0 meio foi drenado e iniciou-se
a indugfo propriamente dita, com adi¢fio de virus
nio-diluido (2x10% EID 50/ml) ao volume referi-
do. Decorridas duas horas a 37°C, o excesso de
virus foi removido ¢ aos fragmentos de tecido no-
vamente acrescentado meio de Eagle. A reincu-
bagdo foi feita a 37°C e, apds 24 horas, o sobrena-
dante foi drenado, o meio renovado e uma
segunda coleta realizada ap0s 48 horas.

Os estoques foram preparados a partir de IFN
com ¢ sem soro, sendo seu pH acertado para pH 7
ou pH 2 e mantidos a -70°C. Para uso, os estoques
de IFN-MA, logo apds o descongelamento, perma-
neceram a 4°C por 18 a 24 h, em pH 2. Aliquotas
foram irradiadas com luz ultravioleta usando
lampada germicida de 15W ("General Electric")
durante 2 minutos, a uma distincia de 20 cm ¢
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conservados a -20°C até a titulagéo.

Para titulagfo (9), aliquotas das amostras pre-
viamente irradiadas e estocadas foram diluidas em
placas de microtécnica de 96 camaras utilizando
meio 199 com 5% de soro de carneiro. Células
Vero foram acrescentadas em concentragfo de 40
a 60 mil células por cAmara e as placas incubadas
a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. Apés 24 ho-
ras, o meio foi drenado, sendo adicionados virus
Sindbis ou da encefalomiocardite de camundongo
(EMC). As placas foram reincubadas e a leitura do
teste realizada quando o controle de virus apresen-
tava efeito citopatico de 75 a 100%. O titulo do
IFN foi expresso pelo inverso da diluigfo que re-
duziu em 50% o efeito citopdtico. O coeficiente de
variagio de um interferon padrfio interno foi de
45% para o desafio com o virus EMC e de 46%
para os ensaios com o virus Sindbis. Em todas as
titulagdes foi utilizado um padrio interno de IFN,
sendo os resultados dos experimentos ajustados de
acordo com a média dos titulos deste padrio.

O padrdio internacional de interferon humano
("Research Standard B, 69/19"), foi titulado pelo
método descrito acima e foi verificado que cada
unidade, em nosso sistema de titulagio, equivale a
aproximadamente 2,9 unidades quando usado o
virus Sindbis e cerca de 2,7 unidades quando usa-
do o virus EMC como desafio.

Dosagem de proteinas

Nos experimentos a dosagem de proteinas foi
realizada pelo método de Lowry et al (15) ou sua
modificagdo  (11), utilizando-se  albumina
plasmatica bovina cristalizada como padrio.

Para cada dosagem foi utilizada uma solugfo
com quantidade conhecida de proteina que repre-
sentava o ponto médio da curva de calibraggo.

Concentracao

Didlise contra pressfio negativa — Preparagoes
sem soro em pH 2 foram colocadas num tubo de
didlise (didmetro de 1/4 de polegada, Thomas Sci-
entific, Filadélfia, EUA), mantido no interior de um
frasco de Kitasato, com vacuo constante de 1 a 2
mm de Hg, sendo o sistema conservado a 4°C. No
final da concentragfo, o vicuo foi desfeito, o mate-
rial retirado ¢ o tubo de didlise lavado com SSH.

Dislise contra substancia higroscépica - O
"aquacide” é produto da Calbiochem, La Jolla, Ca-
liférnia, EUA e foi cedido pelo Dr. Kurt Paucker
da Filadélfia, Pensilvania, EUA. O IFN sem soro €
em pH 2 foi colocado dentro de um tubo de didlise
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(didmetro de 5/8 de polegadas), recoberto com
"aquacide" e envolto por papel aluminio e mantido
a temperatura ambiente. Em intervalos fixos de
uma hora, o "aquacide" hidratado foi substituido ¢
aredugdo do volume verificada. Quando a medida
da redugdo estava préxima 2 desejada, a substi-
tui¢do do "aquacide" foi feita em intervalos de 15
minutos. Ao final da concentragfio, a preparago
foi dividida em duas aliquotas e cada uma dialisa-
da contra dgua destilada ou salina tamponada (PBS
-pH7,2; 0,15 M de cloreto; 0,01M de fosfato).

Filtracio Molecular

As preparagdes de IFN sem soro em pH 2
foram centrifugadas a 3000xg durante 20 minutos,
a 4°C, ou pré-filtradas (filtros Millipore 1,2 pum;
0,8 um; 0,45 um. O volume inicial foi colocado,
através de pressdo (2 a 4 kgf/m?2) com N 2 gasoso,
em filiro Millipore de 25 mm de didmctro, conten-
do membranas Millipore PSAC ou Amicon UM-2,
que retém substancias com peso molecular maior
que 1000 e Millipore PTGC, que retém subs-
tincias com peso molecular até 10.000. O material
permaneceu com agitagio suave e constantc em
temperatura ambiental até redugfio de 6 a 9 vezes
do volume inicial.

Liofilizacéo

Amostras de IFN com soro e em pH 2,0 for-
am precipitadas através da adigdo de 4cido triclo-
roacético (TCA) a 50%, a seguir foram ressuspen-
sas ¢ dialisadas em tampéo cloreto 0,06 M pH 2,0
e submetidas a liofilizagdo. O processo foi realiza-
do em liofilizador Virtis (modelo 902-24-1), com
temperatura oscilando entre -25 a -30°C durante
24 h, com vécuo de 50 um de Hg. O material foi
entdo ressuspenso num volume minimo de tampao
cloreto 0,06M pH 2 e dialisado contra 0 mesmo
tamp@o, com agitacfo suave e constante a 4°C.

RESULTADOS
Diadlise contra pressiio negativa

Nas preparagdes de IFN sem soro € em pH2,0
fluxo foi de aproximadamente 100 ml entre 18 ¢ 24
horas, sendo obtidas boas recuperagdes da atividade
biolégica em relagdo A amostra original, com va-
riagbes de 56 a 57% em quatro experimentos {Tabe-
la 1). Apesar das recuperagdes obtidas com IFN em
PH 2, a ultrafiltragfio de grandes volumes nio foi
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TABELA 1 - Concentragio de interferon humano de membra-
nas amnidticas pela diélise contra pressio negativd®

Interferon
Unidades Recuperagio
Experiéncia  Amostra Volume por  To- %o

emml ml tais

A Original 100
Concentrado 12,7

800  80.000 100
4.000 50.800 64

1.600 160.000 100

B Original 100
Concentrado 112 8.000 89.600 56
C Original 150 150 22500 100
Concentrado 21 800 16.800 75
D Original 142 200 28.400 100

Concentrado 18 1.000  18.00 63

a. Interferon sem o soro em pH 2 foi colocado num tubo de
didlise e concentrado sob vicuo constante de 1 a 2 mm de
Hg, permanecendo 18 a 24 horas a 4°C.

um bom método, devido a lentidéio do processo. Os
resultados obtidos com preparagdes em pH 7, em
oito experimentos foram muito varidveis. Alguns
apresentaram recuperagio de até 100% e outros de
apenas 10%, permanecendo a maioria em indices
abaixo de 50% (dados nZio mostrados).

Na didlise contra substincia higroscépica
("aquacide") a concentragfo de IFN sem soro € em
pH 2, num volume inicial de 50 a 60 ml foi reduzi-
da aproximadamente seis vezes num periodo de
quatro a cinco horas A temperatura ambiente. De
acordo com os resultados mostrados na Tabela 2, a
didlise contra PBS mostrou recuperagdes de 38, 55
¢ 91%, sendo que, quando utilizada dgua destilada
em pH 5, foram obtidos valores respectivos de 59,
60 € 64%. Este processo, lento, também foi ade-
quado apenas para a concentragio de pequenos
volumes de IFN,

Filtracdo molecular

Osresultados ndo foram reproduziveis. Em dois
experimentos realizados com preparagdes em pH 7,
recuperou-se 130 ¢ 17% da atividade biolégica, com
membranas Millipore PSAC e apenas 40% com
membranas PTGC. Testes utilizando membranas
PSAC e IFN em pH 2 apresentaram recuperagdes de
10a95%, sendo que, em outros casos, foram recupe-
rados 41% no filtrado e menos de 3% da atividade no
material concentrado. Experimentos onde a mem-
brana permaneceu imersa em albumina humana, ou
quando o processo foi realizado sem agitagdo, ndo
ofercceram bonsresultados (dados ndo mostrados).



Ferreira, L. A. P. et al.

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(3), 1991

TABELA 2 - Concentragio de interferon humano ¢ membranas amniéticas pelo uso do "aquacide"®

Interferon
Experiéncia Amostra Volume Diilise Unidades Recuperagio
emml porml Totais %o
A Original 30® 80 2400 100
Concentrado®® 46 PBS 200 920 38
57 dgua destilada 250 1425 59
B Original 25 240 6.000 100
Concentrado 4,1 PBS 800  3.280 55
45 4gua destilada 800  3.600 60
c Original 25 240 6.000 100
Concentrado 34 PBS 1.600 5440 91
48 dgua destilada 800  3.840 64
a. Interferon sem soro em pH 2 foi colocado em tubo de dilise e concentrado em temperatura ambiente durante quatro horas.
b O volume original foi reduzido a metade como medida da corregio dos resultados finais.

¢. Dividido em duas aliquotas, cada uma dialisada contra 400 vezes o volume de 4

ph7,2,; cloreto 0,15 M; fosfato 0,01 M).

gua destilada pH 5 ou PBS (salina tamponada

TABELA 3 — Concentragio de interferon humano de membranas amniéticas pela liofilizagio

Interferon
Experiéncia Amostra Volume em ml Proteina Unidades Recuperagio Atividade
total mg(%) Totais % Especifica (@)
A Original 300 159(100) 240.000 100 1509
Concentrado 65© 193(121) 312.000 130 1.619
B Original 30 573(100) 240.000 100 419
Concentrado 78 415(72) 249.600 14 600
¢ Original 30 573(100) 240.000 100 419
Concentrado 72 413(72) 288.000 120 698

Unidades de interferon por mg de proteina.

o

Interferon com soro em pH 2 foi previamente concentrado com 4cido tricloroacético (concentragio final de 10%) e o precipita-
do ressuspenso ¢ dializado contra tampdo cloreto 0,06M pH 2

c. As preparagdes foram liofilizadas e o volume do concentrado corresponde ao obtido aps ressuspensio e didlise contra a

solugdo tampéo.

Testes com membrana Amicon UM-2 e IFN em
pH2, apresentaram resultados também varidveis, se-
melhantes aos descritos para membranas Millipore.

Liofilizacio

Asrecuperagdes de IFN, mostradas na Tabela 3,
foram de 130, 104 e 120%. O percentual de recupe-
ragfo acima de 100% explica-se pelo erro experi-
mental na titulagio do IFN (ver Material ¢ Métodos).
Este processo de concentragfo foi rapido, de pouco
manuseio e eficiente, sendo que sua utilizagdo apds a
precipitagio com TCA permitiu reduzir grandes vo-
lumes sem perda de atividade bioldgica.

DISCUSSAO

Os resultados da didlise contra pressdo negati-
va, descritos na Tabela 1, mostram que, apesar de
pequenas perdas, preparagdes de IFN sem soro po-
dem ser concentradas por este método, conforme
descrito para outros IFNs (2, 12). Foi um processo
demorado, com duracdo de 24 a 36 horas para 0s
volumes empregados. Ao final deste periodo,
houve necessidade de se lavar o tubo de didlise
com SSH, devido 2 adsor¢do do IFN ao tubo, rela-
tada também para IFN humano (16) e murino (13).

A didlise contra pressio negativa ("aquacide™),
processo com o qual foram obtidos bons resultados
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(Tabela 2), por ser lento, devera ser utilizado ape-
nas para concentrar pequenos volumes. Perdas por
adsorgdo ao tubo de didlise parecem nfo ter ocorri-
do, talvez pelo curto espago de tempo que durou a
concentracfio, cerca de quatro horas para os vo-
Iumes utilizados. O uso de "aquacide" foi descrito
na literatura por Paucker et al (18) que concentra-
ram fragdes de Hu-IFN-alfa, apds serem passadas
por coluna de cromatografia de afinidade.

Com a filtragio molecular, nossos resultados
ndo permitiram a reprodugfio dos dados descritos
para IFN murino (13) e IFN humano alfa e beta
(1). Algumas vezes, os dados podiam ser explica-
dos por ruptura visivel da membrana, enquanto em
outras situagdes, mesmo com a adsorgio prévia
das membranas com soro de carneiro, polivinilpir-
rolidona, albumina bovina ou gama globulina bo-
vina, ndo foi possivel recuperar uma atividade
bioldgica considerdvel no material concentrado.

Dos métodos fisicos utilizados, a liofilizagio
foi a que apresentou os melhores resultados (Tabe-
la 3), sendo que as pequenas elevagBes no niimero
de unidades totais estdo dentro do erro da titu-
lag@o, que € de aproximadamente 50%. O aumento
da atividade cspecifica em decorrénecia da menor
recuperagfio de proteinas, pode estar relacionado
com a adsor¢fio das mesmas aos frascos onde o
IFN foi liofilizado e ressuspenso. Qutros IFNs
quando concentrados por este método, nfo sofre-
ram queda aprecidvel de titulo como, por exemplo,
IFNs humanos (1) ou bovino (5). Este processo foi
utilizado ap6s precipitagdo do interferon com TCA
e permitiu concentrar grandes volumes em pouco
tempo, sem perda de titulo, sendo o método fisico
de escolha para concentrar as preparagdes de IFN-
MA contendo soro.

Quanto ao IFN sem soro, os métodos de
didlise contra pressdo ncgativa ou substincia hi-
groscépica podem ser utilizados para pequenos
volumes. Para o método de filtragio molecular ha
necessidade de testes com membranas de outras
constituigdes quimicas.
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SUMMARY

The concentration of the human amniotic
membrane interferon: I - Physical methods.

The concentration of preparations of human
amniotic membrane interferon (IFN-MA) by
physical methods was investigated. Preparations
were  obtained from amnions infected with
Newcastle disease virus. Their titers (in antiviral
activity) were determined in a Vero
cell-encephalomyocarditis or Sindbis virus system.

The concentration by dialysis under negative
pressure was done in a tybe held in a Kitasato
flask with the preparations in pH 2.0. This
procedure resulted in IFN recoveries above 50%.
This mecthod was considered to be convenient for
small volumes - up to 100 ml - but very slow.

With "aquacide", where water is removed
from the material in a dialysis tube by a
hygroscopic  substance, concentration  was
satisfactory for small volumes, allowing a
decrease in volume of 6 to 10 times in hours, and
recoveries above 50%, specially if materials were
dialysed after concentration in acidulated water,

Molecular filtration did not show reproducible
results when Millipore PSAC, PTGC or Amicon
UM 2 membranes were used.

Concentration of IFN-MA with total recovery
of activity was possible by the precipitation of
preparations with trichloroacetic acid and
lyophilization after dialysis.
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concentration,

interferon, physical methods,
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RESUMO

Foi investigada a concentra¢io do interferon humano de membranas amniéticas
(IFN-MA) por precipitagiio através de métodos quimicos.
O IFN-MA foi produzido em &mnios infectados com o virus da doenca de

Newecastle em meio contendo diferentes concentragdes de soro. A atividade anti-virica
das preparagdes foi titulada em  células Vero infectadas com o virus da
encefalomiocardite de camundongo ou o virus Sindbis.

A precipitagiio de IFN-MA contendo 2% de soro com tiocianato de potdssio e
extra¢do com etanol ou salina tamponada com fosfalo resultou em recuperagGes
méximas de 31% de atividade do IFN-MA, consideradas baixas. Empregando-se
sulfato de amdnio em preparagdes com 1% de soro, pode-se recuperar quantidades
acima de 60%. O método mais adequado de concentragio do IFN-MA contendo 1%
de soro foi a precipitagfio com 4cido tricloroacético e ressuspensfio do material com

tampdo cloreto pH 2, com recuperactes em torno de 100% da atividade.
As tentativas de concentrar IFN-MA preparado sem soro por estes métodos ndo
foram eficazes porque o baixo contetido protéico das preparagdes nio permitiu uma

precipitagfio adequada.

Palavras-chave: interferon, concentragfio, métodos quimicos.

INTRODUCAO

Para a investigacfio das caracteristicas fisico-
quimicas, atividades bioldgicas ¢ ensaios clinicos
dos interferons (IFN), a sua purificagio é essencial
(2). Em virtude da sua baixa atividade nos prepa-
rados brutos (1, 7) deve-se concentrd-los a um

grau adequado, sem perda significativa da ativi-
dade biolégica, como passo inicial dos processos
de purificagfo.

No primeiro artigo desta série, focalizamos os
métodos fisicos de concentragfio do interferon hu-
mano de membrana amnidtica (IFN-MA) e aqui
sdo analisados métodos quimicos por precipitagéo.
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MATERIAL E METODOS
Interferon

Para a produgiio de IFN-MA (7), dmnios for-
am separados de placentas, fragmentados e infec-
tados com virus da doenga de Newcastle. O meio
de cultura contendo concentragdes variadas de
soro de carneiro e antibidticos foi colhido depois
de 24 e 48 h de incubagfio. A titulagfo da ativi-
dade anti-virica de IFN foi feita em células Vero
tendo como desafio virus da encefalomiocardite de
camundongo ou o virus Sindbis em microtécnica
(3), utilizando-se sempre um padrfio interno, con-
tra 0 qual os titulos de IFN foram ajustados.

Dosagem de proteina

A dosagem foi rcalizada pelo método de Low-
ry (8) ou sua modificacgfo (5).

Concentracio

Tiocianato de potdssio — As preparaces de
IFN contendo 2% de soro ¢ em pH 3,5 foi adicio-
nado KSCN sélido para uma concentragéo final de
0,5M permanccendo a 4°C com agitagio branda,
até sua completa dissolugdo. O matcrial foi entdo
centrifugado a 16.000 xg durante 10 minutos a
4°C e o precipitado ressuspenso (1/20 do volume
original) sucessivas vezes em etanol 94%, pH 4,2
ou em salina tamponada (PBS).

. Tanto o sobrenadante quanto o precipitado fo-
ram, a seguir, dialisados (20 vezes o volume) con-
tra PBS, tampdo cloreto pH 2 ¢ novamente PBS.

Sulfato de amdnio — As preparagtes de IFN
em pH 2 e contendo 1% de soro foram inicialmente
centrifugadas a 3000 xg durante 10 minutos a 4°C.
A seguir foi adicionado sulfato de amonio s6lido
para uma concentragfo final de 60% (p/v), perma-
necendo com agitaciio branda constante durante
trés horas a 4°C. A solugfio [oi entfio centrifugada a
8000xg durante 30 minutos a 4°C e o precipitado
ressuspenso em volume minimo de dgua destilada
pH 6,9 e dialisado contra 0 mesmo solvente.

Acido tricloroacético (TCA) — As preparagdces
de IFN em pH 2 e com 1% de soro foram centrifu-
gadas a 3000xg durante 20 minutos a 4°C. A se-
guir foi adicionada uma solugiio de TCA 50% até
uma concentragio final de 10% (v/v), permane-
cendo a preparagfio em agitacfio branda durante
uma hora a 4°C. Ap6s centrifugagio do material a
8000xg durante 30 minutos a 4°C, o precipitado
obtido foi ressuspenso em volume minimo e diali-
sado com tampéo cloreto pH 2.

Rev. Microbiol., Sio Paulc, 22(3), 1991

RESULTADOS

Tiocianato de potassio — Em diversos experi-
mentos, apds adigio de KSCN solido e obtencdo
do precipitado, o IFN foi extraido trés vezes com
etanol a 94% em pH 4,2 (Tabela 1).

Apds a primeira extragio na qual foram recu-
perados 24% da atividade inicial, a preparagéo foi
novamente centrifugada e o precipitado outra vez
tratado com etanol na segunda exiragio, onde fo-
ram recuperados apenas 7% da atividade original.
Na terceira extragfio foram obtidos valores inferio-
res a 4% do titulo original de IFN.

As extractes, apés didlises consecutivas con-
tra PBS, tampdo cloreto ¢ PBS, foram misturadas
e foi feita uma reprecipitacio com KSCN 0,5M.
Do precipitado foi realizada nova extragfo do IFN
com etanol e a recuperacdo foi de 7% em relagfio 2
amostra original. No sobrenadante respectivo per-
maneceram apenas 2% de atividade.

Também foi utilizado PBS para extrair o IFN
apés a adigiio de KSCN (Tabela 2). A amostra
original foi dividida em aliquotas e cstas foram
ressuspensas em PBS (com recuperagdo de 31%
de atividade) ou etanol pH 4,2 (com recuperagfio
de 24% de atividade). O sobrenadante continha
15% do IFN original. O material extraido com eta-
nol apds didlise em PBS, tampio cloreto ¢ PBS,
foi reprecipitado ¢ apds nova ressuspensdo com
PBS, 31% da atividade original foi recuperada,

TABELA 1 - Concentragio de interferon humano de membra-
nas Ampidticas pela precipitagdo com KSCN e extragio com
etanol

Interferon

Material Volume  Unidades  Total Recuperagiio

emml porml Totais %
Original 780 270 210.600 100
Precipitagio
1a. Extragio 43 ® 1.070 51.360 24
2a. Extragdo 54 270 14.580 7
3a. Extragfo 57 <130 < 7410 <4
12 Sobrenadante 780 <70  <54.600 <26
Reprecipitado
Extragdo 13 1.070 13.910 7
22 Sobrenadanie 139 30 4.170 2

(a) Interferon com 2% de soro foi levado a pH 3,5 antes da
adi¢io de kscn (concentrago final de 0,5 m). Ap6s coleita
de aliquotas para titulagfio de IPN e dosagem de proteinas,
as extragdes foram misturadas e reprecipitadas com KSCN.

(B O volume das extragdes foi obtido apds ressuspensio em eta-
nol 94% e dislise contra PBS (salina tamponada pH 7,2; clore-
to 0,15m; fosfato 0,01m
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sendo que o sobrenadante apresentava valores me-
nores que 5%.

Outras recuperagdes menores que 20% foram
obtidas em apenas uma ressuspensio com PBS. Em
preparagdes sem soro foram recuperados de 4 a 9%
de IFN com etanol como solvente paraextragiio; 11a

TABELA 2 - Concentragdo de interferon humano de membranas
Am?)iéticas pela precepitagio com KSCN e extragio com ectanol e

pma

Interferon

Material Volume  Unidades  Total Recuperagio

Emml Por ml Totais %
Original 630 130 81.900 100
Precipitago
Extragio com PBS 94(® 270 25.380 31
Extragio com Etanol 190 130 19.500 24

15

12 Sobrenadante 630 20 12.600
Reprecipitado ‘
Extragio com PBS 122130 25560 31
2% Sobrenadante 144 <30 <4320 <5

(a) Ao interferon com 2% de soro e em pH 3,5 foi adicionado
KSCN (concentragio final de 0,5 M). A amostra foi dividida
em duas aliquotas, uma extraida com PBS (salina tamponada
pH 7.2; cloreto 0,15M; fosfato 0,01 M) e a outra com etanol
94% pH 4,2. O material extraido com etanol foi reprecipitado.

® O volume das extragdes foi obtido apés didlise contra PBS, e
corrigidos para o total original utilizado,

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(3), 1991

23% com PBS; 8% com 4gua destilada pH 6,0; 1 a
22% com solugéo Tris-salina-EDTA (TSE-pH 7.2;
0,01M; 0,15M; 0,001M) (dados ndo mostrados).

Em algumas preparagdes, com ou sem Soro,
ndo houve precipitado apés adigdo do KSCN.
Estes dados podem ser explicados pelo fato de que
a concentracfo por adigfio de sais envolve precipi-
tagdo de proteinas ¢ co-precipitagiio de IFN. Deste
modo, caso as preparagdes ndo contenham
proteinas suficientes para carrear o IFN, ndo have-
ré sua co-precipitagio.

Sulfato de amonio — As recuperagtes de ati-
vidade biol6gica mostradas na Tabela 3 foram de
64, 122 e 85%, sendo que no sobrenadante foram
obtidos valores menores que 1% de recuperagio
do IFN original. O nimero de unidades de IFN por
ml aumentou de oito a treze vezes.

De experimentos realizados com IFN em pH
7 foram recuperados 15% quando solug¢fio salina
09% ph 4,2 ou PBS foram utilizadas para ex-
tragfo sendo que, em ambos os casos, a didlise foi
realizada com PBS. Em outros testes, apés adi¢io
de uma solugdo de sulfato de amonio 100% satura-
da e tamponada com hidroximetil amino metano
IM (Tris), obtiveram-se recuperagdes de 3 a 28%
apos ressuspensdo com TSE e didlise em PBS (da-
dos nfo mostrados).

A recuperagfio de amostras em pH 2, apés
adi¢do do sulfato de amonio, variou com a compo-
si¢do do solvente de extragdo. Assim, quando se

TABELA 3 - Concentragio de interferon humano de menbranas amnidticas pela precipitagio com sulfato de amdnio e ressuspensio

em 4gua destilada‘®

n Proteina Interferon ..
Experién A Volume Atividade
: mostra %
cia Em ml Total Unidades Recuperagdo
mg (%) Totais (%) Especifica(c)
A Od ginal 60 28 (100) 210,000 100 8.715
Precipitado 48 19 (68) 153.600 64 7909
Sobrenadante 70 2(7N <0 <1 <455
B Original 0 sp © 200.000 100 SD
Precipitado 54 SD 243.000 122 sD
Sobrenadante 6 <1 <560 <1 <452
c Original 275 49 (100) 330.000 100 6707
Precipitado 17,6 SD 281.600 85 sD
Sobrenadante 315 24 <1.575 1 <516

(a) Interferon com 1% de soro e em pH 2 foi adicionado de sulfato de amdnio (concentraggo final de 60% p/v).

{®) A e B sdo amostras de uma mesma preparagio.

(c) Unidades de interferon por mg de proteina.

@  Apds ressuspensio e didlise contra 4gua destilada pH 6.0.
() SD =sem dados.
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TABELA 4 - Concentragio de interferon humano de menbranas amnidticas pela precipitagio com 4cido do tricloroacético (TCA) e

ressuspensio em tampdo cloreto pH2 @

Proteina

Interferon

Experién- Volume Atividade
cia Amostra Em ml Total Unidades Recuperagio
mg (%) Totais C (%) Especifica(c)
A Original 60 3 48.000 100 1.371
Precipitado(d) 4,5 SD(e) 72.000 150 SD
Sobrenadante n SD < 3.550 <7 SD
B Original 60 41 (100) 72.000 100 1.756
Precipitado 4,5 36 (88) 54.000 B 1.500
Sobrenadante 71 0,78 (1,9) <3.550 <5 <4.551
C Original 500 145 (100) 3,0X 105 100 2.069
Precipitado 33,5 177 (122) 27X 105 0 1.514
Sobrenadante 590 17 (12) <0,3X 105 <10 <1.735
D Original 3.780 5.330 (100) 45X 106 100 844
Precipitado 230 4,393 (82) 82X 106 184 1.867
Sobrenadante 4.400 264 (5) <0,22X 106 <4.8 <833

(a) interferon com 1% de soro em pH 2 foi adicionado do 4cido (concentragfo final de 10%).
() A e B sfio amostras de uma mesma preparagio. Outras preparagbes foram utilizadas em Ce D.

(c) Unidades de Interferon por mg de proteina.

(d) Apbs ressuspensio e didlise contra tampéo cloreto 0,06M pH 2.

(e) SD =sem dados.

usou 4gua destilada em pH 6,5, a recuperagfo foi
de 39 a 41%; com fosfato de potdssio 0,05M, 15 e
24%: com fosfato de s6dio 0,05 M, 15% e com
PBS pH 6,0 de 50%. As didlises foram contra as
respectivas solugoes.

Em preparagdes sem soro ndo foi conseguida
formagio de precipitado, possivelmente devido ao
mesmo fato sugerido para 0 KSCN,

Este método mostrou-se eficiente na precipi-
tacdo e recuperagdo do IFN mesmo quando foi
utilizado para concentrar grandes volumes.

Acido tricloroacético — Apés precipitagiio
com TCA, ressuspensiio com tampdo cloreto €
didlise contra 0 mesmo tampdo, foram obtidos
150, 75, 90 e 184% de recuperacdo da atividade
do IFN original, de acordo com a Tabela 4. Nos
sobrenadantes foram recuperados valores menores
que 10% do titulo inicial. O nimero de unidades
de IFN por ml aumentou em todos os casos de 10
a 30 vezes. A quantidade protéica recuperada foi
de 88% no experimento B, 122% no C e 82% no
D, sendo que os sobrenadantes continham quanti-
dades iguais ou menores que 12%.

Na conceniragdo de IFN sem soro ¢ em pH 2,
recuperou-se menos de 30% na atividade bioldgica
inicial do precipitado formado com TCA (dados
nio mostrados).

DISCUSSAO

Tiocianato de potassio — O método de con-
centrag@o que utiliza KSCN é baseado na solubili-
dade do IFN em etanol acidificado (2) e sua inso-
lubilidade em pH neutro (4). Os estudos mais
importantes foram desenvolvidos com preparagtes
derivadas de leucécitos humanos. Foi utilizado
etanol acidificado para ressuspender o IFN preci-
pitado, sendo posteriormente elevado o pH da
solugdio, de maneira a se eliminarem globulinas e
albumina, com consequente purificagio.

Em nossos testes, cujos resultados estdo nas Ta-
belas 1 e 2, 0 IFN nfio foi totalmente precipitado nem
mesmodissolvido em etanol acidificado ou PBS.

Sulfato de Amdnio — de acordo com a Tabela
3, o sulfato de amOnio precipitou praticamente
todo o IFN, sendo possivel recuperar a maior parte
da atividade bioldgica e proteinas.

Resultados varidveis sdo descritos para inter-
ferons derivados de espécies distintas, entre estes,
pode-se citar os dados obtidos com interferon hu-
mano (6, 9) e de rato (12).

Acido tricloroacético (TCA) — Conforme a
Tabela 4 foi o método quimico de concentragdo
mais eficiente, permitindo reduzir grandes vo-
lumes em pouco tempo e sem perdas conside-
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rdveis de atividade, conforme também assinalado
por Rubinstein ez al (11) para o IFN humano alfa,
A recuperagio de 184% (Tabela 4) poderia
ser devida a alta acidez das amostras expostas a
TCA (pH 1 a 1,5) que poderia provocar uma maior
exposigdo de sitios ativos do IFN-MA (10).
Concluiu-se que para a concentrago de IFN-
MA contendo soro, o método mais adequado é a uti-
lizagdo de 4cido tricloroacético, que permite 0 ma-
nuseio de grandes volumes, é de ficil manipulagfio e
permite arecuperago total da atividade do IFN.
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SUMMARY

Concentration of the human amniotic
membrane interferon: II. Chemical methods

The concentration of the human amniotic
-membrane interferon (IFN-MA) by chemical
methods was investigated.

IFN-MA was produced by amnions infected
with the Newcastle disease virus in medium con-
taining various serum concentrations. Antiviral ac-
tivity of the preparations was determined by a
Vero cell-encephalomyocarditis virus or Sindbis
virus system.

Potassium thyocianate precipitation and etha-
nol or phosphate buffered saline (PBS) extraction
of IFN-MA containing 2% serum resulted in low
recoveries, 31% maximum. When ammonium sul-
phate was employed with preparations with 1%
serum, recoveries were above 60%. Best results
were obtained by precipitation of IFN-MA (1%
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serum) with trichloroacetic acid and solubilization
with chloride buffer. Recoveries with this method
were around 100%.

Experiments tying to concentrate IFN-MA
prepared without serum by these methods failed,
because the low protein content of the prepara-
tions did not allow for a suitable precipitation.

Key Words: interferon, concentration, chemical
methods.
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PURIFICATION OF HUMAN AMNIOTIC MEMBRANE INTERFERON BY
AFFINITY CHROMATOGRAPHY
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ABSTRACT

The purification of human amniotic membrane interferon was undertaken, to
obtain purified preparation for its physicochemical characterization, study of
biological activities and clinical trials. Interfcron was produced in amniotic membranes
infected with Newcastle disecase or Sendai virus. Assay of antiviral activity was
performed by a Vero cell-encephalomyocarditis virus system. The interferon
preparations were concentrated by trichloroacetic acid precipitation and
chromatographed in Blue-Sepharose, Concanavalin A-Sepharose and Sepharose
linked to a tryptophan-tryptophan dipeptide or a tryptophan-tyrosine dipeptide. With
Blue Sepharose, the optimal pH for interferon binding was 5.4. Baich application,
showing 37,000 units of interferon bound per ml of gel, was more efficient than
column application, where only 17,750 units per ml of gel were bound. Peak fractions
showed a purification factor of 274 and 12% recovery of interferon with a total at 78%
recovery and a purification factor of 69. With Concanavalin A-Sepharose, although
the recovery was high (72 to 196%), the purification factor achieved was only 6.7; the
trp-trp and trp-tyr dipeptide-Sepharose ligands showed a low binding of interferon,

below 10,000 units per ml of gel.

Key Words: Purification/interferon/human/affinity chromatography.

INTRODUCTION

Interferon (IFNs) are proteins induced by vi-
ruses and other stimuli. By the activation of cellu-
lar genes and alterations in the cell surface, IFNs
promote viral resistance, immunomodulation, inhi-
bition of cell division and other phenomena (21).
In human cells, antigenically different IFNs are
produced, depending on the cell type and inducer;
these IFNs are classified as alpha, beta and gamma

(23). Other human IFNs have been described, but
have not been fully characterized (1, 2, 19, 24).

The purification of IFNs is essential for its
physico-chemical characterization, for the study of
its biological activites and for clinical applica-
tions. Usually a combination of methods is used,
such as precipitation, chromatography - on ex-
change, gel filtration, affinity, reserve phase - isoe-
lectric focusing and polyacrylamide gel electro-
phoresis (5).

Laboratério de Virus, Departamento de Microbiologia, ICB, UFMG, Caixa Postal 2486. 30.161 - Belo Horizonte, MG, Brasil.
1. Present address: Laboratério Central de Sadde Piblica, DSP.Florianépolis, SC, Brasil.
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Human amniotic membrane interferon (IFN-
AM) production was reported by Fournier et al.
(11) and some of its properties were studied (3, 4).
In our laboratory, investigations were carried out
to discover the best conditions for the production
of this IFN (16, 18) its concentration (6, 7) and
preservation (L.A.P. Ferreira ef al., submitted).

Amniotic membranes are easily obtainable
from human placentas and the production process
of IFN-AM is cheap and simple, making possible
its industrial production for clinical applications
and also for investigations into its physico-
chemical characteristics and biological activities.
In this paper, several affinity chomatography li-
gands suggested by Ferreira et al. (9) were em-
ployed for the purification of IFN-AM.

MATERIAL AND METHODS

Production and titration of IFN-AM - The
production of IFN-AM was done according to
Kroon et al. (16). Amniotic membranes were scp-
arated from human placentas, washed and induced
by Newcastle discase virus, Texas 2 strain, for 2 h,
Culture medium was then added and harvested af-
ter 24 and 48 h of incubation at 37°C.

Titration of antiviral activity was performed
in Vero cells infected with encephalomyocarditis
virus in a microtechnique assay (10). The intercs-
say coefficient of variation was 40%. Each inter-
national unit of the Research Standard 69/19,
MRC England corresponds to 2.5 laboratory units.
In this paper, data are expressed in laboratory
units.

Concentration of IFN-AM and prepara-
tions of concentrated IFN-AM - Media contain-
ing IFN-AM were centrifuged at 3,000 g, 4°C for
20 min. Supernatants received trichloroacctic acid
to a final concentration of 5 or 10%. After one
hour under gentle agitation, a pellet was obtained
by centrifugation (8,000 g, 4°C, 30 min) ressus-
pended and dialyzed against HCI-KCI buffer,
0.06M; pH 2. Aliquots were taken {or IFN titration
and protein determination (13) and the prepara-
tions were kept at -20°C,

Preparations A, B and C were obtained with
Eagle minimum cssential medium (MEM) con-
taining 1 to 5% sheep serum; preparation D with
Eagle basal medium containing 2% human plas-
ma; preparations E and F, Scherer medium
(49.5%), MEM (49.5%), human plasma (1%).

Chromatography — Buffers for equilibrating
the ligands were: EO buffers-pH 7.2 sodium phos-
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phate 0.02M or pH 5.4, sodium citrate citric acid
0.02M, both containing 0.15M sodium cloride. E1
buffers-NaCl concentration was increased to 1M.
E2 buffers-E1 buffers plus 50% ethylene glycol, v/
v. Chromatography columns were used for all li-
gands. Batch preparations were also employed
with Blue Sepharose. Other experimental condi-
tions are made explicit in the Results section.

Succinilated wuyptophan-tryptophan amino-
hexy! Sepharose was prepared as described by Pa-
rick (19) and tryptophan-tyrosine amino-hexyl
Sepharose in accordance with Sulkowski et al
(22).

Other ligands were supplied by Pharmacia
Fine Chemicals.

RESULTS

Blue-Sepharose — Preliminary tests were
done by equilibrating, in columns, the ligand
with phosphate buffered saline, pH 7.2. Proteins
were washed off with EO (32 to 50%) and E1
(about 60%); EO eluates had practically no anti-
viral activity (data not shown), Thus, further ex-
periments were performed using E1 as equilibrat-
ing buffer,

Several ethylene-glycol (EG) concentrations
were lested in a discontinuous gradient - 10, 20,
30, 40 and 50% (v/v) in E2 buffer. Despite the fact
that all the EG concentrations showed some IFN
activity, the major portion (44%) was displaced
only with 50% EG concentration. Therefore, fur-
ther experiments were done using E1 and E2 with
50% EG. Results are summarized in Table 1. Total
recoveries varied from 73 to 104%. However, IFN
activity was also found in varying amounts in the
El eluate (9 to 34%). By comparing the specific
activities (IFN units per mg of protein) of the in-
put material and E2 cluates, it was possible to pur-
ify the IFN 113 times and, in peak fractions, 400
times. The amount of IFN activity displaced by E2
buffer reached 17,750 units per ml of gel.

Due to the varying amounts of IFN displaced
with the E1 buffer, the influence of pH was sys-
tematically investigated by using columns of one
ml of Blue-Sepharose. Equilibrium buffer for pH
3 to 6 was citric acid-sodium citrate; for pH 6 to 7,
sodium phosphate.,

As shown in Fig. 1 panel A, most of the IFN
activity was eluted by E2 buffer when the pH was
S or 6, no matter the kind of buffer used. When
smaller increases in pH were tried (Fig. 1, panel
B), best results were obtained with pH 5.4.
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TABLE 1 - Chromatography of the human amniotic interferon in Blue-Sepharose

Interferon units X 103(%)

Preparation Applied Recovered
EO0 El E2 Total
A 10.8(100) <0.2(2) 2.4(22) 6.5(60) 9.1(84)
A 17.5(100) <0.2(1) 1.6(9) 16.9(94) 18.4(104)
B 216(100) ND 50.5(23) 142(66) 192.5(89)
Cc 224(100) ND 27(12) 136(61) 163(73)
D 141(100) ND 48.2(34) 80.6(57) 128.8(91)

Conditions — EO-Saline buffered with phosphate 0.02M; pH 7.2. E1-E0 with NaCl IM E2-Elwith 50% ethylene glycol. Column - 0.45

X 12.5 em . Flow rate: 30-40 ml/h.
ND - not done.

100
so: - E2
sol
a0 |

20 |

100

80 |

INTERFERON ACTIVITY (%)

a0l

20

T

pH

FIGURE 1 - Influence of pH on the binding of the human amniotic membrane interferon in Blue Sepharose. One ml col-
umns of ligand were used. Columns were equilibrated with citric acid-citrate buffer, 0.02M for pH 3 to 6 and sodium phosphate
buffer, 0.02M for pH 6 to 7. Elution was done, consecutively with EO (equilibration buffer plus 0.15 NaCl), E1 (equilibration buf-

fer plus 1M NaCl), E2(E1 buffer plus 50% (v/v) ethylene glicol).

The relative efficiency for IFN purification
comparing column versus batch application was
investigated. Results (Table 2) indicated that
batch purification was better, yielding an in-
creased amount of IFN eluted by E2 buffer, that
is 37,500 IFN units per m!l of gel. In another ex-
periment, using the batch application (preparation
F) the total recovery of IFN was 78% with a
purification factor of 69; peak fractions showed
12% of recovered IFN units, and a purification
factor of 274.

Concanavalin A-Sepharose (Con-A) - Two
preliminary experiments were performed under
conditions of different ionic strength (0.15 and
IM NaCl) and in the presence of alpha-methyl-
mannoside (0.1M) and EG. Results demonstrated
that the majority of IFN activity was eluted by
buffers containing a mixture of the sugar deriva-
tive and EG, at pH 7.2; the total recovery was
72 and 196%.

Further experiments were done by equilibrat-
ing the ligand with E1 buffer and displacing the

223



Pimenta, C.G. et al

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 22(3), 1991

TABLE 2 - Chromatography of the human amniotic interferon in Blue-Sepharose. Comparison of colum versus batch application.

Interferon units X 10*(%) per ml of gel (%)

Type of Applied Recovered
application
EO El E2 Total
Colum 32(100) 6.9(21.5) 6.9(21.5) 15.1(47) 28.9(90)
Barch 48(100) 6.4(13) 6.8(14) 37.5(75) 50.7(105)

Conditions: Buffers — EO — citric acid-citrate 0.02M; pH 5.4; 0.15 M NaCl. E1 — citric acid-citrate 0.02M: pH 5.4; IM NaCl. E2-E1

plus 10% ethylene-glicol (V/V)

Column - Preparation I (20 ml ) was applied to a column of 0.9X12.5 cm. Flow rate - 35 mi/h. Fractions of 5 ml were collected.

Room temperature.

Batch - Preparation I (40 ml) was mixed with 16 ml of gel and gently agited for 72 h at 4°C . Elution was done at room temperature by
centrifuging ligand beads at 100xg , for 10 min in the presence of 20 ml of buffer. Several fractions were obtained with cach buffer.

IFN with E1 buffer containing 50% EG and 0.1M
alpha-methyl-mannoside. Results showed that the
vast majority (75 to 88%) of the contaminating
proteins were not bound by the ligand and the
maximum amount of IFN units retained per m! of
gel was 56,000 in different experiments. The in-
crease in specific activity-purification factor at-
tained with this procedure reached only 6.7 (data
not shown).

Other ligands — With Sepharose trp-trp, equi-
librated at pH 7.2, total recovery of IFN activity
was good (89 to 119%) but the binding capacity of
the ligand was low-4,000 to 8,000 IFN units per
ml of gel; trp-tyr Sepharose equilibrated at pH 7,2
showed also a low efficiency since only 6,000 to
9,000 IFN units per ml of gel were displaced by
E1 and E2 (data not shown).

DISCUSSION

The purification of IFN-AM with Blue-
Sepharose showed good results, as it was report-
ed for human beta IFN (12, 14, 15). Exploring
further the indications of Ferreira et al. (9), total
recoveries of IFN-AM varied from 73 to 91%,
with purification factors of 100 to 400 and the
binding of IFN reaching 17,750 units per ml of
gel (Table 1). IFN-AM hydrophobicity was fa-
vored at pH 5.4 (Fig.1) and baich application was
easier to perform and more efficient, since 37,000
units per ml of gel were retained (Table 2),
against 17,750 when a column was used. IFN-
AM purifiecd by this method could be instilled in
rabbit's eyes for several days with no damage
seen in slit lamp examination (N.O.Calixto, per-
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sonal communication),

The preliminary data of Ferreira et al.(9) and
the results reported by others on human beta IFN
(17) indicated Con-A as a good ligand for the puri-
fication of IFN-AM; moreover, IFN-AM has a
majority of its molecules composed of glycopro-
teins (Ferreira et al., in preparation 20). In spite of
this, the results obtained with Con-A were far
from promising perhaps because the IFN-AM
preparations contain more than 99.9% of contami-
nating proteins.

The hydrophobicity of the dipeptides trp-trp
and trp-tyr linked to Sepharopse was not suffi-
cient to ascertain a good purification of IFN-
AM.

However, with Blue-Sepharose, the hydro-
phobicity of the ligand was sufficient to provide a
purified IFN-AM preparation compatible with
topical applications in human eyes and to permit
the investigation of its biological and chemical
properties.
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RESUMO

Purificaciodeinterferon humano de membranas
amni6ticas por cromatografia deafinidade

A purificagfio do interferon humano de mem-
branas amniéticas foi realizada para se obter prepa-
ragdes purificadas para sua caracterizagdo fisico-
quimica, estudo de suas atividades biol6gicas e en-
saios terapéuticos. O interferon foi produzido em
membranas amnidticas infectadas com o virus da
doenga de Newcastle ou o virus Sendai. A determi-
nagfo da atividade anti-virica foi feita em células
Vero infectadas com o virus da encefalomiocardite
de camundongo. As preparagSes de interferon fo-
ram concentradas por precipitagfio por 4cido triclo-
roacético ¢ cromatografadas em "Blue-Sepharose”,
Sepharose-concanavalina A, Sepharose ligada ao
dipeptideo triptofinio (trp)-triptofanio e ao di-
peptideo triptofanio-tirosina (tyr). Com a "Blue-
Sepharose”, o pH 6timo de ligagdo do interferon
foi 5,4. A aplica¢io em batelada mostrou que fo-
ram ligadas 37.000 unidades de interferon por mi
de gel sendo portanto, mais cficiente que a apli-
ca¢iio em coluna, na qual somente foram ligadas
17.750 unidades por ml de gel. As fragdes do pico
de atividade foram purificadas 274 vezes, com
12% de recuperagiio do interferon em um experi-
mento, com um total de 78% de recuperagfo ¢ um
fator de purificacio de 69. Com a Sepharose-
concanavalina A, embora a recuperagfio fosse alta
(72 a 196%), o fator de purificagfio atingido foi de
apenas 6,7; os ligantes Sepharose trp-trp € trp-tyr
mostraram uma ligacdo baixa do interferon, menor
que 10.000 unidades por ml de gel.

Palavras-chave: purificagfio, interferon, humano,
cromatografia de afinidade.
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SEROEPIDEMIOLOGIC SURVEY FOR HEPATITIS A AND B MARKERS IN
HEALTH CARE STUDENTS FROM A PUBLIC UNIVERSITY OF
RIO DE JANEIRO, BRAZIL.

Ledy H. S. Oliveira!
Clara F.T. Yoshida?
Suzy S. Monteiro!
Fernando P. Camara?

SUMMARY

In order to verify the prevalence of hepatitis A and B markers in a group from
health care courses of a public University from Rio de Janeiro, a seroepidemiological
survey has been carried out. Data analysis was made in students of Nursery,
Veterinary, Pharmacy, Nutrition and Medicine Courses. The average age of the group
was 21 years old. Background information about social and economical conditions
were taken through interviews. Sera were obtained from students by applying a
randomized method. Competitive enzyme linked immunoassay was used to detect the
presence of anti-HAYV IgG. Direct immunoenzimatic method was used for detecting
HBsAg. All sera were screened for antiHBs by competitive enzyme linked
immunosorbent assay (Roche Diagnostic). In 127 sera tested, 54.3% of students were
positive for anti-HAV and 1,6% for anti-HBs. There were no carriers for HBsAg.
These rates were the lowest encountered in adult Brazilian samples. The highest
prevalence of positivity for anti-HAV was found in students of the Nursery Course
(75.8%), while the lowest prevalence occurred in students of the Medicine Course
(38.0%). Antibodies for HAV was found in 87.50% students with past clinical
hepatitis report and in 43.3% students without clinical story of hepatitis. There was no
difference among male and female students positive for HAV antibodies. The
prevalence of this marker was not influencied by age of students. An index of 79.6%
of students who lived in S. Gongalo were positive for anti-HAV, reflecting the
environmental conditions of this city. Analysing the socioeconomic status of students
of Nursery and Medicine Courses we noted a remarkable difference among them,

Key Words: Seroepidemiology, Hepatitis A, Hepatitis B.

INTRODUCTION favour widespread intestinal-oral transmission,

the disease is endemic and infection is spread

Hepatitis A virus (HAV) occurs in several among the children. On the other hand, under
parts of the world. When environmental factors  good sanitation conditions, the spread of the virus
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is restricted to small areas and adulthood is fre-
quently attained without immunity. A seroepide-
miological carried out in the United States by
Szmuness (18), showed that 45% of 947 individu-
als were positivity for antibodies against HAV. In
the lower classes, the prevalence of antibodies for
HAV reached 80%, while in high and middle
classes the prevalence was 18% and 30%, respec-
tively, Others investigators (16) concluded the
same. Account on that, HAV epidemiology de-
pends on the sanitary and socioeconomics condi-
tions of the populations.

HAV is preferentially disseminated among
children and frequency of HAV antibodies in-
creases with age. In urban populations with rea-
sonable levels of personal hygiene the infection in
children and teenagers is reduced (18).

The previous exposure to HAV can be deter-
mined in sera of people by scarching anti-HAV
IgG antibodies that persist for years after the in-
fecction and determine the immune status 10 HAV.

The epidemiology of hepatitis B virus (HBV)
depends on several factors such as ethnology, age,
level of education, living conditions, sexuality and
health professional. HBV is mainly transmited by
blood transfusion and sexual contact (contamined
semen). However, the virus is also found in saliva,
nasopharingeal fluids, urine, bile (8) and cerebro-
spinal fluid (7). It should be assumed that all bio-
logical fluids from contaminated individuals may
carry the virus.

It is noticiable in HBV epidemiology the
presence of asymptomatic individuals that harbor
the virus. These carriers are detected by screening
the virus surface antigen (HBsAg) in their sera.
They are capable of transmiting the virus. The
prevalence of infection is high in populations
from places whithout efficient sanitary control of
blood or blood, blood products. Health care per-
sonnel, who are exposed to blood products and
body secretions are also at high risk in acquiring
HBYV infection (4).

The immune status to HBV can be determined
by the presence of anti-HBs, a ncutralizing anti-
body (IgG class) against the virus surface antigen.

In the present study, we not only demonstrate
the presence of HAV and HBV markers in a group
from health care courses of a public University /rin
Rio de Janeiro state, but also an association be-
tween seropositivity and sociocconomical condi-
tions of sample analysed. So, we performed anti-
HAV, anti-HBV and HBsAg assays by utilizing
immunoenzimatic tests.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(3), 1991

MATERIAL AND METHODS

Sera — Sera were collected in 1986 from
members of a community of students of Nursery,
Veterinary, Pharmacy, Odontology, Medicine and
Nutrition Schools from Federal Fluminense Uni-
versity, Rio de Janeiro. At that time, they were in
second year (fourth semester) of their courses.

Subjects — Sera were obtained from students
by applying a randomized method. The average
age of the group was 21 years, with standard devi-
ation of three years. Background information
about social and economical status was obtained
through interview after they had their blood taken.
Most students were single (90%), without finan-
cial conditions to maintain theirselves, living with
their parents, and eating on campus under similar
conditions of hygiene. Social economic data were
presented in relation to the courses they were tak-
ing. These data were taken through the moda of
answers (Table 1). Data analysis was made in 29
students of Nursery Course, 22 of Veterinary
Course, 19 of Pharmacy Course, 7 of Nutrition
Course and 47 of Medicine Course. The total of
students of each course is presented in the Table 3.

Statistical analysis — The Chi-square test for
sample proportions with a critical p-value of 0.05
was used to examine differences among HAYV ser-
opositivity of sample and levels of epidemiologic
variables.

Determination of anti-HAV, anti-HBs and
HBsAg markers — All sera were stored at -20°C.
The tests for anti-HAYV and HBs markers were per-
formed in Fundag@o Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.
Competitive enzyme-linked immunoassay was used
to detect the presence of anti-HAV IgG. HAV anti-
gen was obtained from the supernadant of an infect-
ed FRhk-4 (fetal rhesus kidney) cell culture. Micro-
plates were coated with anti-HAV antibody
obtained from high titered convalescent human ser-
um by precipitation and ion exchange chromatogra-
phy. Fifty pl of serum samples diluted 1/30 and 50 pl
HAYV antigen were incubated togheter in the plate
for 2 hs/37°C. In the next step, anti-HAV antibody
conjugated to HRP (horseradish peroxidase) was
added to the microplate and the substrate orthophen-
ilenediamine (OPD) was added to the system. Ab-
sence of colour means a positive result. The tests
were read by spectophotometry at 492 nm and the
cut-off was calculated by the ratio: (negative con-
trol+ positive control) /2. Values less than the cut-
off were considered as a positive result and values
greater than the cut-off as anegative result.
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For HBsAg determination microplates were
coated with IgG anti-HBs and specific affinity
chromatographed anti-HBs conjugated with HRP
were used in the direct immunoenzymatic method,
according to Camargo ef al (5). All sera were
screened anti-HBs by a competitive enzyme-
linked immunosorbent assay (Roche Diagnostica)
according to the manufacturers instructions.

RESULTS

The socioeconomic status and living place of
students are showed in Table 1. Through moda
analysis we verified that nursery students came
from families with an average of four persons each
and with an income from 3 to 10 minimum sala-
ries. Their parents had grammar schooling. Fami-
lies of pharmacy and nutrition students had a me-
dia of five and four persons/family respcctively,
with familiar income of 10 to 20 minimal salaries
and parents who frequented high school. Medicine
students came from families with five persons in
media with income of 20 to 30 minimum salarics
and college schooling. Families of veterinary stu-
dents had three persons in average and a familiar
income up to 30 minimum salaries. Their parents
had college schooling,

Among the nursery students, 28% lived in the
city of Rio de Janeiro, 36% in Niter6i and 36% in
S. Gongalo. Most of veterinary students lived in

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(3), 1991

the city of Rio de Janeiro (61%) and 13% lived in
Niterdi. Sixteen per cent of these students lived in
country cities of Rio de Janeiro state and 10%
were from cities of S. Paulo state. Among the
pharmacy students, 53% were from Rio de Janeiro
city, 41% from Niterdi and 16% from S. Gongalo.
Ninety per cent of nutrition students lived in Rio
de Janeiro city and 10% in Niter6i. Finnaly, 67%
of medicine students were from Rio de Janeiro
city and 33% from Niter6i.

Among the 127 serum samples obtained from
health students, 69 (54,3%) were antiHAV positive
and 2 (1,6%) were anti-HBs positive. One student
(0,8%) was anti-HAV and anti-HBs positive. No
student was HBsAg positive. The average age of
students anti-HAV positive as 22 years old and the
average age of students without anti-HAV were 20
years old. The age of students anti-HBs positive
was 20 and 21 years old. The anti-HAV and anti-
HBs positive student was 20 years old. Age distri-
bution of sample is presented in Figure 1.

Antibodies for HAV were detected in 14
(87.50%) of 16 students with clinical hepatitis re-
port in childhood or early adolescence. No stu-
dents could inform us what type of hepatitis they
had. Antibodies for HAV was found in 55 (43.3%)
students without clinical story of hepatitis, indicat-
ing a past subclinical infection. Of the two stu-
dents with antibodies for HBs, one had past clini-
cal illness. The student positive for anti-HAV and
anti-HBs did not report of hepatitis (Table 2).

TABLE 1 - Socioeconomic status and living place of Nursery, Veterinary, Pharmacy, Nutrition and Medicine Students.

Socioeconomic status Nursery Veterinary Pharmacy Nutrition Medicine
Familiar income

(minimum salary) 3-10 >30 10-20 1020 20-30
Parents Education grammar graduate secondary secondary graduate
N2 of people/family

average 4 3 5 4 5
Living place they were from (%)

Rio de Janeiro (city) 28% 61% 53% 90% 67%
Niteréi 36% 13% 41% 10% 33%
Sao Gongalo 36% 16%

Southern states 10%

Rio de Janeiro (state-

country cities) 16%
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FIGURE 1 — Age distribution in sample studied
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TABLE 2 — Distribution of positivy for anti-HAV and anti-HBs
in students with asymptomatic and symptomatic cases.

anti- | anti- | nor anti-HAV | anti-HAV

HAV | HBV |neither anti-HBs | and anti-HBs
asymptomatic| 55 1 - 1
cases (43.3%) {(0.8%) - (0.8%)
symptomatic 14 1 1 -
cases (11.0%) | (0.8%) (0.8%) -

69 2 1 1

Total (54.3%) |(1.6%) (0.8%) (0.8%)

Among the students positive for anti-HAV,
the highest prevalence occurred in the Nursey
Course (75.8%), following the Veterinary Course
(59.0%) Pharmacy Course (57.8%), and Nutrition
Course (57.1%). The lowest prevalence was found
in the Medicine Course (38.0%). The number of
odontology students was very small for a statisti-
cal analysis (Table 3). Nursery students had a sig-
nificantly higher HAV antibody prevalence than
medicine students (significance for >p = 0,01, v=
1, x2 = 4,10). We have found significantly differ-
ence between medicine students and nursery stu-
dents, but not among medicine of nursery students
and student of other courses (Table 3).

Among the students from Rio de Janeiro, 30
(46,1%) had antibodies against HAV; among the
37 students from Niterdi, 20 (54%) were seroposi-
tive and among the 13 students from S. Gongalo,

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(3), 1991

TABLE 3 — Prevalence of HAV antibodies in students o
health care courses from Fluminense Federal University.

Courses Total of Students Positi\{e students
students tested for anti-HAV (%)
Nursery 44 29 22 (75.8%)
Veterinary 50 22 13 (59.0%)
Pharmacy 47 19 11 (57.8%)
Nutrition 18 7 4 (57.1%)
Medicine 78 47 18 (38.0%)
Odontology 7 3 1

TABLE 4 — Distribution of positive students for anti-HAV by
living place.

Loty e | A
Rio de Janeiro 65 30 (46.1%)
Niteréi 37 20 (54.0%)
Sdo Gongalo 13 10 (76.9%)

*  Of the remajning students (12) who lived in several others
cities, 9 were HAV seropositive.

10 (76,9%) were seropositive for HAV (Table 4).
Students from Sdo Gongalo who showed positivity
for anti-HAV presented significantly difference
from students from Rio de Janeiro (significance
for p = 0.05, v = 1, x?=4.10). This difference was

not detected among students from Sdo Gongalo

and from Niter6i (v = 1, x? = 2.10) and also
among students from Rio and from Niter6i. The
interviews revealed that the most of individuals
lived in the same places since childhood.

Of 53 male students, 27 (50.9%) were posi-
tive for anti-HAV. Of 74 female students, 42
(56.7%) were positive too. There was no differ-
ence among male and female students positive for
HAV antibodies (x% = 0.81).

The prevalence of antibodies for HAV in stu-
dents of different courses was not influencied by
their age.

DISCUSSION

Our study aims the endemic aspect of hepati-
tis ‘A in Rio de Janeiro according to previously
repported studies (1, 13, 17, 19). But our data
also revealed the selected characteristics of the
sample analysed. The epidemiology of hepatitis A

229



Oliveira, L.H.S. et al.

is strongly affected by level of sanitation or hy-
giene in the environment. Lopes (13) and Yoshida
(19) reported that 98% and 97% respectivelly of
volunteer blood donnors were positive for anti-
HAYV, indicating a story of infection. The frequen-
cy of antibodies for hepatitis A increases with age.
In the United States about 10% of children and
45% of adults show positivity for HAV (6). Of 64
individuals analysed during epidemic outbreaks in
the Amazonas (11), 64,7% were positive for HAV,
with an average age of eight years old and discrete
predominance of female sex. In the same area
(Jurud river), the prevalence for HAV antibodies
were 95% among young adults (10). In popula-
tions under conditions of poverty (inadequate
housing, financial dependence, unpiped water sup-
ply, inadequate sanity procedures), studies reveal
that approximately 100% of children acquire im-
munity during the first decade of life (2, 12, 3).

We detected 54.3% of individuals with anti-
bodies for HAV in a university community, This
figure shows the lowest prevalence of seropositiv-
ity for hepatitis A found in Brazilian samples, al-
though am accurate investigation has not been
done in this country. Sutmoller et al. (17), analys-
ing an outbreak of hepatitis A in a Research Cen-
ter of Petrobras, Rio de Janeiro, found an average
of 77% of individuals with past infection by HAV.
He concluded this prevalence reflected a high so-
cial-economic standard of this group in compari-
son with other groups studied. In the same paper
he shows a significant difference in prevalence for
anti-HAV among university graduates (65%) com-
pared with employees with secondary level of ed-
ucation (89%). Our data also support the idea that
the level of education is directly related to the lev-
el of higyenic or sanitation conditions, and closely
related to the way of living,.

HAV is endemic in Brazil. It is responsible
for the most of hepatitis cases notified to Epidemi-
ologic Vigilance (9). This endemic character of
HAV was also observed in our sample. Of the 16
students with past clinical disease 14 (87.5%) had
antibodies for HAV and 1 (6.25%) had antibodies
for HBs,

Hepatitis A is a mild illness and innapparent
infection, commonly found in children and young
people (14). Our study demonstrates the high fre-
quency of asymptomatic cases (43.3%) in compari-
son with the symptomatic cases (11.0%) confirm-
ing this aspect in HAV infection.

An examination of anti-HAV frequency in stu-
dents belonging to several health courses, revealed
that the highest prevalence occurred In the nursery
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students (75.8%), although this prevalence is lower
than were found in another adult brazilian surveys
of hepatitis A (13, 19, 10). The lowest incidence of
HAYV antibody was found in the medicine students
(38.0%). Analysing the socioeconomic status of
students of these two courses we also noted a re-
markable difference among them. Most of the nur-
sery students were from family with low income
and education. level (Table 1). On the other hand,
most of the medicine students belonged to middle
class families with university level education.
Medicine Course is the most requested among
courses of health area. Nursery Course is one of the
less. These differences in choosing courses should
be explained by the status attributed to each profes-
sion. The prestige of the carcers is right related to
number of candidates to entrance exams. To geta
place in a very requested course, candidates must
be well prepared. Most candidates who pass in
these exams studied in expensive schools. So, en-
trance exams make a social selection. Besides, Ri-
beiro (15), showed that the choice of profession ina
teenager is strongly affected by his social environ-
ment. People from lower classes had his choice re-
stricted to little prestigious careers.

Surprisingly, 7 of 14 students who reported past
clinical illness belonged to Medicine course. The re-
maining were distributed among other courses.

Niteréi and Sao Gongalo are two cities near to
Rio de Janeiro. Of our sample, among the S.
Gongalo residents, 76.9% were HAV antibody po-
sitive, a result not significantly different from that
of Niter6i residents (54.0%) but significantly dif-
ferent from that of Rio de Janeiro residents
(46.1%). In a hazardly survey done by Abzwaid (1)
in Niter6i among 259 individuals, a prevalence of
74.5% seropositive individuals for anti-HAV was
found. There is no report of hazard survey made in
Rio de Janeiro city nor in Sdo Gongalo. This indus-
trial city with about 3 million inhabitants, has a pre-
carious system of drained galleries. The study does
not allow us any association between seropositivity
of students and seropositivity of population they
were from. We do not verified a significant differ-
ence among seropositive nursery students from Rio
de Janeiro, Niter6i or Sio Gongalo, although 36%
of nursery students lived in So Gongalo.

The velerinary students, although having a
high sociocconomic status, presented higher index
of scropositivity for anti-HAV than nutrition,
pharmacy and medicine students. This difference
was no significant. However, some of veterinary
students came {rom country lands which sanitation
conditions are not satisfatory.
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The findings about seroposivity for HBV
markers also showed the selective aspect of sam-
ple face to other groups. Yoshida et al. (19) veri-
fied anti-HBs prevalence of 7.7% and HBsAg
prevalence of 1.5% in prime blood donors [rom
Rio de Janeiro. Our sample had no HBs carriers.
Considering that we analysed fotur health care
professionals, this result secms to be excellent.

In conclusion, our data conlirms that, despite
the endemic occurrence of HAV and HAB, its epi-
demiological pattern is affected by socioeconomi-
cal status, level of education and environment sani-
tation. In the college environment, whose people
are selected by schooling, we detected a lower rate
of individuals exposured to HAV, Besides, we also
detected a close relation between seropositivity for
HAYV and status of careers in a public university.
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RESUMO

Com 0 objetivo de verificar a prevaléncia de
marcadores da hepatite A ¢ B, foram testados 127
soros de estudantes sadios da drea de Saide de
uma universidade piiblica do Rio de Janeiro. Ve-
rificou-se que 54,3% da amostra era positiva para
anti-HAV e 1,6% para anti-HBs. No havia porta-
dores para HBs. A mais alta prevaltncia de estu-
dantes positivos para anti-HAV foi encontrada no
Curso de Enfermagem (75,8%), ¢ a mais baixa
prevaléncia em alunos do Curso de Medicina
(30,0). 79,6% dos estudantcs com residéncia em S.
Gongalo eram positivos para anti-HAV, refletindo
as condi¢des ambientais desta cidade. Foi consta-
tada uma associagfio entre soropositividade para
anti-HAV ¢ condigfo social dos estudantes.
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SENSITIVITY TO MERCURIC CHLORIDE OF BACTEROIDES FRAGILIS
GROUP ISOLATES IN DIFFERENT GROWTH MEDIA:
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SUMMARY

"In vitro" activity of mercuric chloride against 52 strains of the Bacteroides
fragilis group isolated from marmosets Callithrix penicillata was studied in different
media using agar dilution and broth dilution methods, at pH 7.2. The MIC,, and MIC,,
determined in broth medium were markedly lower than those seen when the agar
dilution method was used. On the other hand, mercuric chloride showed a poor activity
on brain heart infusion blood agar medium. Nearly all of the 52 isolated strains tested
and also the reference strains showed resistance at the breakpoint (2 ug/ml) for the
heavy metal in both BHI agar media, supplemented with either hemin or blood.

Key Words: Anaerobic bacteria; Bacteroides fragilis group; Mercuric chloride — MIC.

INTRODUCTION

Interactions of bacteria with heavy-metal ions
arisen considerable interest in recent years(23).
Studies were focused especially on conversions of
mercuric ions into volatile inorganic mercury
(Hg®) from sediments that contain this clement in
different toxic forms, ¢.g. methyl-mercury(21).

Mercury resistance may be related to the use
of mercurial compounds in industry, agriculture,
and hospitals (2,24).

Several aerobic and/or facultatively anaerobic
bacteria harbor plasmid that mediate the cleavage
of mercury-carbon bonds in organomercurials
and/or reduce mercuric (Hg?*) ions (o the volatile
form (Hg®)(16). The role of anaerobic microor-

ganisms in mercuric biotransformations is not well
understood(17).

On the other hand, reports on the multiple re-
sistance of bacteria to antimicrobial agents and
their possible association with the resistance to
mercuric ion have been published (8,17), but there
is no data on marmoset isolates.

It is mentioned that mercury resistance deter-
minants are common among both naturally occur-
ring and clinically isolated bacterial populations
(16), bat although they are common it is not clear
at present to what extent could some methodologi-
cal factors influcnce the expression of these genet-
ic characteristics.

The aim of this study was to compare results
on mercury susceptibility of isolates of the Bacte-

1. Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais,

CP. 2486, CEP 30.161, Belo Horizonte, MG, Brazil.
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roides fragilis group recovered from Callithrix
penicillata marmoscts, in different media using
agar dilution and broth dilution methods, at pH 7.2.

MATERIAL AND METHODS

A total of 52 Callithrix penicillata marmoset
isolates of the Bacteroides fragilis group was test-
ed: 26 B. fragilis, 11 B. vulgatus, 7 B. ovatus, 6 B.
distasonis, and 2 B. thetaiotaomicron. The C. pe-
nicillata marmosets were maintained in captivity
in the animal house of the ICB/UFMG.

The bacteria were isolated in sclective Bacte-
roides fragilis -bile-esculin medium (BBE), pH 7.2
(12), incubated in anaerobic conditions (90% N,/
10% CO,) at 37°C for 48h. The isolates were bio-
chemically identified to the species level (9,20).

The Minimal Inhibitory Concentrations
(MICs) were determined in different media either
by agar dilution method in glass Petri dishes, as de-
scribed by Sutter et al. (19), with a growth medium
modification, or by a macrodilution method (6).
The following media were used: brain heart infu-
sion agar containing 0.5% ycast extract (BHIA);
BHIA supplemented with 0.5 ug/ml hemin; BHIA
supplemented with 0.5 ug/ml menadione; BHIA
supplemented with 0.5 ug/ml menadione plus 0.5
ug/ml hemin; BHIA enriched with 5% blood; BHI
broth supplemented with 0.5 ug/ml hemin, all of
them at pH 7.2. Media were preparcd 2-4h before
the test. Mercuric chloride (HgCl,) was added at fi-
nal concentrations of 0 to 128 ug/ml.

The inoculum was preparcd in brain heart infu-
sion broth supplemented with 0.5 ug/ml hemin, incu-
bated at 37°C in an anaerobic atmosphere (90% N ,/
10% CO,) using a final inoculum of approximately
105 cfu per tube and per spot. The broth media were
inoculated with aliquots of 100 ul of each test strain,
and the plates with fresh medium by a Steers replica-
tor (18). The inoculum size was verified by colonics
count. They were incubated then for 24 and 48h, re-
spectively, in anacrobic conditions as described. Af-
ter the incubation period, the MIC for each tested
strain was recorded as the lowest concentration of
the agent that prevented macroscopic growth. Refer-
ence strains of B. fragilis ATCC 23745 and B. vulga-
tus ATCC 8482 ,wereincludedin the tests.

RESULTS

The susceptibilitics of the 52 marmosct B.
fragilis group isolates to mercuric chloride are
shown in Table 1 as the ranges of MICs observed,
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TABLE 1 — "In vitro" activity of mercuric chloride against 52
marmoset isolates of the B. fragilis group, in various media, at
pH7.2.

Tested MIC (ug/ml) %
Media Range 50% 90% Resistant *

BHI AGAR 1 - 8 4 4 63

BHI - M' AGAR <025 - 8 4 4 63

BHI - MH? AGAR <025 - 8 4 8 81

BHI - P AGAR 2 - 16 4 8 98

BHUI - H*BROTH 1 - 4 2 2 4

BHI - B’ AGAR 8 - 128 32 128 100

a. Percentages of resistant isolates at breakpoints for HgCl,

(2 pg/ml).

BHI agar plus menadione (0.5 pig/ml).

BHI agar plus menadione (0.5 pig/ml) and hemin (0.5 pg/ml).
BHI agar plus hemin (0.5 pg/ml).

BHI broth plus hemin (0.5 pg/ml).

BHI agar plus blood (5%).

W

the MICs for 50% and 90% of tested isolates
(MIC,, and MIC,,, respectively), and the percen-
tages of the resistant bacteria in the different me-
dia tested, at pH 7.2,

The Figures 1 and 2 show, respectively, the
percentages of susceptibility, for each concentra-
tion of the mercuric chloride, and the cumulative
percentages of sensibility of the tested isolates to
mercuric chloride at different concentrations, in
different media, pH 7.2.

Reference strains B. fragilis ATCC 23745 and
B. vulgatus ATCC 8482 showed, respectively, the
following MICs values: BHI agar, 4 ug/ml and 4
ug/ml; BHI-M agar, 4 ug/ml and 2 ug/ml; BHI-
MH agar, 8 ug/ml and 4 ug/ml; BHI-H agar, 8 ug/
ml and 4 ug/ml; BHI-H broth, 2 ug/ml and 1 ug/
ml; BHI-B agar, 32 ug/ml and 16 ug/ml.

DISCUSSION

Table 1 and Figures 1 and 2, show that only
few isolates were resistant to mercuric chloride in
BHI broth supplemented with hemin in compari-
son to the solid media used. The MICs required
for 50% and 90% growth inhibition of the isolates
(MIC,, and MIC,,, respectively) in the broth me-
dium were markedly lower than those seen when
the agar dilution method was used. In fact, these
results could be due to a better diffusion of the
agent in broth medium.

Nearly all to the 52 isolated strains tested and
also reference strains showed resistance at the
breakpoint (2 ug/ml) for mercuric chloride in both
BHIA supplemented with either hemin or blood
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(98% and 100%, respectively).

On the other hand, the MICs determined in
BHI-blood agar alone showed the major discrepan-
cies when compared with the other growth media.
Thus, MICy, and MICy, in that particular mediam
showed the highest values for all tested isolates
(values =16 fold to = 64 fold higher, compared
with values determined in the broth medium).

The MICs required for growth inhibition of
the reference strains (B. fragilis ATCC 23745 and
B. vulgatus ATCC 8482) in the broth medium
were also lower (2 ug/m! and 1 ug/ml, respective-
ly) than those required when the BHI-blood agar
was used (32 ug/ml and 16 ug/ml, respectively).

Figures 1 and 2 more evidently document the
differences in the susceptibility of the isolates to
mercuric ion in relation to the composition of the

- growth media. Included are also cumulative per-
centages.

The differences in the MICs of the mercuric
ion observed in this study, appear to be dependent
on composition of the growth media and on the
methods used. Data on these variables were also es-
tablished by Aldridge & Sanders(1),when compar-
ing antimicrobial susceptibility tests for anaerobes.

~ The discrepancies in mercuric ion susceptibil-
ity observed in different growth media could be to
cellular and other physiologic alterations induced
by media components or added supplements, to
bacterial enzymatic alterations of the agent, or to
interference of media components with the action
of such agent, or even to the agent loss by other

* phenomenons such as volatilization.

For many fastidious anaerobes multiple growth
factors are required such as peptides, hemin, vita-
. min K or sodium succinate which can partially re-
- place the vitamin K requirement if the hemin is
present (10). Lev & Milford (11) observed that vita-
min K was necessary for good growth of black-
pigmented Bacteroides species, and it could play an
important role in the stabilisation of cell envelopes
through its effect on phospholipids content.

In obligately anaerobic bacteria, the hemin is
believed to serve as a prosthetic group. However, it
seems that hemin can be utilized in electron trans-
port by these microorganisms, but its functional
role is still obscure, and needs further studies (7).
McKee et al. (13) reported that Bacteroides (Por-
phyromonas) gingivalis, could not grow in absence
of hemin, though it grows in absence of vit. K. It is
possible that the influence of mercury on anacrobes
could be inhibited through competition with hemin
or blood Fet for protein binding target sites. Re-
cently, it was demonstrated that black-pigmented
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Bacteroides spp. cannot utilize free iron from the
host, however, they are capable to degradate the
iron-transporting plasma proteins (4).

It is believed that the presence of the mercuric
jon in growth medium increases the generation
time of most microorganisms, possibly due to a
prolongued lag phase (5).

Plasmid bacterial mercury resistance can
generally be divided into two categories, i.e. broad
spectrum (mercuric reductase and organomercurial
lyase enzymes) and narrow spectrum resistance
(mercuric reductase enzyme) (17). Pan—-Hout et al.
(14) observed the ability of Clostridium cochleari-
um T-2 to cleave organomercurial compounds me-
diated by plasmid and, if the anaerobic failed to
yield plasmid, mercury could be methylated. On
the other hand, studies carried out on B. fragilis
show that resistance in this organism is chromoso-
mally mediated (15, 22).

Significant interactions between metal species,
chelating agents and test media have been reported
(3). Our results show that addition of blood to solid
media strongly decreases the mercury activity.

Thus, it seems that methodological factors
have a marked influence on the results. Indeed,
our results confirm literature data suggesting that
media components and added supplemented for
specific bacterial groups do, in fact, interfere with
the action of antibacterial agents, as well as do
other variables, e.g. inoculum size, incubation con-
dition, pH, and temperature (1,2).

Finally, it is important to characterize the pro-
perties of a most suitable medium for MICs dete-
rmination.Unfortunately, data from the literature
show that many of these had not an adequate qua-
lity control.
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RESUMO
Sensibilidade ao bicloreto de mercirio de
isolados do grupo Bacteroides fragilis em
diferentes meios de cultura: variacio

meio-dependente

Estudou-se a atividade "in vitro" do bicloreto
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de merciirio contra 52 cepas de bactérias do grupo
Bacteroides fragilis isoladas de saguis Callithrix
penicillata, em diferentes meios de cultura, usan-
do-se os métodos de dilui¢fio em dgar e dilui¢fio em
caldo, a pH 7,2. As CIMy, e CIM,, determinadas
em meio liquido foram acentuadamente menores
que aquelas observadas quando se utilizon o méto-
do de dilui¢io em 4gar. Por outro lado, observou-se
pobre atividade do bicloreto de mercidrio no meio
solido enriquecido com sangue. A maioria das 52
cepas isoladas testadas, assim como as cepas de re-
feréncia, foram resistentes ao ponto critico (2 ug/
ml) para o0 metal pesado nos meios sélidos, saple-
mentados com hemina ou com sangue.

Palavras-chave: Bactérias anaerdbias; grupo
Bacteroides fragilis, Bicloreto de mercirio - CIM.
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ESQUEMA SIMPLIFICADO DE IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE
STAPHYLOCOCCUS COAGULASA-NEGATIVA
AISLADOS DE INFECCIONES HUMANAS

Emma G. Sutich!
Adriana Belmonte?
Monica Nogueras?
Marta Maria Llop!

RESUMEN

En este trabajo sc identificaron 100 cepas de estafilococos coagulasa negativa
aisladas de diferentes muestras clinicas. Buscando la correlacion entre homologfa de
DNA vy caracteristicas fenotipicas se los dividi6 en dos grandes grupos por la
sensibilidad a la novobiocina y agregando la deteccion de beta-galactosidasa y oxidasa
se determiné 4 grupos (cuadro 1): grupo de especies de S. epidermidis, grupo de
especies de S. simulans: grupo de especies de S. sapiophyticus y grupo de especie de
S. sciuri que son factibles de resolver en todo laboratorio de microbiologfa clinica. Por
agregado de otras pruebas simples: deteccion de urcasa, fosfatasa alcalina y
beta-glucosidasa y deteccién aerébica de acidez de maltosa, trehalosa y manitol se
determina las especies del grupo S. epidermidis (cuadro 2). Generalmente dada la
mayor frecuencia del S. epidermidis es suficiente solamente la deteccién de ureasa 'y
fosfatasa alcalina. Las especies del grupo S. simulans se identifican con la
determinacién de urcasa: fosfatasa alcalina y acidez de manitol (cuadro 3): con la
realizacion de ureasa y acidificacién de sacarosa y arabinosa se establece las especies
del grupo S. saprophyticus y Gnicamente por medio de la rafinosa las especies del
grupo S. sciuri (cuadro 5).

La correlacién de estas minimas prucbas obtenidas en nuestras determinaciones
con las numerosisimas realizadas segin presenta el Manual de Bergey 9* edicion, nos
permite considerar la aplicabilidad de este esquema simple y rdpido para diferenciar
las especies coagulasa negativa del género Staphyloccocus en la mayoria de los
laboratorios de bacteriologfa clinica.

Palabras claves: Staphylococcus, coagulasa negativa; novobiocina; especies de

Staphylococus.

INTRODUCCION

En 1974 (1, 9, 10, 11, 14, 15) Kloos y Schleif-
er proponen una classificacién de las especics has-
ta entonces reconocidas de estafilococos coagulasa
negativa en funcién de 12 prucbas fisiologicas,

permitiendo asi su diferenciacion.

Pero ¢l corriente Manual de Bacteriologia
Sistemdtica de Bergey (16) presenta 18 espécies
pertenecientes a este género dentro de los coagula-
sa negativa,

Por la hibridizacién de DNA-DNA y carac-
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teristicas fenotipicas se agrupa las especies en 4
grupos: Grapo de especies S. epidermidis que
comprende: S. epidermidis, S. capitis, S. warneri,
S. haemolyticus, S. hominis y S. saccharolyticus.
Grupo de especies de S. simulans que estd com-
puesto de las especies S. simulans y S. carnosus.
Grupo de especies de S. saprophyticus que esti
compuesto de las espécies : S. saprophyticus, S.
cohnii 1, 8. cohnii 2'y S. xylosus; y grupo de espe-
cies de S. sciuri que estd compuesto de las espe-
cies S. sciuri y S. lentus.

El objetivo de este trabajo, fue del total de
pruebas bioquimicas sefialadas en el Manual de
Bergey 9% edicién encontrar un esquema minimo
que permita una simple y correcta identificacién.

MATERIAL Y METODOS

En este trabajo se¢ estudiaron 100 cepas, todas
provenientes de distintos materiales de origem
clinico humano. Se emplearon cepas de referencia:
S. epidermidis ATCC 14990; S. capitis ATCC
27840, S. warneri ATCC 27836, S. haemolyticus
ATCC 29970; S. hominis ATCC 27844; §. sac-
charolyticus ATCC 33753; 8. saprophyticus ATCC
15305; §. cohnii ATCC 29974, S. xylosus ATCC
29971, S. simulans ATCC 27848: §. carnosus
DSM 20501; S. sciuri ATCC 29062; S. lentus
ATCC 29070, para control de los medios usados y
la adaptacién de técnicas.

Las pruebas empleadas son las siguientes : de-
teccion de coagulasa (13); sensibilidad a Novobio-
cina con discos de 5 pg (1); deteccion de beta galac-
tosidasa (13); oxidasa (13); ureasa(13); fosfatasa
alcalina (13); produccién de 4cido a partir de los si-
guientes carbohidratos: maltosa, D-trchalosa; D-
manitol; sacarosa; L-arabinosa; rafinosa (13).

Para completar el estudio de las carac-
teristicas fenotipicas aconsejadas por Schleifer
(16) y Kloos (12) se efectuaron crecimiento en
agar con 10 y 15% CINa; crccimienio a 15 y
45°C, produccién de acetoina, produccién acrobi-
ca de 4cido a partir de D-xilosa, L-arabinosa, D-
celobiosa, D-manosa, D-trehalosa, lactosa, D-
galactosa, D-fructosa, D-melizitosa, D-ribosa y
xilitol; reduccién de nitratos; arginina dehidrolasa,
beta-glucosidasa, beta-glucuronidasa.

Es de sefialar que en la deteccién de beta-
galactosidasa se modifica la técnica original. Se
emplea discos impregnados de ortonitrofenil beta-
D-galactopiranésido. S¢ suspende 2 o 3 colonias
del germen aislado en agar que no contenga lacto-
sa. Se va a detectar la enzima constitutiva, que es
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una caracterfstica diferencial de especie, no asf la
enzima inducida. Incubar a 35°C hasta 24 hs.

Control positivo: . simulans. Control negati-
vo: §. aureus.

RESULTADOS

Se tom6 como criterio de identificacién que
no difiera en més de una prueba y en algunos dos
pruedas del total de las estudiadas.

En la Tabla I se presentan los % de positivi-
dad de las pruebas realizadas a cada una de las es-
pecies determinadas cuyo nimero total de cepas
aisladas se mencionan en la primera lfnea.

Las caracteristicas distintivas de cada especie
son aquellas con un porcentaje de positividad de
100 o cercano al mismo o un 0% de positividad.

DISCUSION

En nuestro trabajo se aislé un nimero consi-
derable de cepas de S. epidermidis, S. saprophyti-
cus, S. simulans, S. haemolyticus, S. warneri y §.
cohnii; pero una sola cepa o un nimero pequeno
de las otras especics que no son tan frecuentes en
infecciones clinicas.

Observando la tabla I vemos que la identifica-
cion de las especies del Grupo S. epidermidis son las
mas dificultosas, pero la determinaci6n de fosfatasa
alcalinacolaborainicialmente a detectarel S. epider-
midis que es ¢l mds numeroso de los aislamientos en
este grupo, constituyendo una pruebadiferencial con
100% de positividad para S. epidermidis y 0% para
los otros: que se los identifica con producién de aci-
dez a partir de maltosa, trehalosa, manitol y detec-
cién de Beta-glucosidasa que en nuestra experiencia
presentaron valores significativamente distintos.

La identificacién de las especies del Grupo S.
simulans con la simple determinacién de ureasa:
fosfatasa alcalina y acidez a partir de manitol per-
mite su clasificacidn.

La determinacién de las especies que integran
el Grupo S. saprophyticus, observando la Tabla I,
se concluye que la determinaci6n de ureasa y aci-
dez a partir de sacarosa y arabinosa es suficiente
para establecerlas.

Y finalmente para el Grupo S. sciurii con
Gnicamente la determinacién de acidez a partir de
rafinosa se diferencian.

Hemos encontrado una muy buena reproducti-
bilidad en las determinaciones de fosfatasa alcali-
na, beta galactosidasa, beta glucosidasa, oxidasa,
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CUADRO 1 - Pruebas para la identificacion de los grapos de espécies Staphylococcus Coagulasa Negativa.,

Grupo Grupo Grupo Grupo
[T S epidermidis S. saprophyticus S. simulans S. sciuri
Novabiocins - * - *
Beta-galactosidasa - + + -
Oxidasa - - - +
Referencias:  + : 90% o mds cepas positivas

- 1 90% o mds cepas negativas

CUADRO 2 - Pruebas de identificacion de las especies del grupo Staphylococcus epidermidis.

,,,,,,,,,,,,,, S. epidermidis | S. capitis | S. warneri |S. haemolyticus | S.saccharolyticus | §. auricularis
Ureasa + - + - + -
Fosfatasa + B _ N 3 _
alcalina
B-glucosidasa - - d - - -
Maltosa + - d + - d
D-Trehalosa - - + + - d
D-Manitol - d d d - -

Referencias:  +: 90% o mds cepas positivas

- 1 90% o maés cepas negativas
d : 11-89% cepas positivas.

CUADRO 3 -~ Prucbas de identificacion de las especies del
grupo Staphylococcus simulans.

CUADRO 5 - Prucbas de identificacion de las especies del
grupo Staphylococcus sciuri .

- el Y 8 simudans | S. carrosus | S. carrosus S. sciuri S. lentus
Ureasa + - - Rafinosa - +
Fosfatasa ~ - Referencias:  +:90% o mas cepas positivas
alcalina N - :90% o més cepas negativas
Manitol + + - ) . .
- — dichas pruebas y un minimo de azicares.
Referencias:  + : 90% o mds cepas positivas

- :90% o mds cepas negativas

CUADRO 4 - Pruebas de ideniificacion de las especies del gru-
po Staphylococcus saprophyticus .

TS, saprophyticus S. ccl)hml S. cglmu S. xylosus
Urcasa + - + +
Sacarosa + - - +
Arabinosa - - - +

Referencias:  + : 90% o més cepas positivas

- : 90% o mds cepas negativas

no asi en la produccién de 4cido aerdbica a partir
de los aziicares. Por lo cual los esquemas simplifi-
cados que se elaboraron emplean en primer lugar
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Por los resultados obtenidos y analizados se
concluye que la resistencia a 1a novobiocina divide
a los estafilococos coagulasa negativa en novobio-
cina sensible: Grupo especies S. epidermidis y gru-
po especies S. simulans, novobiocina resistente:
grupo especies . saprophyticus y grupo especies
8. sciuri. Con la deteccién de beta-galactosidasa
(ONPG) se diferencian entre si los grupos especies
(cuadro 1) novobiocina sensible.

Los novobiocina resistente se diferencian por
la deteccion de citocromo C (oxidasa) (cuadro 1).

Estas prucbas constituyen una metodologia
simple, rdpida y accesible a los laboratorios para
poder ubicar el germen aislado en uno de los cua-
tro grupos.

Efectuando otras prucbas complementarias
anteriormente analizadas es posible identificar
cada especie (Cuadros 2-3-4 y 5).
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Este esquema sencillo permite asi identificar
las especies de estafilococos coagulasa negativa y
ayudaria a conocer la diferencia en las sensibili-
dades a los antibi6ticos de este grupo de gérmenes
en las distintas patologfas que causa (2 a 8).

SUMMARY

Identification simplified scheme for
coagulase-negative Staphylococcus strains
isolated from human infections

A total of one hundred coagulase-negative
Staphylococci strains isolated from clinical materi-
als were identified.

Taking into account the DNA homology and
the phenotypic characteristics they were dividied
into two main groups by their novobicin sensitivity.
On the basis of the results of Beta-galactosidase and
oxidase test the species were placed into four
groups, identified as: S. epidermidis species group;
S. simulans species group; S. saprophyticus species
group; S.sciuri species group, which can be used in
any clinical microbiological laboratory.

The simple test of: urcase, alkaline phospha-
tase, B-glucosidase, acid acrobically from maltose,
D-trehalose and D-mannitol were used to deter-
mine the specics of S. epidermidis spccies group.

Generally, due to the major incidence of §.
epidermidis, urease detection and alkaline phos-
phatase arc enough.

The species of the second group were differ-
entiated by urease detection; alkaline phosphatase
and acid aerobically from manitol.

The urease test and the acid acrobically from
sacarose and maltose determine the species of the
S. saprophyticus species group; and only with raf-
finose, those of the S. sciuri species group.

The correlation between the results obtained
with these minimal number of conventional tests
and those listed in Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology, showed the aplicability of this sim-
ple and rapid scheme to differcnciate the coagu-
lase-negative Staphylococct species for most bac-
teriological laboratories.

Key Words: Staphylococcus, coagulase-ncgative,
novabiocin, Staphylococcus sp
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OCORRENCIA DE ESTIRPES DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTES A
OXACILINA EM SERVIDORES HOSPITALARES

Celso Luiz Cardoso!

Jodo Bedendo!

Maria Cristina Bronharo?
Luiz Alberto Moribe?
Lourdes Botelho Garcial

RESUMO

O estudo da ocorréncia de estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a
oxacilina em servidores hospitalares mostrou prevaléncia de portadores de 14%
(16/112). A distribui¢do de portadores em relagio aos sitios amostrados foi: maos
12%, vestibulos nasais 10%, e orofaringe 2%. Todas as cepas apresentaram-se
poli-resistentes. A maioria delas foi classificada no fagogrupo III, incluindo tipos

fagicos epidémicos hospitalares.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, oxacilina, portadores.

INTRODUCAO

As infecgdes hospitalares representam nos dias
atuais um grave problema médico-social e o seu
melhor conhecimento, prevengio e controle, cons-
tituem um desafio a ser enfrentado. Entre os mi-
crorganismos associados a etiologia destas in-
fecgdes, o Staphylococeus aureus permanece como
importante patégeno, sendo responsdvel por mais
de 10% dos casos de infecgdes hospitalares (6,11).

Nos dltimos anos, a detecgdo de estirpes de S.
aureus resistentes a oxacilina (meticilina) tem con-
tribuido para o agravamento desta situagfio, por se
tratar de germes caracterizados por apresentar rcsis-
téncia miiltipla aos agentes antimicrobianos usual-
mente empregados na prética hospitalar (3,12). Di-
versos autores (4, 14, 18, 19), em diferentes paises,
tm destacado a importancia destas cepas como pa-
tdgenos hospitalares. No entanto, em nosso meio,
trata-se de assunto muito pouco investigado.

Epidemiologicamente, os surtos de infecgBes
causados pelas estirpes de S. aureus resistentes a
oxacilina sdo de dificil controle e freqiientemente
resultam em infecgGes graves, sendo os reser-
vatérios hospitalares representados por pacientes
infectados ou colonizados, pessoal hospitalar, ¢ o
ambiente inanimado (18). A transmissio destas es-
tirpes pelas mios da equipe médico-hospitalar tem
sido apontada por Thompson & col. (18) como im-
portante via de infec¢o. Casewell & Hill (5), cha-
mam a atenglo para a inexisténcia de estudos deta-
lhados sobre o papel de portadores hospitalares de
§. aureus resistentes a oxacilina. Estes autores
sugerem que a colonizagfo nasal e da orofaringe
de profissionais da saide possa constituir uma
fonte para a aquisi¢ao nasal destes germes por pa-
cientes ndo colonizados, a exemplo do que ocorre
com as cepas de S. aureus sensiveis a oxacilina.

No Brasil a inexisténcia de publicagdes rela-
cionadas ao estudo de portadores hospitalares de

1. Laboratério de Microbiologia. Departamento de Anélises Clinicas. Universidade Estadual de Maringd Caixa Postal 331. CEP

87.001- Maring4 - PR.
2. Académicos bolsistas do CNPq.
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estirpes de S. aureus resistentes a oxacilina nos
motivou a realizar o presente trabalho, no qual in-
vestigamos a ocorréncia destes microrganismos
nos vestibulos nasais, orofaringe e nas méos de ser-
vidores hospitalares. Os fagétipos e o perfil de re-
sisténcia aos agentes antimicrobianos dos germes
isolados foram também determinados.

MATERIALEMETODOS

Casuistica - Participaram deste estudo 112
funcionérios voluntérios pertencentes ao servigo de
enfermagem de um hospital geral, de 150 leitos, lo-
calizado na cidade de Maring4, PR.

Coleta do material - A amostragem dos
vestibulos nasais foi efetuada por meio de "swab"
esterilizado, previamente umedecido em solugio sa-
lina, friccionando-se por 3 vezes o tergo inferior de
cada vestibulo nasal. Com auxilio de abaixador de
lingua e usando-se "swab" esterilizado, coletou-se
material da regifio amigdaliana e da parede poste-
rior da orofaringe. A amostragem das méos foi rea-
lizada pelo emprego, com modificagdes, da técnica
do saco pldstico proposta por Gaschen (7): as méos
foram introduzidas, uma apés a outra, em saco de
polietileno transparente (de 150x300x0,05mm),
previamente esterilizado por oxido de etileno, con-
tendo 10ml de caldo soja tripticaseina (Biobréas!) e
lavadas durante 30 segundos por massagem dos de-
dos contra a palma da méo.

Isolamento primdrio - a) Vestibulos nasais: o
material foi suspenso em 0,5ml de caldo soja tripti-
casefna e homogeneizado por 15-30 segundos em
agitador de tubos. Duas aliquotas deste material fo-
ram semeadas, respectivamente, com o auxilio de
"swab" por técnica de esgotamento, em placas con-
tendo 4gar manitol salgado (Biobrds), com e sem
oxacilina? (4 pg/ml); b) Orofaringe: utilizou-se téc-
nica semelhante aquela descrita antcriormente, sen-
do a semeadura, no entanto, efctuada por estrias
continuas em dois planos da superficie do meio de
cultura; ¢) Maos: volumes de 0,1 ml do liquido de
amostragem ¢ da diluigdo 102, preparada com
solugfio salina, foram respectivamente, semcados
com auxilio de bastdo de vidro, no dgar manitol
salgado com ¢ sem oxacilina. As placas, examina-
das diariamente, foram incubadas na estufa a 37°C
durante 24 - 48 horas ¢ mantidas & temperatura am-

1. Biobris Bioquimica do Brasil S. A., Montes Claros, M. G.
2. Oxacilina Sédica = 873 ug/mg, Laboratério Bristol,
Sao Paulo, SP.

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 22(3), 1991

biente por mais 2 a 3 dias, selecionando-se para
estudo 1 a 2 coldnias suspeitas (pigmentagfo, utili-
zagdo de manitol) por placa.

Identificaciio das amostras de S. aureus - Foi
realizada por meio das caracteristicas morfotinto-
riais e pela evidenciagio da produgdo de coagulase,
utilizando-se a técnica em tubo (10). As culturas
puras de S. aureus foram estocadas em dgar de ma-
nuteng¢o (17) e mantidas em refrigerador.

Antibiograma - Foi efetuado pela técnica de
difusio em 4gar, sistema de discos (1). Foram tes-
tados os seguintes antimicrobianos: amicacina 30
g, canamicina 30 ng, cefaloridina 30ug cefoxiti-
na 30ug, cloranfenicol 30ug, eritromicina 15pg,
gentamicina 10pg, lincomicina 2ug, oxacilina
1ug, penicilina G 10U, sulfazotrin 25ug, tetraci-
clina 30ug e vancomicina 30pg. O controle dos
testes foi realizado em paralelo empregando-se a
cepa padrio de S. aureus ATCC n® 25923. A re-
sisténcia a oxacilina foi confirmada pela determi-
nagfio da concentra¢do inibitéria minima, utilizan-
do-se 0 método de dilui¢do em dgar (0,06 a 64ug/
ml) por meio da técnica da alca calibrada (20).

Fagotipagem - As amostras de S. aureus foram
testadas frente aos fagos do conjunto basico interna-
cional: Grupo I-29,52,52A,79, 80; Grupo I1 - 3A.
3C,55,71; GrupoIll-6,42E,47,53,54,75,77,83A,
84, 85; Nio classificado - 81; Grupo IV - 95, 96. Os
fagos do Grupo Experimental - 86, 88, 89, 90, D11,
HK2, foram também incluidos. A tipagem foi reali-
zada na dilui¢fio de rotina " 1xRTD", e também a
"100xRTD" para as amostras bacterianas que nao
reagiram comaprimeiradilui¢io (2).

RESULTADOS

Das 635 colonias suspeitas ¢ sclecionadas a
partir do isolamento primério 323 (51%) foram
identificadas como pertencentes a S. aureus. A
positividade de isolamento de estirpes resistentes a
oxacilina (39/323), por sitio amostrado foi 15%
(19/124) para as mfos, 15% (18/117) no caso dos
vestibulos nasais ¢ 2,40% (2182) para a orofaringe

A prevaléncia de portadores de S. aureus re-
sistentes a oxacilina em pelo menos um dos sitios
anatdmicos estudados foi de aproximadamente
14% (16/112). Oito (50%) destes portadores foram
detectados simultaneamente nos dois meios de cul-
tivos empregados; 6 (38%) somente no meio com
oxacilina e 2 (13%) apenas no meio sem droga. A
distribui¢fio destas cepas em relagiio a procedén-
cia, sensibilidade aos antimicrobianos e fagotipa-
gem & apresentada na Tabela 1.
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TABELA 1 - Distribuigio da procedéncia, espectro de sensibilidade e fagotipagem de 39 estirpes de S. aureus resistentes a oxacili-
na de 112 servidores! hospitalares.

Ndmero de Sitios anatdmicos Nimero das  Sensibilidade aos Caracterizagdio  Grupos fagicos Identidade 3
ordem: estudados coldnias antimicrobianos 2 dos fagétipos: encontrados
11 VA, ST. 84/+ II A
2 Maos 42 VA, ST, L1, CO. N.T% N.T. -5
10 Orofaringe 155 VA, ST, LL N.T. N.T. -
Nt 423 VA. N.T. N.T. -
anz 534 VA. N.T. N.T. -
32 M 427 VA. 54 I B
a8 538 VA. 53 o C
Nariz 543 VA,ST, LI, AM.  84/85 il D
34 Maos 627 VA, ST, LL 75/84/85 I D
37 Mios 456 VA,ST,LI, AM.  29/84 Tell E
Nai 458 VA,ST,LLAM. 7585 I F
anz 570 VA, ST,LI, AM.  29/75/
77/84/85 Telll G
38 Mos 462 VA,ST,LI, AM.  84/+ m A
574 VA, ST, AM. 4E[75/ '
83A/84/85 I H
Nariz 735 VA, ST, AM. 84/85 il D
52 Maos 739 VA, ST, AM. DIl Exp® I
815 VA, ST, CO, 29/75 Ielll 7
Nariz AM, TE. 84/85 I L
6 759 VA, LL 85
. 822 VA, ST, L1, TE. 297751 Tell I
Maos VA, ST, CO, 84/85/+
765 AM, TE. N.T. N.T. -
| Nariz 826 VA, AM 54/85 In M
77 769 VA 54 jiid B
Meios 828 VA, AM. 54/83A/85 I M
81 Mesios 840 VA,ST,CO,AM.  84/+ i A
843 VA, ST, AM 85/+ L
Nariz 29/54/ il
82 774 VA, ST, AM. 75184185 I N
Mios 848 VA, ST, AM. 84 I A
778 VA, ST. 35/+ m L
Nariz 865 VA, ST, AM. 42E/+ I o
84 850 VA, LL 85 it L
Mios 871 VA, LL AM. 83A/85 m P
857 VA,ST,LI, AM.  75/83A/ I P
84/85
Nariz 1112 VA,ST,LL AM.  75/77/ Q
106 83A/84/85 it
Misos 962 VA,ST, LI, AM.  29/75/34/85 Iell h]
107 Nariz 1116 VA, ST, LL 83A/85 m P
Nariz 982 VA, ST, CO, 85/94/+ oI R
Orofaringe 1118 AM, TE.
112 & VA, ST, CO, TE 83A/85 T P
Meios 1125 VA, LL 42L/54775/ m S
83A/85 T
118 Nariz 1127 VA, ST. 81/6/42E/ 7
54/83A/85 Il eNe

1. Funciondrios do servigo de enfermagem. 2. VA= vancomicina, L= lincomicina, ST= sulfazotrim, AM= amicacina,
CO= cloranfenicol, TE= tetraciclina. 3. Letras iguais para amostras idénticas. 4. Nio tipdvel. 5. Ndo caracterizada,
6. Experimental. 7. Nio Classificado.
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Asestirpes de S. aureus apresentaram modelos
de resisténcia com 8 a 12 marcadores relacionados
aos 13 agentes antimicrobianos testados. Todas as
cepas mostraram-se resistentes aos beta-lactAmicos
(penicilina G, oxacilina, cefaloridina, cefoxitina),
eritromicina, canamicina, gentamicina e foram
sensiveis a vancomicina. A resisténcia observada
para os outros antimicrobianos foi: 90% (tetracicli-
na): 87% (cloranfenicol), 59% (lincomicina), 44%
(amicacina) e 28% (sulfazotrim). A concentragdo
inibitéria minima a oxacilina apresentada por estes
microrganismos foi igual ou superior a 8 pg/ml.

Em relagdo a fagotipagem evidenciou-se que
85% (33/39) das amostras foram lisadas pelos fa-
gos do conjunto bésico. Vinte e sete destas cepas
foram caracterizadas exclusivamente por fagos do
grupo III e 6 amostras foram classificadas pelos fa-
gos do grupo III associados a bacteriéfagos de ou-
tros grupos (I e N#o Classificado). Excetuando-se
as 5 cepas de S. aureus ndo tipaveis, verificou-se a
ocorréncia de 19 diferentes fagétipos (letras A -T)
conforme demonstrado na tabela 1. Os servidores
hospitalares de ndmeros 34, 52; 2, 38, 81,82; ¢ 76,
82, 84 apresentaram isolamentos de amostras de S.
aureusperiencentes, respectivamente,  aos fa-
gotipos 84/85, 84 ¢ 85. O isolamento de estirpes i-
dénticas, isto é, de mesmo fagétipo, origindrios
dos vestibulos nasais ¢ das méos foi verificado em
quatro portadores (Nimeros 34, 76, 77 ¢ 82).

DISCUSSAO

Embora seja amplamente reconhecido o papel
dos servidores hospitalares como reservatérios ou
fontes de infecgdo na epidemiologia das infecgoes
hospitalares estafilocécicas (15), 0 mesmo nio o-
corre em relagio as infecgdes causadas pelas estir-
pes de S. aureus resistentes a oxacilina. Nos surtos
a forma de disseminagio hospitalar destes micror-
ganismos nfio s¢ encontra ainda perfeitamente es-
clarecida. Um possivel mecanismo ¢ a veiculagio
por membros da equipe médico-hospitalar, que a-
presentam(reqiicntes contatos com pacientes ¢m di-
ferentes partes dos hospitais (3). Apesar do conside-
rivel esforgo de pesquisadores de diferentes partes
do mundo, o controle, ou melhor ainda, a prevengfo
das infecgoes causadas por estes germes permancce
um desafio a ser enfrentado por todos aqueles que,
de uma forma ou de outra, sio rcsponsiveis pelos
cuidados dos pacientes hospitalizados (9).

Classicamente o portador de S. aureus & carac-
terizado pelo isolamento de amostras deste microor-
ganismo a partir dasnarinas anteriorcs, ou ocasional-

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 22(3), 1991

mente das axilas ou perineo (16), e ausénciade sinais
¢ sintomas da doenga. No presente trabalho, conside-
ramos como portador o individuo que apresentou
cultura positiva de cepas de S. aureus resistentes a
oxacilina em pelo menos um dos sitios amostrados:
vestibulos nasais, orofaringe, ou maos. E interes-
sante assinalar que as mios apresentaram uma sig-
nificativa positividade de isolamentos, evidencian-
do a sua importincia na veiculagiio hospitalar destes
microorganismos. Este achado é consistente com a
observagiio de que o transporte transitério através
das maos contaminadas do pessoal hospitalar parece
ser o mais importante mecanismo de transmissao das
estirpes de S. aureustesistentes a oxacilina entre pa-
cientes hospitalizados (8,9, 18).

A maioria dos estudos sobre portadores hospi-
talares de cepas de S. aureus resistentes a oxacilina
tem sido realizado por ocasido de surtos € tem de-
monstrado, de um modo geral, taxas bastante redu-
zidas de portadores. Nos Estados Unidos, por
exemplo, Thompson & col. (18) descreveram que
em nove surtos, envolvendo 1600 servidores hos-
pitalares com contato direto com pacientes infecta-
dos ou colonizados, a prevalencia de portadores
nasais foi em média 2%. Durante um surto no Hos-
pital Universitrio da Virginia estes autores detec-
taram a colonizacfo nasal em apenas 0,4% (2/508)
do pessoal hospitalar amostrado. Embora estes da-
dos n#io possam scr generalizados ou extrapolados
para as condigdes epidemioldgicas existentes nos
hospitais brasileiros, eles sdo bastantes inferiores a
taxa de 10% de portadores nasais observada, em
condi¢des endémicas, no presente trabalho onde os
funcionarios estudados foram voluntdrios.

A resisténcia miltipla as drogas é uma das ca-
racteristicas das cepas de S. aureus oxacilina resis-
tentes (3,12). No presente estudo este aspecto fi-
cou evidenciado pelos resultados do antibiograma.
Merece ser destacado que os servidores hospita-
lares de nameros 32, 38, 52, 76, 77, 82 e 106 apre-
sentaram, respectivamente, isolamento de estirpes
de S. aureusdos vestibulos nasais e das méos com
mesmo perfil de resisténcia aos agentes antimicro-
bianos ftestados. Estes achados podem sugerir o
potencial de risco representado pelos portadores
nasais de amostras de S. aureusresistentes a oxaci-
lina na disscminagdo deste patdgeno hospitalar,
particularmente por meio das maos contaminadas.

De acordo com Brumfitt & Hamilton-Miller
(3) as estirpes de S. aureus resistentes a meticilina
mais comumente implicadas em surtos de infec-
¢Oces hospitalarcs pertencem ao grupo fagico III,
destacando-se especialmente os fagotipos 77, 83A,
84 ¢ 85. Conforme evidenciado neste trabalho,
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uma elevada proporgdio de cepas isoladas foram
classificadas no grupo III. As estirpes lisadas pelos
fagos 84/85, 84 e 85, considerados epidémicos
hospitalares (3, 6, 13) foram também encontrados
neste estudo. A fagotipagem mostrou a presenga
de cepas idénticas nos vestibulos nasais e nas
mios de quatro servidores hospitalares, o que pode
sugerir a origem nasal das amostras isoladas das
mios destes portadores. As implicagdes epidemi-
oldgicas decorrentes desta transmissio devem ser
melhor investigadas considerando-se, particular-
mente, a possibilidade de disseminacfio, através do
pessoal hospitalar, de tipos epidémicos hospita-
lares de cepas de S. aureus resistentes a oxacilina.
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SUMMARY

Occurence of oxacilin-resistant
Staphylococcus aureusstrainsin hospital
personnel.

The carriage of oxacilin-resistant Staphylo-
coccus aureus strains by hospital personnel was
studied. The prevalence of carrier rate was 14%
(16/112). The distribution of carriers by sites sam-
pled was: hands 12%, anterior nares 10%, and
throat 2%. All the strains were multiresistant.
Most of them belonged to phage group III. Epi-
demic phage types were also detecied.

Key Words: Staphylococcus aureus, oxacillin,
carriers.
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HETEROTROPHIC BACTERIA ASSOCIATED WITH THE SHRIMP PENAEUS
SCHMITTI, SEDIMENT AND WATER OF SEPETIBA BAY, RIO DE JANEIRO, BRAZIL

Fernando Carlos Pagnoccal
Leda Cristina Mendonga Hagler?
Allen Norton Hagler?

SUMMARY

Samples were collected at the town of Pedra de Guaratiba from the beach (site 41),2
km offshore (site 42), and from a commercial fishing area in the southwestern part of
Sepetiba Bay (site 40). Populations of heterotrophic bacteria in water were highest at the
more polluted site41 with 3.1 x 10*and lower at site 42 with 6.5 x 102 colony forming unite
(CFU)/ml. Counts of presumptive Vibrio had the same pattern with 5.8 x 102 CFU/ml at
site 41 and 6.0 x 10! at site 42. No significant differences were noted in fungal counts at
sites 41 and 42 (6.4 and 3.0/ml). Counts of heterotrophic bacteria and presumptive Vibrio
in shrimp intestines were 7.6 x 10° and 6. 5 x 107 CFU/g in the cleaner site, and were 9.5 X
107 and 7.2 x 10° CFU/g at site 4 1. Microbial counts in sediment of site 41 were about 10
times greater than those water. The prevalent bacteria in all material studied were
gram-negativerods including species of the genera Moraxella, Pseudomonas, Vibrio,and
Acinetobacter. Most isolates from the shrimp intestines were Pseudomonas, but no

species could be considered specifically associated with thisniche.

Key Words:
coliforms.

heterotrophic bacteria, shrimp, sediment, water, Penaeus schmitti,

INTRODUCTION

Sepetiba Bay is a shallow semi-enclosed estu-
arine complex with an area of 519 km?, and has
characteristics that favor reproduction of many
marine animals, These waters receive both domes-
tic and industrial sewage at various points, but the
bay is heavily used for various types of recreation
including bathing and for commercial fishing. The
white shrimp, Penaeus schmitti, is intensively
fished from these waters and marketed mostly in
the city of Rio de Janeiro.

Little is known about the symbiotic microbiota
of the intestinal tract of crustacea, especially those

of tropical waters, However, the sanitary and organ-
oleptic quality of shellfish is influenced by their
feeding habits, and by the microbes in their environ-
ment (3, 12, 13). The bacteria associated with ma-
rine crustaceans are mostly gram-negative of the
Acinetobacter-Moraxella, Flavobacterium, Pseu-
domas, and Achromobacter groups (11, 16, 18, 29,
31). Can (4,5) obscrved differences betwen the mi-
crobiota of cold and tropical waters. Yasuda & Kitao
(33) studied the microbiota associated with the di-
gestive tract of the shrimp Penaeus japonicus and
noted the occurrence of qualitative and quantitative
variations in accord with the stage of development,
and there may have been a positive selection for

1. Instituto de Biociencias, Dept. de Bioquimica e Microbiologia, P.O. Box 178, UNESP Rio Claro, SP, 13500, Brazil
2. Instituto de Microbiologia, CCS, Bloco I,Universidade do Rio de Janeiro, Itha do Fundio, Rio de Janeiro, RJ, 21944, Brazil
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Pseudomonas in the intestine of the host in relation
to its environment. In a previous paper we verified
that the digestive tract of the white shrimp had a
yeast population that reflected the degree of pollu-
tion of its location of capture (23). In this paper we
describe the heterotrophic bacterial population of the
shrimp P. schmitti and some substrates of its natural
environment in Sepetiba Bay.

METHODS

Samples were collected at 3 sites (Fig.1): at the
beach of the town of Pedra de Guaratiba (site 41),
about 2 km offshore from Pedra de Guaratiba (site
42), and from commercial fishing areas near the
mouth of Sepetiba Bay (sitc 40). Water samples
were taken with sterile wide mouthed bottles, and
sediment with sterile test tubes, and processed as
described previously (8, 9). Shrimp were collected
at high tide with nets from site 41 or scpareted as-
septically from commercial catches at the time of
capture at site 40. Samples were transported on ice
to the laboratory for analysis within 12 hr for site
40 and 5 hr for other sites. Groups of 5 to 15 shrimp
were weighed, measured and their intestines assep-
tically removed. Intestines were weighed and ho-
mogenized assepticaley in sterile saline (0,85%
NaCl) peptone (0,1%) water with a sterile tissue
grinder. Heterotrophic bacteria counts were deter-
mined in triplicate by the spread plate method on
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Standard Plate Count agar (Difco) with NaCl ad-
justed to 1%, and incubated for 3 days at 26 + 2°C.
and on Marine agar (Dilco) spread plates incubated
5 to 7 days at 26 + 2°C. Counts of presumptive Vi-
brio spp. were made on TCBS agar incubated for 3
days at 26 + 2°C by the spread plate method. Cul-
tures were isolated for identification from selected
representative colonies that grew on these media.
Fungi were counted by the most probable number
mecthod in Aquatic yeast medium (6% glucose,
3.5% NaCl, 0.5% yeast extract, 0.5% ammonium
sulphate, 0.2 monobasic sodium phosphate, chlo-
ramphenicol 200mg/1, and pH adjusted to 4.5) after
1 and 2 weeks incubation at 26 + 2°C (23). Fecal
coliforms were counted by the most probable num-
ber method of the American Public Health Associ-
ation as described previously (10, 23). Bacterial
isolates were maintained on agar slants of their iso-
lation media under sterile mineral oil in screw
caped tubes at 4 to 10°C. Characterization and
identification of gram-ncgative bacteria was done
with the Minitek system (BBL) and nomenclature
made in agrcement with Bergey's manual (2).

RESULTS

Mean water temperatures were 25.3 £ 4.5 C at
site 41 and 23.8 £ 1.8°C at site 42, and salinity
259 *+ 3.3 and 29.3 £ 1,0 g/l respectively. These
conditions were typical of a tropical estuary. Mean
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sizes of shrimp varied in the different collections
ranging from 7.7 + 2.6 to 28.3 + 15.6g, and
lengths of 9.4 £ 1.0 to 15.2 £ 2.2cm at site 40; and
from42+1.41t011.3+39g,and 7.8 + 0.8 10 11.3
+ 1.4cm at site 41. Geometric means of microbial
counts are presented in Table 1. Heterotrophic
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Count agar were similar for material collected from
shore site 41. Both nonselective media allowed iso-
lation of diverse strains from a dense bacterial pop-
ulation, independent of the material analysed.
Counts of heterotrophic bacteria, presumptive Vi-
brio spp., and fungi were higher at site 41, an ob-

bacteria counts made on Marine agar and Plate servation consistant with the higher level of

TABLE 1 - Geometrics means of microbial counts per ml of water, g wet weight of sediment and gram wet weight of intestines of
shrimp from Sepetiba Bay, Rio de Janeiro. The number of samples is indicated in parenthesis.

Symbols: PCA = Plate Count Agar supplemented with 1% NaCl;
MA =Marine Agar.

Site Substrate Heterotropli.c Bactéria Presumptive Fecal Fungi
PCA MA Vibrio Coliforms

40 Shrimp

Tntestine (6) 76X 10° 1.1X 1010 6.5X 107 <2.0X 10! 2.4X 102
41 Shrimp

Intestine (4) 9.5X 107 14X 108 72X 106 57X 102 19x 103
41 Sediment (9) 47X 10° 42X 10° 6.6X 10° 1.4X 102 1.9X 102
41 Water (10) 31X 104 38X 10% 58X 10% 87X 10° 6.4X 10°
42 Water (7) 6.5 X 102 1L.1x103 6.0X 10! 23X 101 3.0X 10°

TABLE 2 - Species of gram-negative bacteria, and number of isolates from shrimp intestines, sediment, and water of Sepetiba Bay.

Number of Isolates
Species Shrimp Intestine Sediment Water
Acinetobacter calcoaceticus 3
Alcaligenes denitrificans xylosoxidans 0
Alcaligenes spp 3
Aeromonas hydrophila 0
2

Citrobacter freundii
Enterobacter agglomerans
Flavobacterium sp
Klebsiella pneumoniae
Moraxella phenylpyruvica
Moraxella spp

Moraxella or Acinetobacter
Providencia alcalifaciens
Providencia rettgeri
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas cepacia
Pseudomonas diminuta
Pseudomonas fluorescens/putida
Pseudomonas maltophilia
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Pseudomonas putrefaciens
Pseudomonas stutzeri
Pseudomonas spp

Vibrio alginolyticus

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio sp

Not Identified

—
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organic pollution.Water and sediment samples
could not be taken at site 40, but since fecal coli-
forms were concentrated in shrimp at sitc 41 and
were undetected in shrimp from site 40, the water
at this offshore site should have been free of re-
cent fecal pollution. Fecal coliforms counts at site
42 showed a notably lower level of fecal pollution
than that found at the beach site 41. Counts of het-
erotrophic bacteria in shrimp intestines were much
higher in shrimp from cleaner offshore waters of
site 40 than from those from polluted water at site
41. We found presumptive Vibrio counts in water
at site 41 to be about 10 times greater than at site
42 showing a positive correlation with coliform
levels. Coliform counts had more than a 100 fold
difference between these two sites.

Of the bacteria isolated on nonsclective me-
dia, 25.4% from shrimp intestines were gram-
positive (20 rods and 32 cocci), 23.3% from water
were gram-positive (34 rods and 55 cocci), and
16.7% from sediments were gram-positive (1 coc-
cus and 8 rods). Results of identification of select-
ed cultures of gram-negative bacteria are noted in
Table 2, and showed that the prevalent bacteria
were of the genera Moraxella, Pseudomonas, and
Vibrio. These were isolated in similar proportions
independent of origin from shrimp intestine, sedi-
ment, or water. The isolates from the TCBS agar
medium used for selective counts of presumptive
Vibrio had a diversity similar to those from non-
selective media and are also included in Table 2.
Of the bacteria we isolated, 25% were not identi-
fied by the Minnitck system and could have in-
cluded new species.

DISCUSSION

Microbial counts in the shrimp intestines,
sediments, and water could be compared directly
at site 41, and showed populations 103 10 10?
times more concentrated in the intestines than in
water for heterotrophic bacteria, presumptive Vi-
brio, and fungi, but only 65 times more concen-
trated for fecal coliforms. All bacterial counts
were about 10 times more concentrated in sedi-
ments than in water. Fecal coliform bacteria in
these and other waters of Rio de Janciro have
bcen shown to be mostly Escherichia coli and
other enteric bacteria typical of feces of warm
blooded animals (10). Although they were accu-
mulated in similar proportion to other microbes in
sediments, coliforms were less concentrated in the
shrimp intestines; probably reflecting poor survi-
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val in this microenvironment.

The food materials concentrated in the intes-
tines of marine animals can serve as a source of
nutrients for symbiotic heterotrophic populations,
and these can be of nutritional importance to the
host organism by producing enzymes that help in
digestion or by supplying part of its nutrients (3).
Benthic animals from the Atlantic Ocean have mi-
crobial populations ranging from 2 x 102 to 2 x
108 CFU/g intestinal material (21), and cells asso-
ciated with fecal particals were shown capable of
intense proliferation when this material is excreted
into the environment (26). The concentrations of
these microbes in excreted feces were 105 to 106
times higher than those encountered in water.
Specific microbial populations have been detected
in the intestines of some fishes, most notably in
those with complex digestive systems (28). The
higher counts of heterotrophic bacteria in intes-
tines of shrimp from the offshore site 40 were not
clearly connected with other parameters like size,
age, weight, or availability of food. This may indi-
cate the presence of a well adapted population of
marine bacteria that were not able to establish
themselves in the intestines of shrimp in more pol-
luted water. Allochthonous bacteria from terrestri-
al sources may accumulate in the intestines of
shrimp in polluted sites, but be unable to survive
as well in this situation as the more autochthonous
populations of unpolluted sites. It is possible that
the proportion of anaerobes was higher in the
more polluted site, but were not detected by our
methodology that was limited 1o counts of acrobes
and facultative organisms. An unexpectedly high
population of heterotrophic bacteria has also been
observed recently in mussels of the species Perna
perna collected from relatively clean waters of
Rio de Janeiro (17). The large numbers of alloch-
thonous bacteria and other materials of terrestrial
origin may interfere with establishment of normal
intestinal microbiota of benthic organisms in pol-
luted waters,

Fungal counts are not normally used as pollu-
tion indicators, but correlation with pollution has
been reported for fresh-water (7,30). Although co-
liform levels were notably different, there was no
significant difference between the fungal counts at
sites 41 and 42. Microbial populations including
fungi were higher in sediments than in water as
was also noted by Niemi (20). This was consistant
with a higher concentration of organic materials
and source of nutrients for microbial populations
expected in sediments. Fungal populations in
shrimp intestines were notably higher than in sedi-
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ment at site 41 as expected by the detritus feeding
habit of this crustacean. This was in accord with
the idea that the microbiota of aquatic animals is
basically determined by their environment and the
type of food they consume as suggested by Hor-
sley (13), Potter and Baker (24), and Trust and
Sparrow (29).

Vibrio and Vibrio like organisms are ubiqui-
tous in nature and includes somes species patho-
genic to man that can be dissiminated by some
types of marine fauna (1, 6, 14, 15, 22, 25, 26).
Hagler ef al. (10) found a high correlation between
counts of presumptive Vibrio and other microbial
parameters including fecal indicators in waters of
Rio de Janeiro, but other studies have not found
such correlations (6, 22). Vibrio spp. are sensitive
to variations in temperature (1, 15), salinity and
pollution levels (6, 14). We did not isolate Vibrio
parahaemolyticus on TCBS agar, and neither did
Rodrigues and Hoffer, (25). The high correlation
of presumptive Vibrio counts noted previously by
us may have been the result of poor sclectivity of
TCBS agar in waters of Rio de Janciro. Vibrio
cholera was present in the study of Rodrigues and
Hoffer (25), and isolated previously from Guana-
bara Bay (10), but not detected by us in this study.
Maybe V. cholera and V. parahaemolyticus strains
were present, but in numbers to low to be detected
by the methods we used for isolation of prevalent
species.

Of 28 cultures of Pseudomonas species, 75%
originated from shrimp intestines suggesting this
as a microenvironment with positive selection for
this group. In general our data confirmed the pre-
dominance of Acinetobacter-Moraxella (Achro-
mobacter)and Pseudomonas observed by Shiflet
et al. (27), Vanderzant et al. (31,32), and Harrison
and Lee (11). The enteric bacteria isolated on non-
selective media were not species considered to be
of exclusive fecal origin. About 2/3 of the hetero-
trophic bacteria we isolated from shrimp came
from site 40 and although Enterobacteriaceae
were included they probably had little sanitary
significance, and the lack of fecal coliforms in
shrimp captured from olfshore waters agreed with
this. In contrast, fecal coliforms were present in
shrimp from polluted water, and isolates from co-
liform tests included Escherichia coli (unpub-
lished data), a species considered to be highly spe-
cific for feces of warm blooded animals. The
bacterial population of the shrimp intestine re-
flected that of its environment and was affected
by the fecal pollution level of the water from
which they were collected.
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RESUMO

O ambiente estudado situa-se na localidade de
Pedra de Guaratiba, préximo a cidade do Rio de
Janeiro e as amostras foram coletadas na praia (lo-
cal 41), aproximadamente 2 km mar adentro (local
42) e préximo a uma drea de pesca na regifio su-
deste da Baia de Sepetiba. No local mais poluido
(local 41) as contagens de bactérias heterotroficas
na 4gua atingiram o valor de 3.1 x 10* UFC/ml,
enquanto que no local 42 obteve-se 6.5 x 102
UFC/ml. As contagens presuntivas de Vibrio fo-
ram de 5.8 x 102 UFC/ml no local 41 e 6.0 x 10
no local 42. As contagens de fungos foram muito
semelhantes nestes locais, correspondendo a 6.4
NMP/ml no local 41 e 3.0 NMP/ml no local 42.
As amostras de tubo intestinal de camardes coleta-
dos no local mais limpo (local 40) apresentaram
respectivamente populagdes de 7.6 x 10° ¢ 6.5 x
107 UFC/g para as bactérias heterotréficas e con-
tagens presuntivo de Vibrio, enquanto que 0s mes-
mos parimetros obtidos para camardo capturado
no local 41 foram 9.5 x 107 ¢ 7.2 x 106 UFC/g. As
populagdes microbianas determinadas no sedimen-
to coletado no local 41 foram 10 vezes superiores
as contagens na dgua. As bactérias gram-negativas
em forma de bastonetes ¢ nio-fermentadoras fo-
ram prevalentes em todas as amostras € a maioria
foi identificada como pertencente aos géneros Mo-
raxella, Pseudomonas, Vibrio, e Acinetobacter.
Vadrias culturas de Pseudomonas foram isoladas
em tudo intestinal do camarfio Penaeus schmitti,
mas nenhuma espécie em particular pareceun estar
associada especificamente a este nicho.

Palavras-chave: Bactérias heterotréficas. ca-
marfio, sedimentos, Penaeus schmitti, coliformes.
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EFICIENCIA DE ESTIRPES DE BRADYRHIZOBIUM SP, NA FIXACAO DO NITROGENIO
EM AMENDOIM (ARACHIS HYPOGAEA L.)

Maria Luiza C. O. Lombardi*
Patricia A. de Oliveira*

RESUMO

Testou-se o0 potencial

de fixagfio de nitrogénio de treze estirpes de

Bradyrhizobium sp em amendoim, cv. Poitara, em vasos de Leonard com solugdo
nutritiva livre de nitrogénio e em casa de vegetagiio. A eficiéncia dessas estirpes foi
comparada com a da SMS-400, uma das mais eficientes nessa leguminosa a qual é
atualmente recomendada para a produciio de inoculantes. Quatro dessas estirpes
mostraram alto potencial de fixa¢do do N,, duas foram medianamente eficientes e trés
foram completamente ineficicates. Quatro estirpes ndo formaram ndédulos no
amendoim, sugerindo que essa leguminosa aprescnta maior grau de especificidade
hospedeira que pode ser verificado em condi¢des controladas.

Palavras-chave: amendoim, Bradyhizobium sp., fixa¢iio do nitrogénio.

INTRODUCAO

Leguminosas tropicais como o amendoim
apresentam-se intensamente noduladas pela popu-
lacdo nativa de Bradyrhizobium spp (6). Para
DATE (3), o amendoim se enquadra entre as plan-
tas altamente promiscuas que, na classificagiio an-
tiga da familia Rhizobiacea, nodula com os
rizébios tipos "cowpea”. No entanto, mesmo den-
tro desse grupo de leguminosas tropicais existem
aquelas com maior especificidade, conforme apre-
sentado pelo mesmo autor. Embora essa nodu-
lagdo abundante possa indicar baixa especificidade
hospedeira, Burton (2) jd a observou em amendoin
e trabalhos realizados por Lopes & col. (5) ¢ Giar-
dini & col. (4) conlirmaram esses fato.

Em termos de eficiéncia intrinseca, tem-se en-
contrado grande variagfio entre isolados provindos
de diferentes leguminosas, desde a formagio de
nddulos altamente eficazes até aqueles totalmente
incficientes (4). A selecdo de isolados que produzam
néduloseficientesem leguminosas & de grande inter-

esse agricola, uma vez que através de sua inoculagéo
pode-se substituir a adubacio nitrogenada. Portanto,
isolados inicialmente sclecionados para essa carac-
teristica devem ser posteriormente estudados quanto
a outros atributos desejdveis, que possam contribuir
paraoaumento da produtividade dacultura.

No presente trabalho procurou-se testar a e-
ficiéncia em fixar o nitrogénio ¢ a especificidade
hospedeira no amendoim de isolados de Bradyrhi-
zobium sp locais ou niio, originados de vdrias legu-
minosas.

MATERIAL E METODOS

Conduziu-se o experimento em casa de vege-
tagfio, em vasos de Leonard com solugfio nutritiva
livre de nitrogénio, conforme técnica recomendada
por Somasecgaran & col. (9). Utilizou-se 0 amen-
doim cultivar Poitara.

Antes do plantio as sementes foram desinfec-
tadas com hipoclorito de sédio comercial, em

* Instituto Agrondmico de Campinas, Segdo de Microbiologia do Solo, Caixa Postal 28 CEP--13001 ~ Campinas, SP
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solucdo 1:3 (hipoclorito:dgua), durante 2 minutos
¢ lavadas com 4gua esterilizada. O plantio reali-
zou-se em 18/12/89. Em cada vaso foram coloca-
das 4 sementes, mimero que apds o desbaste, aos 5
dias do plantio, foi reduzido para 1 planta.

Testaram-se 13 estirpes da cole¢fio de Brady-
rhizobium do Instituto Agrondmico (9), cujas efi-
ciéncias foram comparadas com a da SMS-400
que ¢é a estirpe atualmente recomendada para a
produgdo de inoculantes para essa cultura, con-
forme determinado na 4% reunifio da Rede de Labo-
ratérios de Recomendagdo de Estirpes (RELARE,
Brasilia, 1990 — Ata da Reunifo). As estirpes
utilizadas, bem como o local e a planta de origem
foram as seguintes:

Brasil: SMS-129, isolada de crotaldria
(Crotalaria sp); SMS-319 isolada de siratro
(Macroptilium  atropurpureum), SMS-484 ¢
SMS-729, de amendoim (Arachis hypogaea).

Zimbabwe: SMS-400 (=411 MAR) ¢ SMS-
438 (=468 MAR), ambas isoladas de amendoim.

Libia: SMS-633 (=BR-2001; =SEMIA-6145,
=CJ-1, isolada de Crotalaria junceae.

Estados Unidos: SMS-437 (=555 CRB); SMS-
519 (=TAL-1000). SMS-527 (=Nitragin-886),
SMS-528 (Nitragin-8A-11), isolada de amendoim e

SMS-567 (=Nitragin-32H1),de Crotalariapaulina.

Bolivia: SMS-561 (=NC-92) isoladas de amen-
doim.

As estirpes foram inoculadas com 1 ml/planta
de uma suspens@io de células em meio liquido,
contendo aproximadamente 10%cels./ml. A inocu-
lagfo deu-se no dia seguinte ao desbaste,

Foram feitos 2 controles sem inoculago, sen-
do um sem nitrogénio e outro com o elemento,
sendo este adicionado semanalmente em solugio
de NH,NO, 0,18M. Desse modo cada planta con-
trole recebeu 275 mg de N.

Repetiu-se cada tratamento 5 vezes ¢ dis-
tribufram-se 0s vasos intciramente ao acaso. Os
vasos foram redistribuidos por sortcio a cada 15
dias. A solugfio nutritiva foi renovada 2 vezes du-
rante 0 experimento. As plantas foram pulveriza-
das semanalmente com Thiodam, em dose equiva-
lente a 1,5ml/1H,0, para prevengdio ao ataque de
dcaros. A colheita procedeu-se 50 dias apés a ino-
culagio. Nessa fase fisiolégica inicia-se a for-
maglo das vagens. No experimento as plantas
mais desenvolvidas tinham algumas vagens forma-
das, ¢ outras em formag¢fo o que ndo ocorreu nos
tratamentos com plantas pouco desenvolvidas.

A parte aérea das plantas foi separada das
rafzes, lavada, scca a 65°C ¢ depois pesada. Foi
também moida para determinagfio do nitrogénio
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total, a qual foi feita segundo metodologia reco-
mendada por Bataglia & Cols. (1). Das raizes des-
tacaram-se os nddulos para contagem, secagem ¢
pesagem. A partir das quantidades de nitrogénio
total contidas na parte aérea, calculou-se a eficién-
cia relativa (ER) de cada estirpe, sendo essa o
porcentual de N, fixado em relagio ao controle
que recebeu nitrogénio mineral (ER =N, fixado/N
mineral) x 100.

Os resultados foram analisados estatistica-
mente segundo um esquema inteiramente casuali-
zado, utilizando-se o teste de Tukey para compa-
racdo das médias dos tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 13 estirpes de Bradyrhizobium utilizadas,
apenas 10 formaram nddulos no amendoim (Tabe-
la 1). As SMS-129, SMS-424, SMS-633 ¢ SMS-
519 ndo nodularam as plantas. E interessante ob-
servar que dessas 4 estirpes, as 3 primeiras foram
isoladas do género Crotalaria e a SMS-519 do
préprio amendoim, Esses resultados, nio podem
ser conclusivos, mas estdo de acordo com aqueles
de Burton (2), Giardini & col.(4) e Lopes & col.
(5) que observaram especificidade hospedeira nes-
sa leguminosa.

TABELA 1 - Peso e niimero de nédulos e quantidade de nitro-
génio fixado por unidade de massa nodular, em amendoim cv.
Poitara, cultivado em vasos de Leonard, com solugfio nutritiva
sem nitrogénio e colhido aos 50 dias do plantio. Médias de 5
repetigdes.

Tratamento Nédulos* mg N/Mg de
mg/planta  n%planta Nédulo/planta
SMS -129 0,0 0,0 —
SMS -319 11,7 14,5 0,16
SMS - 400 13,8 14,3 1,24
SMS - 424 0,0 0,0 —
SMS - 437 9.9 32 0,19
SMS - 438 14,0 11,8 1,35
SMS - 484 221 11,1 0,36
SMS -519 0,0 0,0 —
SMS - 527 16,7 28,6 0,69
SMS - 528 19,2 15,1 0,70
SMS - 561 19,7 17.3 0,42
SMS - 567 16,8 14,6 1,10
SMS - 633 0,0 0,0 —
SMS - 729 19,6 16,9 0,59
DMS (Tukey 0,05) 9.5 9,7 0,30

* Dados transformados para andlise e expressos em ¥X + 1
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TABELA 2 - Produgio de matéria seca, nitrogénio total na parte
aérea e eficiéncia rclativa, observados em amendoim cv. Poitara,
cultivados em vasos de Leonard, com solugiio nutritiva sem ni-

trogénio e colhido aos 50 dias do plantio. Médias de 5 repetigdes.

Tratamento Mat. Seca Nitrog. Total R
g/planta mg/planta %
SMS - 129 09 134 —
SMS - 319 16 253 134
SMS - 400 86 2914 152,0
SMS - 424 17 228 —
SMS - 437 16 243 12,8
SMS - 438 83 264,6 138,7
SMS - 484 63 1672 86,4
SMS - 519 18 2571 —
SMS - 527 6,1 192,7 98,2
SMS - 528 11 198,5 1043
SMS - 561 36 712 45,7
SMS - 567 78 2637 137,7
SMS - 633 14 21,1 —
SMS - 729 83 2369 1235
Controle 16 21,0 —
Contr. + Nitr. 83 1746 —
DMS (Tukey 0,05) 23 89,11 60,2

Das estirpes que nodularam o amendoim, apre-
sentaram alto potencial de fixagdo de N2 a SMS-
438, a SMS-527, SMS-567 e SMS-729, que se mos-
traram tdo eficientes quanto a SMS-400. Esse fato
est4 claramente mostrado na Tabela 2, onde s¢ ob-
serva maiores quantidades de matéria seca e nitrogé-
nio total nos tratamentos em que foram inoculadas
essas estirpes, e tendo também maiores eficiéncias
relativas em relagfio as outras estirpes. Consideran-
do a eficiéncia relativa, essas estirpes mostraram-se
em média em torno de 37% mais eficientes que 0
tratamento com nitrogénio. Até aos 50 dias da inocu-
lagdio, época em que sc¢ deu a colheita, dos 275,0 mg
de nitrogénio adicionados, no tratamento controle as
plantas tinham absorvido 174,6 mg do elemento, ou
seja, 0 equivalente a 63,0% do total.

Outro critério que pode ser utilizado para ava-
liar a eficiéncia de estirpes é a quantidade de N, fi-
xada por unidade de massa nodular (8) (Tabela 1).

Esse modo de avaliagio pode ser até mais ri-
goroso, pois estirpes que ndo diferiram quanto a
produgio de matéria seca, diferiram nas quanti-
dades de nitrogénio fixado por mg de nédulos pro-
duzido (Tabela 1). Também esse parAmetro mos-
trqu alta correlagfo com a eficiéncia relativa (r =
0,90) e com a quantidade de matéria seca produzi-
da (r = 0,79). O coeficiente de determinagfio mos-
trou que 81% da variagdo da eficiéncia relativa e
62% da variagdio da matéria seca, estd estreita-
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mente relacionada com a variagfo da quantidade
de N, fixada/unidade de massa nodular. O ndmero
de nédulos ¢ o peso total dos mesmos ndo se cor-
relacionaram com a eficiéneia relativa, matéria
seca e nilrogénio total na parte aérea.

A SMS-319 ¢ a SMS-561 foram considera-
das altamente eficientes em amendoim cv Tatu
(4). Os resultados obtidos neste experimento
com essas estirpes as quais foram tdo inefi-
cientes quanto o controle,podem indicar uma
alteragio genética em relagfio a original, uma
vez que neste trabalho empregou-se uma subcul-
tura. Pode também tratar-se de preferéncia por
cultivar, pois foram eficientes na cv. Tatu ¢ no
ensaio utilizou-se a cv. Poitara.

Em nossas condi¢Bes tem-se estudado mito
pouco a simbiose Bradyrhizobium-amendoim e 08
poucos trabalhos existentes mostram ser essa legu-
minosa mais especifica do que se pensa ou que a
nodulagio abundante observada em nossas con-
di¢oes de campo se deve a um populagdo de Bra-
dyrhizobium sp. espalhada em nossos solos. O fato
de SMS-519 ndo ter formado nddulos e ter sido
isolada de amendoim pode sugerir especificidade a
nivel de cultivar ou a influéncia de algum fator néo
controlado no presente experimento. Essa especi-
ficidade pode ser considerada a nivel de eficiéncia
quando a planta é muito promiscua sendo relatados
cultivares e tipos botanicos mais eficientes (10,11).

Esscs autores sugerem que a especificidade
hospedeira deve ser considerada em estudos de
selecdo, pois se ndo se manifesta a nivel de infec-
tividade, ocorre através da maior capacidade fixa-
dora entre estirpes/cultivares.

CONCLUSOES

1. As estirpes SMS-438, SMS-527, SMS-567
e SMS-729, além da SMS-400 mostraram alta efi-
ciéncia em fixar N,.

2.As estirpes SMS-319 e SMS-561 se mostra-
ram ineficientes quanto a fixagfo do N,, podendo
tratar-se de alteragdes genéticas no microrganismo
em relagdo 2 cultura original ou a preferéncia por
outras cultivares.

3. O amendoim apresentou nas condi¢des do
ensaio certa especificidade hospedeira, que deve
ser estudada com mais detalhes.
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SUMMARY

Efficiency of Bradyrhizobium sp.
strains on nitrogen fixation in peanut
(Arachis hypogae A, L.)

Thirtheen strains of Bradyrhizobium spp. Iso-
lated from peanut (Arachis hypogaea. L.) crotalar-
ia (C.junceae, C. paulina e Crotalaria sp) and sira-
tro (Macroptilium atropurpureum) were evaluated
concerning nitrogen fixation, in peanut cv. Poitara.
The experiment was carried out in the greenhouse
in Leonard jars filled out with sand plus nitrogen-
free nutrient solution. Before planting peanut seeds
were surface sterilized in sodium hypochlorite so-
lution for 2 minutes. Each pot received 1,0 ml of a
broth having a cell population of 108 cells/ml. Two
controls without inoculation, one without and oth-
er with combined nitrogen were mantained. The
combined nitrogen was added weekly as 0,18M
NH4 NO3 solution so that each control plant re-
ceived 275mg of this nutrient. The experiment has
complete randomized statiscal design with 5 repli-
cations. Plants were harvested at 60 days after
planting. Shoots and roots were separated and
washed. Shoots were oven dried at 65°C to con-
stant weight. From root, nodules were exceeded,
washed, oven dried at 65°C, counted and wighted.
Samples of shoot tissue were digested using the
Kjeldahl method and analyzed for total N. The ef-
ficiency of nitrogen fixation was evaluted by shoot
dry weight, nodule number and weight, total shoot
nitrogen, relative efficiency and mg of fixed nitro-
gen/mg of nodules and compared to the SMS-400
strains which is one of the most important strain
for these Ieguminous. The significance of differ-
ences among means of treatments was calculated
by analysis of variance and Tukey test at 0,05 of
probability. Among all the strains studied, four
showed high potential of nitrogen fixation, two
presented intermediate efficacy and three were
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completely inefficient. Four strains were not capa-
ble of nodule formation in peanut, suggesting that
the leguminous plant presents host specificity un-
der controled conditions.

Key Words: peanut; Bradyrhizobium sp, nitrogen
fixation.
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RESUMO

Cepa termorresistente de Staphylococcus aureus foi submetida a tratamentos
térmicos, utilizando-se o método do frasco, na faixa de temperaturas de 60°C a 66°C,
em leite de soja puro e em leite de soja acrescido de chocolate, agiicar, levedura ¢
carbonato de calcio. Determinaram-se os tempos de redugdo decimal (valores D) e as
resisténcias relativas (valores z). Para leite de soja puro € acrescido de ingredientes, 0s
valores D a 60°C foram, respectivamente, 307 e 792 segundos, enquanio que 0S
valores z foram 7,42°C e 7,51°C. Os valores D da cepa de S. aureus em leite de soja
acrescido de ingredientes foram, em média, o dobro daqueles obtidos em leite de soja
puro. O acréscimo de ingredientes proporcionou efeito protetor contra a lesdo térmica

RESISTENCIA TERMICA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EM LEITE DE SOJA

de S. aureus, conferindo maior termorresisténcia.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, termorresisiéncia, leite de soja.

INTRODUCAO

Mais de 50% da populagio humana ¢é portado-
ra de S. aureus, microrganismo largamente dis-
tribuido na natureza e freqiientemente responséavel
por surtos de intoxicagdo alimentar. Sua presenca
em alimentos cozidos e processados ¢ considerada
indicio de higiene inadequada do manipulador, na
maior parte dos casos portador assintomatico, que
transmite as cepas através da tosse, €spirro ¢ ex-
pectoragio, contaminando mios, utensilios e equi-
pamento (Montes, 1977; Frazier & WesthofT,
1978; laria, 1978; ICMSF, 1978; Bergdoll, 1979;
1aria e cols., 1980; Banwart, 1983).

Ao atingir os alimentos, se as circunstancias
ambientais (temperatura, valor de pH, etc.) forem
favordveis, os estafilococos se multiplicam, até al-
cancar niveis de 10° células vidveis por grama,
quando ter4 inicio a formagdo de enterotoxinas, o
agente causal das gastroenterites no homem. A

manipulagfio dos alimentos em operagOes de ser-
vigos alimenticios a nivel de restaurantes comer-
ciais parece ser a maior causa dos surtos, seguida
da manipulagiio caseira (Banwart, 1983; Smith e
cols., 1983b; Vessoni Penna, 1989). As enterotoxi-
nas estafilocécicas ndio sio inativadas pelo cozi-
mento normal, pasteurizagdo ou outros tratamen-
tos térmicos usuais, permanecendo ativas mesmo
ap6s o aquecimento a 100°C durante 30 minutos
(Bergdoll, 1979).

A forma mais eficiente de se evitar as intoxi-
cagdes alimentares por estafilococos € a prevengao
higiénica e a aplicagdo de tratamentos térmicos
eficientes que inativem o microrganismo. Um tra-
tamento térmico rigoroso, entretanto, pode alterar
as propriedades organolépticas ¢ nutricionais dos
alimentos, tornando o estudo dos pardmetros de re-
sisténcia dos microrganismos ao calor de grande
interesse pratico (Lund, 1977; Bergdoll, 1979;
Mossel & Moreno Garcia, 1982).

* Dept® de Tecnologia Bioquimico-Farmac8utica da Faculdade de Ciéncias Farmac8uticas da USP — Caixa Postal 66355

— 05389 Sao Paulo, SP, Brasil
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A termorresisténcia bacteriana é influenciada
por uma sériec de fatores, dentre os quais desta-
cam-se as diferengas especificas entre células ve-
getativas e esporos, estado fisiolégico das células,
condicBes fisicas ¢ quimicas de cultivo, meio de
aquecimento, atividade de dgua ¢ outros. Basica-
mente, a destrui¢io dos microrganismos pelo calor
¢ devida a alteragfio dos lipideos celulares, 2 des-
naturagio protéica e especialmente 2 inativagiio
dos sistemas enzimdticos, necessirios ao metabo-
lismo celular (Frazier & Westhoff, 1978; Olson &
Nottingham, 1980; Mossel & Moreno Garcia,
1982). Vdrias sfio as metodologias existentes para
a determinagfo da resisténcia microbiana ao calor,
dentre as quais 0 método do frasco, que mostrou
ser conveniente na determinacfio da resisténcia tér-
mica de células vegetativas a temperaturas infe-
riores a 100°C (Stumbo, 1973).

A resisténcia térmica de S. aureus foi estuda-
da por diversos autores, sob vérias condigdes, po-
rém nfio hé dados precisos sobre sua sobrevivéncia
no extrato hidrossolivel de grios de soja. Os re-
sultados  disponiveis apresentam grandes varia-
¢Oes, dependendo das cepas e das condigtes de
tratamento. A interferéncia dos constituintes de
um alimento na resisténcia térmica de S. aureus é
de fundamental importincia. Certos alimentos
contendo determinados solutos, devem receber
tratamento térmico especial, com a finalidade de
eliminar células vegetativas, que, quando apenas
injuriadas, podem se recuperar, multiplicar-se ¢
produzir toxinas (Smith e cols., 1982).

Devido a habilidade de crescimento e produgio
de toxinas, em grande variedade de alimentos, cm
diversas condigdes de armazenamento, por apresen-
larem termorresisténcia no leite, maior que aquela
observada para cepas de Salmonella enteritidis so-
IOUpO senftenberg e por outros microrganismos pa-
tog€nicos de importancia na pasteurizagio do leite
de vaca, §. aureus merece destaque especial no con-
texto sécio-econdmico ¢ na escolha do par tempo-
temperatura de pasteurizagfo (Stumbo, 1973).

O presente trabalho teve como objetivo 0 es-
tudo comparativo da resisténcia térmica de cepa
de §. aureus em leite de soja puro ¢ em leite de
soja acrescido de ingredientes, para posterior apli-
cagfo dos resultados em escala semi-industrial.

MATERIAL E METODOS
Leite de soja

O leite de soja foi obtido através de processo
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mecinico de extragiio dos componentes hidros-
soldveis dos graos de soja, na proporgdo de 2 kg
para 16 littos de 4gua conforme fluxograma em
anexo. O liquido foi distribuido em aliquotas de
500 ml e autoclavado a 121°C durante 15 minutos.

Fluxograma do processamento do leite de soja.

Pesagem dos grios
de soja

Lavagem dos grios de
soja em dgua corrente

Maceragfo a frio
(4°C/12horas)

Pré-aquecimento
(95°C/5min)

Trituragdo com

recirculagiio
Centrifugacio/ Residuo
Filtragio Solido

Leite de soja

Tratamento térmico

Pré-resfriamento (45°C)

Resfriamento (10°C)

|

Coleta
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Leite de soja com ingredientes

O leite de soja com ingredientes € caracteriza-
do pelo leite de soja puro, acrescido das seguintes
substancias:

Levedura de cerveja em po.......ovevene. 1,5%
Carbonato de CalCiO...ivvirvreesenieesennes 1,0%
Chocolate em po

AGUCAT wvvuvrerereressermnamsiesnsnrsessssnsissseres

Os ingredientes foram acrescentados ao leite
de soja em condigdes assépticas e homogenciza-
dos por agitagio magnética durante 30 minutos,
em banho de gelo, imediatamente antes do uso.

Microrganismo

A cepa de S. aureus utilizada no presente estu-
do foi isolada de amostra de leite de vaca pasteuri-
zado, com teor de gordura 3,2% m/v. A cepa reve-
lou ser produtora das enzimas catalase e coagulase
¢ de enterotoxina E, apresentando sensibilidade aos
tipos de fago do grupo II: 3A e 3C de origem huma-
na e 116 de origem bovina (Vessoni Penna, 1985).
O in6culo utilizado nos tratamentos térmicos foi
obtido por suspensdo da cultura de 48 horas, desen-
volvida na superficie inclinada de 7 ml de Agar
para Métodos Padronizados (BIOBRAS), em 2 mi
de leite de soja. Foram utilizadas culturas de 20 tu-
bos de ensaio, para se obter um volume total de 40
ml de suspensdo, com populagdo inicial média de
107 Unidades Formadoras de Colonias por milili-
tro. A suspensdo foi homogeneizada por agitagdo
magnética a 1060 rpm, durante 60 minutos, 2 tem-
peratura de (4 £ 1)°C.

Tratamento térmico da cepa de S. aureus

Os pardmetros de resisténcia térmica da cepa
de S. aureus veiculada no leite de soja foram de-
terminados, utilizando-se o método do frasco de 3
bocas (Stumbo, 1973).

Aliquota de 500 ml de leite de soja foi trans-
ferida assepticamente para um baldo de 3 bocas
estéril, de 1000 mi de capacidade, provido de 100
g de pérolas de vidro. A extrcmidade de um ter-
mopar foi introduzida em uma das aberturas do
frasco, para o registro da temperatura no interior
do liquido. A abertura central foi utilizada para a
introdugdo da haste do agitador mecanico, ¢ a ter-
ceira abertura foi reservada para inoculacio da
suspensdo de células de S. aureus e rctirada das
amostras. O conjunto foi mergulhado em banho
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de 4gua termostaticamente controlado a tempera-
tura de tratamento ¢ o conielido permaneceu sob
agitagio constante até atingir equilibrio térmico
com a 4gua do banho. Para caracterizar o teste de
esterilidade, foi retirada uma aliquota de 5 ml do
meio de aquecimento e imediatamente resfriada
em banho de 4gua e gelo. Mantendo o meio sob
agitacio constante, inoculou-se 5 ml da suspensdo
de células de S. aureus, ¢ o crondmetro foi acio-
nado. A intervalos de tempo regulares, 5 ml do
meio de aquecimento foram retirados e imediata-
mente transferidos para tubos de ensaio estéreis,
previamente resfriados, e levados ao banho de
agua e gelo, sendo agitados manualmente durante
20 segundos. As temperaturas de tratamento fo-
ram de 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, 65°C ¢
66°C, ¢ 0s tempos de tratamento variaram de zero
a 1096 segundos.

A viabilidade das células de S. aureus sobre-
viventes aos tratamentos térmicos foi determinada
pelo método padrio de contagem em placas, por
semeadura em profundidade (Agar para Métodos
Padronizados*- BIOBRAS). As placas foram incu-
badas 2 temperatura de (33 + 1)°C durante (48 =
2) horas. Nas placas que apresentaram de 10 a 300
colonias, as Unidades Formadoras de Coldnias
foram contadas. Os niimeros de sobreviventes, em
fungdo dos tempos de tratamento, forneceram os
tempos de redugfio decimal (valores D) da cepa de
S. aureus, para cada temperatura de tratamento,
calculados pelo método da regressdo linear, atra-
vés dos minimos quadrados.

Os parAmetros de resisténcia térmica da cepa
de S. aureus em leite de soja acrescido de ingre-
dientes foram determinados utilizando-se 0 mes-
mo procedimento descrito acima, substituindo-se o
leite de soja pelo leite de soja com ingredientes.

RESULTADOS

As Figuras 1 e 2 representam graficamente 08
dados com os quais foram calculados os valores da
Tabela 1, para o leite de soja puro e para 0 acresci-
do de ingredicntes, respectivamente, as temperatu-
ras de 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, 65°C ¢ 66°C.

A Tabela 1 apresenta os tempos de redugfo
decimal (valores D) da cepa de S. aureus, as tem-
peraturas de 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, 65°C
e 66°C, veiculada em leite de soja puro ¢ em leite
de soja acrescido de ingredientes.

Na Figura 3 estfio representados graficamente
os valores da resisténcia relativa do microrganis-
mo (valores z), calculados a partir dos logaritmos
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TABELA 1 ~ Tempos de Redugio Decimal (D) da cepa de S.
aureus as temperaturas 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, 65°C e
66°C, em leite de soja puro e no acrescido de ingredientes.

Log N

©

Temperatura Valores D (s)
°r (°C)
Leite de soja Leite de soja

; puro com ingredientes

60 307 792
) 61 198 483
sl 62 126 454

63 113 300
. e 64 94 253

65 70 125

66 37 135

619C

Log &

0 ) fl i L h L L L
0 137 274 4N 548 685 822 959 1096 Tempo 6(s)

FIGURA 1 - Curva de sobreviventes e parmetros de resistén-
cia térmica da cepa de S. aureus em leite de soja puro, as tem-
peraturas de 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, 65°C ¢ 66°C.

tog N

©

1 L L . "

" 2
60 61 62 63 64 65 66 T(°C)

FFIGURA 3 - Curvas de resisténcia relativa (z) da cepa de S. au-
reus, em leite de soja puro (o) e em leite de soja com ingre-
dientes ().

dos tempos de redugfio decimal em fungdo das
temperaturas de tratamento, utilizando-se o méto-

0

0 137 274 4;! 548 685 822 959 1096 Tempo® (s) ~ M A vy
FIGURA 2  Curva de sobrevivent imetros do rostosd do da regressdo linear, através dos minimos qua-
¢ - a ae sopbreviventes ¢ paramcetros ae resisten- 3 3
cia térmica da cepa de S. aureus em leite de soja com ingre- drados. Os V.a lores .Z pare} 0 leite de Soja p ur'o ©
dientes, s temperaturas de 60°C, 61°C, 62°C, 63°C, 64°C, para o acrescido de ingredientes foram, respectiva-
65°C, e 66°C. mente, 7,42°C e 7,51°C.
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DISCUSSAO

A destruigfio térmica da cepa de S. aureus nos
dois meios de aquecimento demonstrou obedecer
cinética de reagdo de 1% ordem, apresentando-se
claramente exponencial, em ambos 0s €asos, sen-
do os coeficientes de correlagio superiores a 0,90
(Figuras 1 ¢ 2).

A determinagio dos pardmetros de termorre-
sisténcia de forma precisa depende do aquecimen-
to instantineo das células, assim como de sua dis-
ribuicio  homogénea ¢  individualizada. A
utilizagfo do método do frasco proporcionou aquc-
cimento instantinco das células inoculadas no
meio teste. Embora a espécie S. aureus apresente
tendéncia de formar aglomerados celulares, a sua
ocorréneia & rara em meios s6lidos. O cultivo de S.
aureus em meios flufdos, ricos em nutrientes, in-
duz a formagio de grumos, que s¢ nio forem des-
feitos, podem levar a formag@o de um patamar ini-
cial na curva de sobreviventes (Vessoni Penna,
1985). No presente trabalho, a utilizagdo de sus-
pensdes provenientes de culturas de S. aureus em
meios sélidos, devidamente submetidas a agitagéo
magnética, proporcionou elevada precisdo nos
tracados das curvas de sobreviventes.

A temperatura e o tempo de incubagfio utiliza-
dosparaocultivodacepade S. aureus tiveram como
finalidade a obtencdo de nimero elevado de clulas,
em fase estaciondria de desenvolvimento, quando a
termorresisténcia bacteriana é mais elevada.

A comparagdo dos resultados da Tabela 1 in-
dica aumento considerdvel nos tempos de redugio
decimal da cepa de S. aureus submetida a trata-
mento térmico em leite de soja com ingredientes,
sugerindo um efeito protetor contra os danos letais
do calor, exercido pelos ingredientes acrescenta-
dos. Os tempos de redugdo decimal observados no
tratamento térmico do leite de soja com ingre-
dientes foram maiores que o dobro dos valores D
obtidos para o leite de soja puro.

Em solugdio tampdo fosfato pH 7,0 acepade S.
aureus apresentou valores Dy de 246 segundos e
D50 de 24 segundos e valor z de 5,00°C (Machosh-
vili, 1990). Stiles (1965) estudou a termorresisténcia
decepa 196 E de S. aureus em lcite desengordurado,
com valor de pH 6,5 e obteve ziguala 7,2°C ¢ Dgyoc
de 203,21 segundos; em solugdio tampdo com va-
lores de pH 4,5, 5,5, 6,5 ¢ 7,5 para os quais foram ob-
tidos os valores z de 10,11°C, 9,61°C, 9,11°C ¢
8,24°C, respectivamente, os tempos de redugdo de-
cimal correspondentes foram de 37,57 segundos,
51,33 segundos, 89,23 segundos ¢ 39,01 segundos a
temperatura de 62°C.
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O acréscimo de solutos a0 meio de aqueci-
mento interfere de maneira diversa na resisténcia
térmica dos microrganismos. Em pesquisas reali-
zadas por Calhoun & Frazier (1966), observou-se
que o ajuste do meio de aquecimento a atividade
de 4gua 0,950, através da adi¢do de cloreto de
s6dio, proporcionou elevada protegdo a cepa 196
E de S. aureus contra a destrui¢do térmica. Por
outro lado, o uso da glicose para o ajuste do meio
de aquecimento & mesma atividade de dgua, acele-
rou a destruicdio térmica da cepa testada.

Ng (1982) sugeriu que o cloreto de sédio in-
duz a plasmolise da célula bacteriana e a con-
seqiiente desidratagfio reduz a atividade de 4gua
interna, levando 2 estabilizagfo das macromolécu-
las contra os efeitos subletais do calor.

Sais e agiicares t&m sido utilizados na estabili-
zagdo das protefnas na sua conformagfo nativa, e
no caso de microrganismos, um sitio potencial de
estabilizagfio para os solutos protetores ¢ a mem-
brana celular (Arakawa & Timasheff, 1982).

A célula de S. aureus injuriada pelo calor
perde alguns componentes citoplasméticos, em
conseqiiéncia de danos na sua membrana. Estes
componentes sdo representados pelos lipideos, fos-
folipideos, aminodcidos, sais de sddio, potassio e
magnésio e outros componentes ndo-identificados
que sio absorvidos nos comprimentos de onda de
260 a 280 nm. A adigfo de 5% de cloreto de sédio
ou de 34% de sacarose ao meio de aquecimento,
protege a célula contra a perda destes compo-
nentes (Smith e cols., 1982).

Considerando que as membranas das bactérias
Gram-positivas consistem de proteinas e lipideos
na proporgio de 4:1 (Haard, 1972), os agticares ¢
os glic6is agem como protetores das proteinas da
membrana, contra a desnaturagfio térmica, impe-
dindo assim a perda de macromoléculas intracelu-
lares essenciais (Smith e cols., 1983a).

Os valores z da cepa de S. aureus nos dois
meios de aquecimento apresentaram-se proximos,
indicando resisténcias relativas semelhantes, ape-
sar da variagfo na constituigdo do meio (Figura 3).

Os valores D e z obtidos para o leite de soja
puro ¢ para o acrescido de ingredientes, consti-
tucm a base dos célculos de processamento térmi-
co utilizado na pasteuriza¢iio dos dois meios, du-
rante produgio em mini-usina de produtos
hidrossoldveis. .

“Concluindo podemos afirmar que: - Os ingre-
dientes (Ievedura, chocolate, agticar e carbonato de
célcio), acrescentados ao leite de soja puro, exer-
ceram efeito protetor na cepa de S. aureus, frente
aos danos letais do calor;
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- Os valores dos tempos de reducdo decimal
da cepa de S. aureus em leite de soja acrescido de
ingredientes foram, em média, o dobro dos valores
obtidos em leite de soja puro;

- A resisténcia relativa (z) da cepa de S. au-
reus nos dois meios de aquecimento nfio apresen-
tou diferenca significativa.
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SUMMARY

Heat resistance parameters of
Staphylococcus aureus in soybean milk and
soybean milk with additives.

Heat resistance parameters have been
determined for an enterotoxin E productive strain
of Staphylococcus aureus in soybean milk and
soybean milk added with calcium carbonate, yeast,
chocolate and sugar, by determining the D and z
values, using the flask method. The mean D values
were obtained from the survivor curves and the
mean z values, from the thermal death time curves.
For the range between 60°C and 66°C, the culture
studied showed mean D ¢, values of 307 seconds
and 792; mean z values of 7,42°C and 7,51°C,
respectively in soybean milk and in added soybean
milk with ingredients. The addition of those ones to
the soybean milk exhibited protective effect on the
strain studied against thermal destruction, dubling
the decimal reduction times,

Key words: Staphylococcus aureus, heat resis-
tance, soybean milk.
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PRESERVACAO DE MICRORGANISMOS: REVISAO

Carmem Paiva Costa*
Maria Candida Ferreira*

RESUMO

Neste trabalho sio abordados os principais métodos de preservagiio, como:
sub-cultura, secagem ou desidratagdo, congelamento ¢ liofilizag#o.

Palavras-chave: preservagfio, microrganismos

A preocupagfio com a manutengdo de culturas
vidveis iniciou-se simutaneamente a descoberta dos
meios artificiais de cultivo, pois a disponibilidade de
microrganismos sempre foi considerada essencial
ao desenvolvimento da Microbiologia, quer no setor
industrial, académico ou cientifico-tecnolégico
(30). O reconhecimento dessa necessidade e o de-
senvolvimento das técnicas de conservagiio deram
origem 4 formagiio de Colegdes de Culturas (52),
hoje existentes por todo o mundo (56), oferecendo
um ntimero diversificado de servigos (33, 35,39).

Os métodos de preservagiio tém como objetivo
manter completa viabilidade € estabilidade dos or-
ganismos. Para obter este estado, livre de variactes
morfo-fisiolGgicas, por longo tempo, € necessario a
paralizagfio ou retardamento do metabolismo celu-
lar (29). Para tal, indmeros processos [isicos sdo
utilizados e, na realidade, constituem-se¢ nos méto-
dos de conservagdo, ou seja, a sub-cultura ou re-
pique sucessivo ou transferéncia seriada; a secagem
ou desidratacdo; o congelamento e a liofilizagfo.

A selegdo desses métodos tem como {finali-
dade maximizar os seus resultados, isto €, produzir
maior indice de sobrevivéncia e estabilidade dos
microrganismos, sempre considerando-se que to-
das essas técnicas apresentam caracteristicas que
devem ser associadas aos espécimes, uma vez que
os microrganismos difcrem na tolerincia frente
aos vérios processos de conservagio (30).

Sub-cultura

O método consiste na inoculagio do micror-
ganismo em meio adequado, na incubagfo para
obtengiio de crescimento ¢ na estocagem sob deter-
minadas condi¢des, com repeti¢do deste processo
para meio "fresco” em intervalos de tempos (40).

O intervalo de tempo entre as sub-culturas va-
riard com o microrganismo e t&s pardmetros de-
vem ser levados em consideragdo (65). Primeiro
deve-se dar preferéncia ao meio minimo, porque
proporciona baixo metabolismo e, assim, prolonga
o intervalo entre as transferéncias (26). Deve-se
também evitar excesso de carboidratos que possam
ser metabolizados, produzindo 4cidos que pode-
riam inviabilizar a cultura. Alguns microrganis-
mos, enlretanto, requerem meios complexos de
crescimento, como por exemplo os do género Neis-
seria, Leptospira, Kloechera, Hanseniaspora; sen-
do exigida uma maior freqiiéncia nas transferén-
cias como resultado do crescimento acelerado e
acimulo de produtos indescjdveis (40). Segundo,
pode-se utlizar temperatura ambiente na incu-
bagfio, porém ¢ necessario a monitorizago ¢ cuida-
dos para evitar a desidratagfio. E possivel também
armazenar em refrigerador (5 4 8°C), o quc confere
redugfio do metabolismo, € aumenta o intervalo en-
tre os repiques (40). E por dlimo, o tempo de
transferéncia deve ser estabelecido de acordo com

* Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro,

Rio de Janciro - Caixa Postal 68040 - Brasil.
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as condi¢Bes Otimas e tempo maximo de sobrevi-
véncia para as difcrentes cepas microbianas (5).

E um método vantajoso pelo baixo custo, pclo
uso de técnicas simples, por nio requerer reati-
vagdio, pela auséncia de estresse celular e por niio
exigir equipamentos sofisticados. Entretanto, ¢é
desvantajoso devido as possiveis trocas, a um
maior risco de contaminacfo, a perdas de carac-
teristicas genéticas, a requisi¢iio de maior espaco
fisico, por ser incoveniente para postagem e traba-
lhoso, se o microrganismo necessitar repiques em
curto espago de tempo.

O método de sub-cultura pode, ainda, ser utili-
zado na forma de Agar sob éleo mineral (cerca de
2 cm acima do ponto mais alto do dgar inclinado)
durante a estocagem. Isso reduz a disponibilidade
de ar, diminui o metabolismo celular e a desidra-
tacdo (26). O método é utilizado principalmente
para fungos.

Outra varia¢io do método constitui-se no cha-
mado Blocos de dgar em dgua, que utiliza o
inéculo do microrganismo por superposi¢io, em
dgar apropriado, que apds crescimento vigoroso
deve ser cortado em blocos e alguns cubos transfc-
ridos assepticamente para tubos contendo dgua es-
téril e assim estocados. Sua aplicacfio estd restrita
a microrganismos que tenham grande aderéncia ao
agar, como fungos e algumas leveduras (47, 18).

Por ultimo, Agua destilada esiéril, onde se de-
posita a massa celular para estocagem. Tem sido
proposto, com sucesso, para bactérias fito-
patégenas (36, 47), esporos do género Bacillus
(44) e virus da hepatite ¢ poliovirus (15).

Secagem ou desidratacio

A maioria das células vivas possui 80% de
dgua, ¢ esta fasc liquida ¢ cssencial para a ativi-
dade bioldgica. O metabolismo celular é franca-
mente reduzido quando sc restringe a atividade da
dgua (40, 64, 68).

Esta técnica é recomendada para fungos e
bactérias esporulantas, que sfio mais resistentes &
dessecacio (56, 61).

Varias matrizes podem ser empregadas, ¢ den-
tre elas, as mais comuns sdo areia, solo ou silica
gel. Faz-se a suspensdo do microrganismo cm
dgua estéril, quando a matriz for solo ou arcia ¢ em
leite desnatado gelado a 5%, quando for silica. Ino-
cula-se na matriz ¢ deixa-se sccar A temperatura
ambiente por alguns dias. Quando secos (grinulos

* At = Valor de abaixamento de temperatura/minuto
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soltos), veda-se o frasco firmemente e estoca-se.
Para rcativaciio, alguns granulos sio inoculados di-
retamente sobre 0 meio indicado (29). Pode-se em-
pregar também contas de porcelana ¢ fibra de
quartzo, aplicando-se a mesma metodologia.

Tiras ou discos de papel sdo utilizaveis tam-
bém como matrizes. Recomenda-se papel de filtro,
Whatman n? 4, previamente cortado e autoclavado
em papel de aluminio, onde inocula-se a sus-
pensdo microbina, que em dessecador, por algu-
mas semanas, a 4°C é desidratada. Apds esse
periodo, o material é sclado ¢ armazenado em re-
cipientes secos. Para reativagio, uma tira ou disco
é retirado, assepticamente, ¢ inoculado em meio
adequado (5, 7). .

Pode-se ainda preparar pastilhas de amido, pep-
tona ou dextrana, onde inocula-se volume da sus-
pensdo celular, As pastilhas sfio secas ¢ armazenadas
sob vacuo. Preserva-se, com succsso, bactérias que
nio sobrevivem satisfatoriamente a liofilizagio,
como Neisseria gonorrhoeae ¢ Vibrio cholerae (4).

Outro suporte utilizado € o disco de gelatina.
Prepara-se uma suspensiio microbiana em meio de
gelatina nutriente, distribui-se gotas dessa sus-
pensdio, em placas de Petri estéreis, que sdo leva-
das a secar. Os discos obtidos sfio armazenados
em recipientes contendo silica gel ou pentoxido de
fésforo (66).

O método ¢ extremamente simples, eco-
ndmico, ndo demanda aparclhos sofisticados, faci-
lita o trabalho de postagem de grande niimero de
culturas e apresenta baixo risco de contaminacfo.
Entretanto, a defini¢fio da viabilidade microbiana,
nesta técnica, por longo tempo, ainda requer uma
andlise sistemdtica, sendo mais indicado para gru-
pos particulares de microrganismos.

Congelamento

O congclamento das amostras microbianas ¢
estocagem a baixas temperaturas permitem um blo-
queio seguro no metabolismo celular (26). Porém, o
congelamento ¢ descongelamento acarretam danos
celulares, que se manifestam por varios niveis de al-
teragGes (46, 51, 53). Esta crio-injuria pode ser re-
sultante de choque térmico (9, 62); do efeito na con-
centracdio do soluto intra ¢ extra-celular (34, 17); da
desidratagfio (57); da formaciio de gelo interno (23,
51); da recristalizagiio do gelo interno (23) e for-
magfio de um volume minimo da célula (43, 54).

O congelamento pode ser praticado em
freczer ( At* = 1°C), com gelo seco (At=7°C) e
em Nitrogénio liquido ( At = 200°C) ¢ a estoca-
gem pode variar de -20 a -196°C.
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A estocagem a -70°C tem sido utilizada com
sucesso para diferentes microrganismos (48), como
bactérias (24), micoplasmas, fungos, protozodrios,
bacteri6fagos. Entretanto a estocagem a temperatu-
ras acima de -30°C deve ser empregada com caute-
la, pois favorecem a formagio de mistura eutética,
expondo a célula a altas concentragdes de sais.

A crio-preservagiio, em Nitrogénio liquido
(-196°C) ou Nitrogénio em fase de vapor (-150°C)
é universalmente aplicado aos fungos (34), bacte-
riofagos (21), virus (31), algas (45), protozodrios
(45), leveduras (72), células de mamiferos (45),
células vegetais (11), bactérias, inclusive as fasti-
diosas (22, 28, 60). Temperaturas ultra baixas in-
duzem 2 formagfio de frente de cristalizago, que
rapidamente atravessa a zona de eutexia, evitando
assim a desidratagfio (51).

Para prote¢fio dos microrganismos utilizam-se
agentes crio-protetores, como o glicerol a 10%, o
dimetilsulféxido (DMSOQO) a 5 %; lcite desnatado a
10%, inositol e sacarose (3, 19, 51, 55).

Deve-se respeitar, também, fatores como a ve-
locidade de descongelamento, condi¢des de cresci-
mento, idade do cultivo, etc. (10, 27, 58).

E um método rdpido, ficil, ndo demanda
manipulagdo durante a estocagem e ndo requer
grande espago. A estocagem quando feita em Ni-
trogénio liquido permite manter por longo tempo a
viabilidade e é til para microrganismos mais fas-
tidiosos. No entanto, o seu custo ¢ clevado, além
de exigir cuidados com o suprimento de Nitrogé-
nio, sendo limitado quanto 2 distribui¢do. O Nitro-
génio liquido exige suprimento continuo e apre-
senta riscos de explosao.

Liofilizagao

Consiste na remogao do vapor d'dgua direta-
mente de amostras congeladas ¢ continuada seca-
gem sob vécuo, até produgfio de material estdvel
(70). E considerado um dos mais efetivos métodos
de preservagfio para a maioria dos microrganismos
1, 6, 12, 41, 59, 67), sendo, esniretanto, menos
aplicdvel para algas e inadequado para proto-
zodrios (52).

Dentre as vdrias manifestactes do dano celu-
lar, causado por esse processo, incluem-se as alte-
ragOes na permeabilidade da membrana celular, o
aumento da sensibilidade para alguns agentes sele-
tivos, o aumento da fase lag de crescimento e a ne-
cessidade de incremento nutricional (32).

Seu processamento é aparcntemente simples,
porém sdo muitos os fatores que interferem na téc-
nica em si (14).
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Para preparar a suspensdo microbiana, deve-
se utilizar culturas no final da fase logaritmica e
no inicio da estaciondria, que correspondem ao
mdximo de crescimento e estabilidade (8, 9). Mui-
to embora alguns microrganismos, como o Rhizo-
bium melilot, apresentem melhor - sobrevivéncia
quando liofilizados na fase logaritmica (2).

Deve ser levado em consideragfio o incremen-
to no congelamento, uma vez que, realizado lenta-
mente leva 3 formagio de poucos cristais de gelo
com grandes dimensoes, enquanto o congelamento
ripido forma intimeros cristais de pequenos ta-
manhos. No se pode esquecer, entretanto, que
ocorre maior desidratagfio quando o decréscimo da
temperatura € feito lentamente (23, 54).

E importante que haja uma alta concentragdo
celular vidvel na ampola antes da liofilizacéo, pois
uma relativa perda de viabilidade pode ocorrer no
processo, apesar destes mesmos microrganismos
servirem de prote¢do aos que permanccerem
vidveis (16, 42).

Além dos agentes crio-protetores citados no
método de congelamento, muitos outros so indi-
cados com sucesso, como o etileno glicol, o mel, o
sangue, rafinose, etc. (14, 38, 49, 50). '

A umidaderesidual também deve serlevadaem
consideracdo. Tanto a insuficiente secagem, como 0
excesso de absor¢do da umidade, causa rédpido de-
créscimo da viabilidade. Este conteiido 6timo varia-
14 com a composic¢io da suspensfo celular, com a
atmosfera de estocagem, com a espécie e com 0 es-
tado fisioldgico do microrganismo (13,73, 74).

A aimosfera de exposi¢do do liofilo também
influencia na viabilidade da amostra estocada por
este método. As ampolas devem ser scladas sob
vdcuo, para evitar a agfio deletéria do oxigénio
molecular e a influéncia negativa de radicais livres
(37,72, 73).

Deve-se dar preferneia a estocagem a baixas
temperaturas ¢ sempre na auséncia de luz, para se
evitar a quebra da estabilidade do liéfilo (20).

Por tltimo, o teor nutricional, a osmolaridade e
a temperatura do fluido de reconstitui¢io sdo decisi-
vos na recuperagfio da injuria celular (20,69, 71).

A liofilizagdo apresenta a vantagem de per-
milir a estocagem por longo tempo, possui menor
risco de contaminagfio ¢ ndo requerer manipulagfo
adicional. Por outro lado, demanda um alto custo e
possui pontos criticos jd4 enunciados anteriomente.

Uma variagfio destc método, denominada
"L-drying", consistc na secagem sem congela-
mento, ¢ € utilizado, para microrganismos que
nfo resistem A sublimagdo (25,40, 63).

Assim, conhecendo-se os diferentes métodos de
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preservagfo, seus fundamentos ¢ implicagdes, deve-
se avaliar os resultados de cada processo em relagfio
aos diferentes microrganismos e sua viabilidade eco-
nomica, a fim de optarmos por técnicas que nos pro-
porcionem &xito prolongado nas conservagoes.

SUMMARY
Preservation of microrganisms: a review.

The development of conservation methods
drived the establishment of all culture collections,
since organisms, maintaining viable and stable are
important instruments (o academic and industrial
area. Many physical process can be done for that
conservation and the selection of them has the aim
to produce better rates of surviving and stability.

Among them, the sub-culture is composed by
inoculation, incubation and storage, with repeli-
tion of this process at time intervals. It is one ad-
vantageous methodology by small costs and sim-
ple technology. On the other hands, it is possible,
during manipulation, changes and contaminations
and it is inconvenient for mailing,

The dehydration is recomended to microrgan-
isms as fungi, spore forming bacteria. The micro-
bial suspension is allowed to settle down over var-
ious matrices, such as silica, soil, paper, etc. After
dehydration they are storaged in bottles containing
dessicants as silica gel or phosphorus pentoxide.

This is a simple and economic method and it
can be used in distribuition by mailing, in spite of
being not known the viability that mcthod offers.

The freezing allows the blockage of celular me-
tabolism. However, as the celular demage occurs
with frequency, cryoprotectants agents must be
used such as glycerol, dimethyl sulphoxide, skim
milk, sucrose, etc. This freczing can be done in
freeze, dry ice and also in liquid nitrogen. It is rapid,
easy and it docs not demand manipulations, al-
though itis expensive and impossible to distribute.

The lyophilization associates the dchydration
to the freeze act. It is considered one of the most
effective method of preservation for the majority
of microrganisms, with exception for algas and
protozoa. Many parameters must be considered (o
the success of the methodology bacterial suspen-
sion, the cooling velocities, cryoprotectants, hu-
midity, recovery medium, etc. It is an advanta-
geous method because permits long term storage
and by small risk of contamination. However it is
an expensive method.

Since many preservation methods are availa-
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ble the choose must be criterious to the success on
the conservation.
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"IN VITRO" SUSCEPTIBILITY TO IMIPENEM OF ACTINOBACILLUS
(HAEMOPHILUS) ACTINOMYCETEMCOMITANS STRAINS ISOLATED IN BRAZIL.

Mario Julio Avila-Campos 1,

Maria Auxiliadora Roque de Carvalho 1,
Norma Liicia Santos Raymundo 1,

Luiz de Macédo Farias 1,

Carlos Américo Veiga Damasceno 1,
Eduardo Osoério Cisalpino 1.

SHORT COMMUNICATION

SUMMARY

Imipenem is a beta-lactam antibiotic, a potent new carbapenem with broad
antibacterial spectrum. The resistance level to imipenem of human and non-human
oral strains of Actinobacillus actinomycetemcomitans was determined by using an agar
dilution method. All the 31 tested strains showed "in vitro" susceptibilities ranging
from 0.125 to 1 ug/ml. 90% of the human strains showed MICs values twofold higher

than those showed by the non-human
imipenem, new beta-lactam antibiotic, ag

ones. This study confirms the activity of
ainst penicillin-resistant microorganisms.

Key Words: Actinobacillus (Haemophilus) actinomycetemcomitans, Imipenem, MIC.

Imipenem (N-formimidoyl thicnamycin) is a
beta-lactam antibiotic produced by fermentation
for the Streptomyces cattleya (Kahan, J.S. & Col,,
J. Antibiot. 32:1-13, 1979). It is a member of a
new class of antibiotics, the carbapenems. Imipe-
nem shows a potent antimicrobial "in vitro" activi-
ty against a variety of Gram-positive and Gram-
negative aerobic and anaerobic pathogenic micro-
organisms (Kroop, H. & Col., Antimicrob. Agents
Chemother. 17:993-1000, 1980), and it has been
used in some countries in the therapy of infectious
diseases since the beginning of the 80s. Only re-
cently, the antimicrobial was introduced in our
country and there have been published very few
data on microbial susceptibility of bacteria isolat-
ed in Brazil (Godoy, C.V.F. & Col., Rev. Inst.
Med. Trop. 31:169-176, 1989).

Actinobacillus actinomycetemcomitans is a
Gram-negative microaerophilic or facultative bac-

1. Laboratério de Microbiologia Oral e Anacrébios, Dept

terium, usually recovered in anaerobic conditions
(Slots, 1., J. Clin. Microbiol. 15:606-609, 1982;
Farias, LM. & Col., Rev. Microbiol. 17:296-306,
1986; Avila-Campos, M.J. & Col., Rev. Lat-amer.
Microbiol. 30:301-305, 1988). It is a indigenous
microorganism to the human oral cavity that has
been associated with different clinical pictures of
mixed oral anaerobic infections known as perio-
dontal discases, particularly those from children
and young adults (Slots, J., Reynolds, H.S. & Gen-
co, RJ. Infect. Immun. 29:1013-1020, 1980;
Preus, H.R. & Olsen, 1., J. Periodontol. Res.
23:68-71, 1988). It has also been linked to differ-
ent pathological pictures, such as endocarditis and
cercbral abscess (Hofstad, T. & Stallemo, A,
Scand. J. Infect. Dis. 13:78-79, 1981), and it has
been recovered from some experimental animals,
including rodents and non-human primates (Mac-
, Donald, J.B., Socransky, S. & Sawyer, S., Arch.

o. de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade

Federal de Minas Gerais, CP. 2486, CEP 30.161, Belo Horizonte, MG., Brazil.
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Oral Biol. 1:1-7, 1959; Taichman, N.S. & Col., J.
Periodontal Res. 19:133-145, 1984).

A. actinomycetemcomitans produces scveral
enzymes and toxic substances, including a potent
leukotoxin, besides an endotoxic cellular compo-
nent (Slots, J. & Genco, R.J., J. Den. Res. 63:412-
421, 1984). A relationship between virulent strains
and the presence of lisogenic phages has been sug-
gested (Preus, H.R., Olsen, I. & Gjermo, P., Acta
Odontol. Scand. 45:49-54, 1987).

On the other hand, this microorganism shows
resistance to penicillin (Slots, J., Rosling, B.G. &
Genco, RJ., J. Periodontol. 45:193-196, 1983;
Avila-Campos, M. J. & Col., Rev. Lat-amer. Mi-
crobiol., 30:307-311, 1988), usually considered as
drug of choice for oral pathologies.

This study was carried out to examine the "in
vitro" susceptibility of A. actinomycetemcomitans
strains isolated from human and Callithrix penicil-
lata marmoset oral microbiota.

26 strains of A. actinomycetemcomitans iso-
fated from patients with localized juvenile period-
ontitis aged between 15 and 30 years from perio-
dontal clinics of Universidade Federal de Minas
Gerais, and five strains of dental plaque of Callith-
rix penicillata marmoset, maintained in captivity
in the animal house of ICB/UFMG, were (ested in
this study.

The strains were isolated by using selective
tryptic soy-serum-bacitracin-vancomycin agar me-
dium (TSBV), pH 7.2 (Slots, 1., J. Clin. Microbiol.
15:606-609, 1982), incubated anaerobically in jars
containing a gas mixture (90%- N,/10%CO,) at
37°C for 72 h, identified as A. actinomycetem-
comitans by their cultural and cellular morpholog-
ic characteristics and by biochemical tests (Hof-
stad, T. & Stallemo, A., J. Infect. Dis. 13:78-79,
1981; Farias, L. M. & Col., Rev. Microbiol.
17:296-306, 1986; Avila-Campos, M.J. & Col.,
Rev. Lat-amer. Microbiol. 30:301-305, 1988). The
strains werc maintained on brain-hcart-infusion
blood agar and stored in freczer at -70°C.,

The resistance level to imipenem was deter-
mined by using an agar dilution method in glass
Petri dishes. The culture medium used was that de-
scribed by Wilkins & Chalgren (Wilkins, T.D. &
Chalgren, S., Antimicrob. Agents Chemother. 10:
926-928, 1976), at pH 7.2, prepared 2-4 h before
performing the tests. Stock solutions of imipenem
(Merck Sharp & Dohme Research Laboratorics)
were preparcd in 10 mM of buffer phosphate pH
7.0, and subscquently diluted in destilled water.
Stock solutions were prepared just before used,
and stored in the dark, at 4°C,
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Inoculum was prepared in brain-heart-
infusion broth using a density of 107 cell/ml (Avi-
la-Campos, M.J. & Col., Rev. Microbiol. 19:56-
59, 1988). The Wilkins & Chalgren plates were in-
oculated with a steers replicator (Steers, E., Foltz,
E.L. & Graves, B.S., Antimicrob. Chemother.
9:307-311, 1959) which delivered a final inocu-
lum of approximately 10* cell/spot, and incubated
in microacrophilic conditions (Candle jars) at
37°C for 48 h. The inoculum size was verified by
plating serial dilutions of the inoculum and per-
forming colony counts. After the incubation peri-
od, the minimal inhibitory concentration (MIC)
for each tested strain was recorded as the lowest
concentration of the agent that prevented macro-
scopic growth, Reference strain A. actinomycetem-
comitans ATCC 29522 was included in the tests

Table 1 shows the "in vitro” activity of imipe-
nem against human (26) and non-human (5) oral
strains of A. actinomycetemcomitans. All the 31

TABLE 1- "In vitro" activity of imipenem' againstA. actinomy-
cetemcomitans strains isolated from human and fromC. penicil-
lata marmoset oral cativities.

Tested Strains MIC (ug/ml)
(N9 Range 50% 90%
Human (26) 0.125-1 05 05
0.125-0.25 0.125 0.25

Marmoset (5)

! Breakpoint to imipenem, 16 ug/ml.
MIC for A. actinomycetemcomitans ATCC 29522, 0.5 ug/ml.

tested strains showed "in vitro" susceptibilities
ranging from 0.125 to1 ug/ml.

These data clearly confirm the broad antibacte-
rial spectrum of this new drug, compared with other
beta-lactam antibiotics (Kroop, H. & Col., Antimi-
crob. Agents Chemother. 17: 912-917,1980).

90% of the animal strains showed MIC values
twofold lower than those showed by the human
strains. No resistant strain was observed.

Imipenem and meropenem, new carbapenems
antibiotics, have substantial "in vitro" activity
against aerobic and anaerobic common bacterial
pathogens as shown by worldwide "in vitro" sus-
ceptibility studies (Kroop, H. & Col., Antimicrob.
Agents Chemother. 17:993-1000, 1980; Shungu,
DL. & Col., J. Clin. Microbiol. 23:421-424,
1986), including strains carrying resistance mark-
ers (o beta-lactam antibiotics. It is a highly active
drug against Enterobacteriaceae, the nonferment-
ing Gram-negative bacilli (except for Pseudomo-



Avila-Campos, M. J. et al.

nas maltophilia), Gram-positive cocci and coccob-
acilli (Kesado, T., Hashizume, T. & Asahi, Y., An-
timicrob. Agents Chemother. 17:912-917, 1980),
and species of B. fragilis group (Cuchural, GJ. Jr.,
Malamy, M.H, & Tally, F.P., Antimicrob. Agents
Chemother. 30:645-648, 1986).

The activity of imipenem, against penicillin-
resistant microorganisms could be used as an op-
tion in the therapeutic of the infectious discase
produced by A. actinomycetemcomitans.

This information on the susceptibility profile
of microorganisms that have great importance in
the human and animal pathology is important for a
rational therapeutic but, at the same time, the seri-
ous risk, inherent to the existence of a complex in-
digenous flora, must be observed. As a potent
broad spectrum antibacterial agent, imipenem
could drastically interfere in the equilibrium of the
resident microbiota, with obvious consequences.
So, despite the clinical efficacy of this singular
new antimicrobial, one must be very careful in
prescribing this drug, that should be uscd only for
treating serious bacterial infections.

The seclection of multiple resistant strains of
Gram-negative anphibiotic resident anacrobic rods
that arc more frequently isolated from endogenous
infections is increasing worldwide. On the other
hand, the "in vivo" and "in vitro" inter and intra-
bacterial species transfer of drug resistant markers in
also mentioned in the literature. Unfortunately, it is
most probable that imipenem will not be an excep-
tion for resistant strains have been reported (Shungu,

D.L.&Col., J.Clin.Microbiol. 23:421-424,1986).

Considering that there is almost a complete
lack of information concerning the susceptibilities
to imipenem of human or animal bacterial strains
recovered from normal or pathological conditions
in Brazil, other studics are necessary.
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RESUMO

Susceptibilidade "in vitro" ao Imipenem de
cepas de Actinobacillus (Haemophilus)
actinomycetemcomitans, isoladas no Brasil.

O imipenem é um antibiético beta-lactdmico,
carbapenémico novo ¢ com amplo espectro anti-
bacteriano. O nivel de resisténcia de cepas orais
humanas e nfio-humanas de A. actinomycetemco-
mitans, para o imipenem, foi determinado pelo
método de diluigfio em dgar. Todas as 31 cepas
testadas apresentaram uma faixa de susceptibili-
dade "in vitro” de 0.125 para 1 ug/ml. 90% das ce-
pas humanas apresentaram valores das CIMs duas
vezes maiores que aqueles apresentados pelas ce-
pas ndo-humanas. Este estudo confirma a boa
atividade do imipenem, novo antibibtico beta-
lactAmico, contra microrganismos penicilina-
resistentes.

Palavras-chave: Actinobacillus (Haemophilus)
actinomycelemcomitans, Imipenem, CIM.
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MYCOLOGICAL EVALUATION OF FILTRATED JUICE OF
AGAVE SISALANA PERRINE'S LEAFE

Maria de Fatima Costa Pires*
Adhemar Purchio*

SHORT COMMUNICATION

SUMMARY

As verified by Salomdo and Purchio in 1982, the filtrated juice of Agave
sisalana’s leaf contains a compound capable of inhibiting Aspergillus flavus and
Asper gillus parasiticus growth and in sub-inhibitory concentrations can interfere in
aflatoxin’s synthesis. Following this strategy of research, the inhibitory activity in corn
samples contamined by these toxigenic fungi was investigates. Specific testing was
performed with three strains per specie of A. parasiticus, A. flavus and Aspergillus sp,
in order to demonstrate the efficiency of the process. The corn samples, sterilized by
ethylene oxide, were transferred to Erlenmeyer flasks, where they were damped with
juice and contaminated by the toxigenic fungi. Growth inhibiton was observed and the
possible use of Agave sisalana’s filtrated juice for this purpose could be demonstrated.
Toxicological evaluation, performed on laboratory animals, took place during these

experiments.

Key Words: Agave sisalana juice, aflatoxin synthesis.

Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus,
indigenous food contaminants, are aflatoxin pro-
ducers. These are highly toxic substances which
exhibit several pharmacological properties and also
carcinogenic, mutagenic and teratogenic effects.

When these microorganisms are absent in ce-
reals, that should not lead to the statement that the
mycotoxin is also absent, specially when preserva-
tion or industrialization procedores which could
eliminate the agent without affecting the toxic me-
tabolit are used. On the other hand, mycotoxins
may not be present in cereals which are visibly
contaminated by fungi, since not all of the strains
of Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus
are mycotoxin producers (Purchio, A. et al, Inter-
national Simposium on Mycotoxin and Phycotox-

ins, S. Vicna 1982, p. 105-10 and Castrillén, A.L.
Doctor Thesis, 1984, 147p. Institute of Biomedical
Science, S@o Paulo University) or the ideal envi-
ronmental conditions temperature, moisture, etc.
for the production of those toxic metabolits may
not be present. In relation to the limiting factors
over Allatoxin production, it is known that certain
elements such as iron, zinc, manganese and cadmi-
um are absolutely necessary for the synthesis of
aflatoxin in contraposition to the presence of bari-
um, which inhibits it (Surayarayana, R.A.O., K. &
Tulpule, P.G., Nature 214, 738-9, 1967). Some
compounds, such as ethanol at 2% and thiamine
(Bassapa, S.C. et al. J.Exp. Biol., 5: 262-3, 1967)
stimulate the production of these toxins while oth-
ers increase its toxigenicity, as in the case of sele-
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Av. Prof. Lineu Prestes, 1374 — CEP 05508 - Sdo Faulo
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nium in concentrations higher than 4ppm. (M.E.
Coates, Personal Communication, coates, MLE.).
The influence of the laboratory animals' diet on
experimental results (Lab. animal studies in the
quest to health and knowledge, Nov. 18-21, 1986)
should be taken into consideration. The adminis-
tration of contaminated ration for poultry has been
one of the most important factors in what to eco-
nomical damages and animal health lately. The
mycotoxicoses are frequently detected in animals,
since their rations are commoly made of grains
which were rejected for human consume due to
the presence of mites.

As a consequence of the increased importance
of human and animal food's contamination prob-
lem, experimental rescarchs appeared in order to
perform the inactivation of mycotoxin in the these
materials (Dollear, F.G. et al, Fourth National Per-
arnut Rescarch Conferences, Tifton, G.a., July 14-
14, 1986 and Ciegler, A. et al. App. Microbiol.,
14: 934-9, 1966 and also to inhibit their produc-
tion and for this chemical or microbiological
methods were used.

Preservation is without doubt the best method
to control the occurrence of mycotoxin in food,
but in spite of all efforts, some times contamina-
tion in unavoidable.

Of all compounds studied, ammonia was the
one which showed the most promising results,
even when used in its anidra form or in the hy-
droxide form (Dollear, F.G. et al, Fourth National
Perarnut Research Conference, Tifton, G.a., July
14-15, 1966). Nevertheless, in some cases the am-
monia procedure is insatisfatory due to its high
cost, toxigenicity and also to the changes on its or-
gano characteristics.

In the microbiological method, the Flavobac-
terium auratiacum bacteria removed aflatoxin
from solutions (Ciegler, A, et al. App. Microbiol.,
14: 934-9, 1966). As exposed, there is a considera-
ble interest in discovering substances which might
be employed on a larger scale for the prevention
or elimination of contamination by aflatoxin pro-
ducers or as an alternative, compounds which act
as blockers of the synthesis of this mycotoxin. Un-
til now, besides ammonia there is no known com-
pound which [its the basic requirements with low
cost of extraction and no toxigenicity. Based on
this premise, Salomdo, R.C. et al. Rev. Microbiol.,
13: 394-401, 1982, after studying scveral parts of
medicinal plants, observed that the filtrate juice of
Agave sisalana’s leaf contains compound with a
strong inhibiting effect over the growth of A. fla-
vus and A. parasiticus and, in sub-inhibitory dos-
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es, over the production of aflatoxins.

Following this line of research, the present
study was conducted in order to verify the protect-
ing effect in "in natura” corn grains samples, of
Agave sisalana’s leaf contaminated with toxigenic
fungi (A. flavus and A. parasiticus).

The corn samples were obtained in local mar-
kets, in the form of grains and tests for the detec-
tion and isolation of toxigenic fungi and aflatoxins
were performed. For the isolation of toxigenic fun-
gi, 1g of milled corn was homogenized with 10ml
of sterile saline for 10 minutes and the mixture left
was quiet for 30 minutes. 0.1ml of the suspension
were transferred to the surface of Petri plates con-
taining Sabouraud-dextrose agar 100pg/ml of
Chloranfenicol. The plates were observed after in-
cubation at 25°C for 7 days. The analytical
scheme for the detection of aflatoxin B 1 and G 1
followed the National Monitoring Program and
Mycotoxin Control regulation (PCM — Mycotox-
ines), Sdo Paulo, based in the Jones, B.D. ~ Meth-
ods of aflatoxins analysis. London, Tropical Prod-
ucts Institute, 1972, 58p.

After these tests, the samples were kept in
closed envelopes of manila paper with 10g of corn
cach and sterilized in ethilene oxide autoclave
(Carbetil-ethilenc oxide 30% and CO,, 70%).

Three strains of A. flavus (ICB-137, NRRL-
3517 and NRRL 3357), three of A. parasiticus
(ICB 136, NRRL 3145 and NRRL 2999) and three
of Aspergillus sp (7c, MT 106 and MT 125) isolat-
ed in the Mycology Section of ICB-USP were u-
sed. These strains were tested in order to check
their toxigenicity according to the norms of the na-
tional monitoring program and control (PCM-
Mycotoxin).

The A. sisalana juice was obtained by press-
ing the plant's leaf, which resulted in about 500ml
of suspension. This suspension was of a dark
green color, having an acrid smell and a pH
around 4.5. After it was left quict for 15 hours,
two different phases were obtained; one with high-
er density which revealed a mud — like sediment
and which was discharged, and another, the super-
natant, which was preserved for study. At the mo-
ment of its use, the juice was filtered in cotton and
rept under refrigeration in order to avoid intense
fermentation which normally occurs and conse-
quently degradates the compounds present.

In order to investigate if the Agave sisalana’s
leaf juice had a fungic or fungistatic effect, the in-
oculum of test tubes in which there was no growth
were transferred to test tubes containing Sabou-
raud-dextrose agar with 100pg/ml of chloranfeni-
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col and incubated at 25°C for seven days. Had
there been growth in the test tubes, the compound
did have just a fungistatic effect; otherwise it did
have a fungicide effect, (Salomdo, R.C. et al, Rev.
Microbiol., 13: 394-401, 1982).

The sterile corn samples were transferred to
sterile Erlenmeyer flasks, maintained under refrig-
eration for three and later contaminated with
spores suspension from test tubes graded three in
the MacFarland scale of the samples.

For cach tested fungus added filtrated juice of
the Agave sisalana’s leaf, a control with damped
corn and the suspension of the same fungus was
used. All tests were performed in duplicates.

After seven days of incubation at 25°C, the
flasks were observed for the presence or not of
growth, If it was negative, the inoculum was taken
away, according to what was described in the pre-
vious item. Afterwards it was reincubated for ten
days more when aflatoxin could be detected.

The corn samples used in our study were not
for sure contaminated by toxigenic fungi or by af-
latoxin. The same samples treated with the filtrated
juice of Agave sisalana were not colonized by the
toxigenic fungi being studied, which was the oppo-
site of what happened with the control.

The fact that this finding were confirmed for
all strains of A. flavus, A. parasiticus and Aspergil-
lus sp researched so that the studied juice had a
fungicide activity over all samples, was remarka-
ble. Due to this proprierty, there was no production
of aflatoxin under these conditions.

Corn was the substrate chosen for the experi-
ment since it contains a region sensitive for the sct-
tlement of fungic spores. Furthermore, like it hap-
pens with peanut, it is a substrate favorable to the
production of aflatoxin.

The activity of the filtrated juice of A. sisala-
na's leaf was first observed in studics performed by
Salomo, R. C. ¢t al. Rev. Microbiol., 13: 394-401,
1982.

Some of the biological propertics of parts of
the Agave sisalana plant have been known for a
long time. Pio Correa, M. Diciondrio de plantas
uteis do Brasil, Ministério da Agricultura, Inddstria
¢ Comérceio, Rio de Janeiro, v. 1, p. 34-6, 1926, ob-
served that the juice of some species of Agave had
an insecticide activity, and that this plant’s root has
antisyphyllitic activities.

Simons, J.N. et al. Phytopathology, 53: 677-83,
1963, found anti-virus components in the Jjuice of
Agave sisalana’s leaf, which can be separated in a
celulose ionic exchange, column but this fraction
has not been identified util present.
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The activities of filtrated juice A. sisalana’s
leaf over toxigenic Aspergillus can be either fungi-
cide or fungistatic depending on the samples, but
always exhibiting an inhibitory activity over this
fungic growth.

In relation to the activity of the filtrated juice
of Agave sisalana’s lcaf over the production of af-
latoxins, Salomdo, R.C. et al. Rev. Microbiol., 13:
394-401, 1982 obscrved that in sub-inhibitory dos-
es the filtrated juice did not enable the production
of mycotoxin by the A. parasiticus strain (ICB-
136). The same fact was not observed in relation
to A. flavus (ICB-137) as there was a production
of 77% of B, aflatoxin in relation to the controls.

The isolated extracts of the corn cultures ini-
tially protected by the filtrated juice and then con-
taminated with the fungus showed that A. parasiti-
cus NRRL-2999 and A. Flavus NRRL-3517 had
the respective aflatoxin degraded by the filtrated
Juice of Agave sisalana in relation to the control.
The bi-dimensional chromatography of these ex-
tracts showed fluorescent spots whose RF differed
of those presented by the standard.

The aflatoxin molecule can be degraded by six
differcnt ways in liver Patterson, D.S. et al. Rev.
Vet. Sci., 11: 399, 1970). 'In vitro', a possible path-
way is based on the fact that the aflatoxins B, and
G, contain a double bond which is quickly attacked
by oxidant and reducing agents. The mechanism by
which the compounds present in the Agave sisalana
leaf's filirated juice have activity by degrading or in-
hibiting the action of aflatoxin in cultures of A. fla-
vus and A. parasiticus is not known.

In studies performed by Keide Uyikawa, (per-
sonal communication), it was verified that some of
this isolated compounds belong to the group of
glycosides having as a base hecogeni.

Lajolo, F.M. Rev. Fac. Farm. Bioguim. Univ.
de Sdo Paulo, 5:373-81, 1967, analyzing some
components of the mineral fraction of Agave sisa-
lana leaf's juice, obtained iron (116, 8mg/100g)
and manganese (126.3mg/100g), compounds
which arc essential for aflatoxin's synthesis, and
also much calcium (1.35mg/100g), besides phos-
phorus (260.7ml/100g), sodium (51.5mg/100g)
and potassium (109.8mg/100g).

According to Dollear, F.G. ct al. Fourth Na-
tional Perarnut Research Conference Tifton, G.a.
July, 14-15, 1966, the calcium hydroxide is a mod-
erately efficient compound in what refers to the
degradation of the aflatoxin. :

We believe that the use of the filtrated juice as
a protector of corn is an effective measure against
aflatoxin. This probably happens because the juice
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may have mentioned besides the its particular acid-
ity (pH 4.5), compounds with synergistic effect
upon the degradation or inhibition of allatoxin. On
the other hand, the presence of the filtrated juice in
corn results in darkening due to its greenish color
and;-being-extremely-acid;-it provokes "burnings"
in the film which protects the com. Though, these
aspects do not make the idea of using the filtrated
juice of Agave sisalana’s leaf for this purpose in-
feasible, since the ration is a mixture of milled
grains and its darkening would not provoke its re-
jection by the animals but for a smell idiosyncrasy.

RESUMO

Utilizag¢io do suco filtrado da
folha de Agave sisalana para inibiciio do
crescimento de fungos toxigénicos.

Conforme observado por Saloméo e Purchio,
1982, o suco filtrado da folha de Agave sisalana
apresenta substiincia inibitéria do crescimento de
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Aspergillus flavus ¢ Aspergillus parasiticus ¢ em
doses subnibitérias interfere na sintese de aflatoxi-
nas. Seguindo esta linha de pesquisa, verificou-se
esta atividade inibitéria em amostras de milho
contaminadas pclos fungos toxigénicos citados.
Realizou-se testes demonstrando a eficiéncia dessa
atividade em 3 amostras de A. parasiticus, 3 de A.
flavus e 3 dc Aspergillus sp. Esterilizou-se as
amostras de milho por 6xido de etileno sendo pos-
teriormente colocadas em Erlenmeyer. As amos-
tras foram umidecidas com suco ¢ contaminadas
por fungos toxigénicos. Evidenciou-se inibi¢do de
crescimento nos experimentos realizados, demons-
trando-se, assim, a possibilidade do emprego do
suco filtrado de A. sisalana para tal finalidade.
Foram realizadas avaliagGes toxicol6gicas do suco
para animais de laboratdrio.

Palavras-chave: Agave sisalana, suco das

folhas, biossintese de aflatoxina.
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