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influéncia da idade

e origem da colonia,

na proporgéo de conidios
binucleados em Aspergillus niger*

|.R. Baracho
& Wilma Rose Coelho

Resumo

Delineamento experimental envolvendo linhagens de Aspergillus niger mostrou que a idade
da colénia ndo afeta as proporgdes de conidios binucleados. Contudo, em culturas mono-
conidiosporicas a proporggo é afetada, fendmeno interpretado como uma conseqtiéncia da
condigdio heterocariética das linhagens.

Summary

Influence of age and origin of the colony in the proportion of binucleate conidia in Asper-
gillus niger

Experimental design involving strains of Aspergillus niger showed that age of the colony
does not affect proportion of binucleate conidia. However, in monoconidiospore cuitures
the proportion is affected, a phenomenon interpreted as a consequence of the heterokar-

yotic condition of the strains.

Introdugdo

Yuill (8) revelou que os conidios de Aspergil-
lus niger van Tieghem eram uninucleados. Pos-
teriormente, Chang & col. (1) demonstraram
que as proporcdes de conidios binucleados
eram de 60-65%, em trés linhagens haploides,
e de 87-92%, em duas dipldides. O estudo de
34 linhagens da mesma espécie (I.R. Baracho e
W. R. Coelho, dados n3o publicados) reveiou
grande variag8o na proporc¢&o de conidios binu-
cleados, em que nenhuma apresentou 100% de
uninucleados.

A producdo de conidios binucleados parece
ser importante caracteristica em A. niger. Co-
mo os conidios podem ser heterocarioéticos (1),
o fendmeno pode ter conseqiiéncias em estu-
dos genéticos do fungo ou em seu melhora-
mento, para producdo industrial. A instabilida-
de na producdo industrial poderia ser, em al-
guns casos, consequiéncia de heterocariose.

Na producdo de conidios binucleados, por A.
niger, ha fatores genéticos e ambientais a se-
rem investigados. Neste trabalho, procurou-se
verificar influéncia da idade e origem da
colénia, na producdo de conidios binucleados.

Material e Métodos

Com o emprego do meio de cultura Czapek-
Dox com 1% de glicose (p/v) e 2% de agar, fo-
ram estudadas quatro linhagens de Aspergillus
niger, do laboratério de Genética de Microrga-
nismos da UNICAMP. As culturas foram manti-
das a 5°C, em meio inclinado, e purificadas a
cada seis meses.

As linhagens utilizadas foram 70v70, 12v27,
14v12 e 34v06, que provieram de indlstrias on-
de teriam sido utilizadas para produc¢do de 4ci-
do citrico. Sua classificaco, como Aspergillus
niger, foi baseada em Raper & Fennell (6).

* Trabalho realizado com auxilio da FAPESP e do CNPgq; Departamento de Genética e Evolucao, Universidade Estadual de

Campinas, 13100 Campinas SP Brasil.
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Preparacdo de ldminas — A colorac3o dos nu-
cleos dos conidios foi feita por técnica modifi-
cada de Robinow & Caten (7).

O fungo é inoculado no centro de placa de
Petri, com 20ml de meio de cultura e colocado
em estufa, a 28°C. Depois que a colénia
cresce, um pedaco, juntamente com meio de
cultura, é retirado e comprimido levemente so-
bre a laminula, de tal modo que nela ficassem
conidios desagregados. Sobre a laminula
coloca-se uma gota de solucdo de albumina a
5%, espalhada juntamente com os conidios.
Depois de seca, a laminula é colocada em solu-
¢do fixadora de &lcool, acido acético e acido I4-
tico (6:1:1), durante 10 minutos. Depois da fi-
xacdo, passa-se por série de alcool 95%, 70% e
50% e, finalmente, 4gua destilada. Em seguida,
faz-se hidrélise a frio durante cinco minutos e a
60°C durante seis minutos, com HCJ 1N. Apods
a hidrdlise, a laminula é lavada cinco vezes em
tampéo fosfato pH 6.8, sendo posteriormente
corada com Giemsa, de 10 a 15 minutos.

Depois de corada, a laminula & colocada so-
bre uma lamina, com tamp3o fosfato pH 6.8, e
examinada ao microscépio, onde cerca de 300
conidios sdo contados.

Resultados e Discussio

A analise da influéncia da idade da colénia,
na proporgéo de conidios binucleados, foi feita
com a linhagem 70v10, purificada a partir de
culturas monoconidiospéricas. Em seguida, fo-
ram reisoladas quatro outras coldnias, também
monosporicas. Cada uma das quatro coldnias
reisoladas foi inoculada no centro de placa de
Petri, com 20ml de meio de cultura e incubada
a 28°C. A partir do terceiro dia de incubac3o,
cada cultura foi examinada durante cinco dias
consecutivos. Para isso, era retirado material
da borda da colénia, com 3, 4, 5, 6 e 7 dias de
cultivo. O material era retirado, as laminas pre-
paradas, pela técnica j& descrita, e feita a con-
tagem dos conidios.

Para anélise da influéncia da origem da colo-
nia, foram utilizadas as linhagens 70v10, 12v27,
14v12 e 34v06. Quatro coldnias de cada linha-
gem foram isoladas, a partir de culturas monos-
péricas. Cada coldnia era inoculada no centro
de placa de Petri, com 20ml de meio de cultura
e incubada a 28°C. Quando atingiam trés centi-
metros de didmetro, eram analisadas da seguin-
te maneira: cada coldnia era dividida em quatro
partes, denominadas A, B, C e D e, para cada

uma, estimada a proporc¢io de conidios binu-
cleados. Para isso, cada uma das partes era
subdividida em quatro campos, sorteando-se o
campo a ser analisado. Com material do campo
sorteado, eram preparadas as laminas e feita a
contagem dos tipos de conidios, da maneira j4
descrita.

Tabela 1 — Proporgdo de conidios binucleados em quatro
colénias monospéricas da linhagem 70 v 70, em cinco dias
consecutivos

Coldnias

Idade

(dias) 1 2 3 4
3 0,4621 0.4338 0,4956 0,6748
4 0,4943 0,5572 0,4945 0,5000
5 0,4824 0,5279 0,4636 0,4736
[ 0,4835 0,4610 0,5793 0,5584
7 0,4912 0,4572 0,5268 0,5974

As proporgdes de conidios binucleados, para
quatro coldnias da linhagem 70v10, nas diver-
sas idades, em que foram estudadas, estio in-
cluidas na Tabela 1. Os dados foram normaliza-
dos, pela transformaco angulo = arc sen+/p
(3), e submetidos & anélise de variancia, cujos
resultados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Analise da variancia para os dados da Tabela 1

Causa da variagdo G.L. am F

Coldnias 3 261 0,38n.s.
Idade 4 10,21 1,54 n.s.
Residuo . 12 6,62

Total 19

n.s. — ndo significativo; G.L. — graus de liberdade; Q M —
Quadrado médio.

A anélise revela que a idade da colénia ndo
causou qualquer efeito na proporcdo de coni-
dios binucleados. No crescimento da colénia,
as propor¢Oes de conidios binucleados foram
mantidas.

As proporgdes de conidios binucleados, para
as quatro linhagens de A. niger, nas diversas
partes que foram analisadas, estdo na Tabela 3.
Os dados foram normalizados, pelo tipo de
transformacéo j4 referido e submetidos & anali-
se de varidncia. O resultado dessa analise é
apresentado na Tabela 4. _

A anélise revela o efeito de linhagem e intera-
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Tabela3 — Proporc3o de conidios binucleados em quatro colénias, de quatro linhagens de Aspergillus niger

Colénias 1 2 3 4

Partes A B c *> D A B C A B C D A B c D
‘Linhagem:

0v710 0,514 0.498 0,535 0,368 0,261 0213 0O, 184 0,158 0,500 0,479 0,469 0,486 0,458 0,466 0,362 0,463
72x27 0,484 0529 0,521 0723 0,776 0,756 0,651 0,613 0,714 0,654 0,667 0,767 0,643 0,652 0,689 0,630
74v12 0,754 0,775 0,791 0,700 0,715 0,676 0,705 0,785 0,793 0,736 0,769 0,750 0,644 0,675 0,591 0,524
34v06 0,673 0,626 0,603 0,629 0627 0418 0,425 0,258 0,619 -0,862 0,619 0,382 0,162 0,155 0,275 0,272

Tabela 4 — Andlise de variancia para os dados da Tabela 3

Causa da

variagio GL QM F n, ny
Linhagem (L) 3 1363,61 5,82* 3,07 11,24
Partes {P) 3 19,66 0,62 n.s. 9,93 15,65
Colénia {C) 3 271,62 1,30n.s. 3,4 10
L xP 9 26,72 1,57 n.s.

LxC 9 210,48 11,95**

PxC 9 11,80 0,67 n.s.

LxPxC 27 17,61

n.s. ndo significativo; * significativo a 5% de probabilidade;
**gignificativo a 1% de probabilidade; GL grau de liber-
dade; QM Quadrado médio; ny e n, Grau de liberdade (4)

3o significativa linhagem x colonia. Isto indica
que as linhagens se comportam de maneira di-
ferente, em relacdo a coldonias. Como essas co-
|dnias se originaram de um conidio, € uma indi-
cacdo de que os conidios devem ter condicdo
genética diferente.

Entretanto, o plano experimental usado ndo
permite esclarecer se, no caso, estdo envolvi-

Referéncias Bibliograficas

1. Chang L.T.C. & Tuveson, R.W. — The influence of
heterokaryotic conidia on the selective recovery of so-
matic diploids in Aspergillus niger. Mycologia,
66:67-72, 1974.

2. Dodge, B.O. — Heterokaryotic vigor in Neurospora,
Bull. Torrey Bot. Club, 69:75-91, 1942.

3. Fisher, R.A. & Yates, F. — Statistical table for biologi-
cal, agriculture and medical research, Olives and Boyd,
Ltd. England, 1943.

4. Pimental Gomes, F. — Curso de Estatistica Experimen-
tal — ESALQ. Piracicaba, SP., 1966.

dos fatores citoplasmaticos ou nucleares. Co-
mo s3o efeitos quantitativos, pressupor o en-
volvimento de fatores citoplasmaticos implica
em hip6tese mais complexa do que a de fatores
nucleares. Sabendo-se que ha conidios hetero-
caridticos em A. niger (1), é valido admitir que a
interacdo linhagem x colénia seja indicativa da
existéncia de conidios heterocarioticos, em al-
gumas linhagens estudadas. Nesse caso, algu-
mas coldnias, de certas linhagens, poderiam
apresentar maior ou menor proporcdo de coni-
dios binucleados, por terem sido originalmente
isoladas de conidios heterocariéticos. O au-

.mento na proporgdo de conidios binucleados

poderia decorrer do fendbmeno descrito como
“‘vigor heterocariético’ (2), o que ja foi consta-
tado, por exemplo, em relagdo ao tamanho do
conidio (5).

A interac3o significativa linhagem x coldnia
pode, portanto, ser interpretada como um re-
sultado das condicdes heterocarioticas de algu-
mas linhagens.

5. Prasard, |. — Genetic analysis of the coloured mutants
of Aspergillus niger. Genetica, 41:388-398, 1970. )

6. Raper, K.B. & Fennell, D.I. — The Genus Aspergiflus.
The Williams and Wilkins Co. Baltimore, 1965.

7. Robinow, C.F. & Caten, C.E. — Mitosis in Aspergillus
nidulans, J. Cell Sci., 5:403-431, 1969.

8. Yuill, E. — The number of nuclei in conidia of
Aspergilli. Trans. Brit. Mycol. Soc., 33:324-331, 1950.
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Avaliagdo de testes simplificados
para atividades uredsica e
pirazinamidasica, na
identificacdo de micobactérias*

Paulo Pinto Gontijo Filho**
& George P. Kubica***

Resumo

Foi feita a avaliagdo das modifica¢Ses introduzidas por Wayne nos testes utilizados pa-
ra definir as atividades ureésica e pirazinamidasica de micobactérias. Aproximadamente
80% (42/53) das amostras testadas, pertencem as espécies M. tuberculosis, M. bovise M.
avium-intracellulare, e com relacsio as mesmas, houve apenas duas excecdes (4,8%) no
teste pirazinamidésico e uma (2,4%) no teste ureasico. Recomenda-se a utilizagdo desses
testes em laboratérios especializados em taxonomia de micobactérias.

Summary

Evaluation of simple pyrazinamidase and urease tests for identification of mycobacteria

The simple pyrazinamidase and urease tests for routine identification of mycobacteria des-
cribed by Wayne were examined. Approximately 80% (42/53) of the strains studies belong
to M. tuberculosis, M. bovis or M. avium-intracellulare. Among these only two {4,8%) be-
haved differently in the pyrazinamidase test and one (2,4%) in the urease test. It is sugges-

ted that the technic can be applied to mycobacteria in a routine diagnostic laboratory.

introducao

A maioria das micobactérias, isoladas em labo-
ratério clinico, pode ser identificada com eleva-
do grau de seguranca, pela realizacio de pou-
cos testes bioquimicos (5, 7). No entanto, se a
identificacdo ndo for possivel, pela pequena ba-
" teria de testes, o microrganismo deve ser sub-
metido a provas adicionais.

A determinac&o da atividade amidasica é util,
na classificacdo de micobactérias (1-4), mas é
dificil de ser executada, em virtude da comple-
xidade da técnica, provavelmente, responsavel
pelos resultados conflitantes, apresentados por
diferentes laboratérios (6).

Em 1974, Wayne (6) descreveu testes simpli-
ficados para estudo das atividades ureasica e
pirazinamidasica, possiveis de serem utilizadas
em laboratérios de diagnéstico. Na presente in-

*

vestigacdo, esses.testes foram aplicados em
amostras de micobactérias, com predominan-
cia de M. tuberculosis, M. bovis e M. avium-
intracellulare.

Material e Métodos

Microrganismos — Foram utilizados 53 amos-
tras do "“Trudeau Mycobacterial Cuiture Collec-
tion, Trudeau Institute, Saranac Lake, N.Y.,
USA”, a saber: 20 de M. tuberculosis, trés de
M. bovis, oito de M. bovis (BCG), duas de M.
avium, nove de M. intracellulare, duas de M.
kansasfi, duas de M. scrofulaceum e uma de
cada das seguintes espécies: M. marinum, M.
gordonae, M. nonchromogenicum, M. fortui-
tum, M. borstelense, M. phlei e M. smegmatis.

Trabatho realizado no Trudeau Institute, Saranac Lake, N.Y., USA.

** Instituto de Microbiologia da UFRJ, ltha do Fundio, 20000 Rio de Janeiro RJ. Bolsista do- CNPq.
*** Bureau of Laboratories. Center for Disease Control. Atlanta, Ga, USA.
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Teste pirazinamidasico — dissolver 6,5g de
““Dubos Broth Base'’ (Difco) em 1.000m! de so-
lucio contendo 100mg de pirazinamida, 2g
de piruvato de s6dio e 15 g de agar. A mistura
resultante é aquecida, até fusdo do &gar, e
distribuida em volumes de bml, em tubos 16 x
125mm, com tampa de rosca. O meio é auto-
clavado a 121°C por 15 min., deixado solidificar
em posic3o vertical e semeado a partir do cres-
cimento de quatro semanas em Loewenstein-
Jensen, utilizando-se uma alca de platina con-
tendo massa de microrganismos visiveis & vista
desarmada. As culturas sdo incubadas a 37°C,
exceto M. marinum, que deve ser mantida a
32°C, e, ap6s quatro e sete dias, adiciona-se
1ml de solucdo de sulfato duplo ferroso e de
amobnio a 1%, a cada tubo, e coloca-se as cul-
turas em refrigerador, para prevenir o cresci-
mento de contaminantes porventura existentes
no reagente.

Apbs quatro horas no refrigerador (4°C), os
tubos s3o observados quanto ao aparecimento
de banda rosea, logo abaixo da superficie do
4gar, cuja visualizaco indica a presenc¢a de &ci-
do pirazindico, produto da hidrolise de pirazina-
mida.

Teste ureédsico — '‘Difco-Bacto Uréia Agar Ba-
se’’ sem agar é diluido a 1:10, em agua destila-
da estéril, e distribuido em volumes de 3mi, em
tubos 13 x 100mm, com tampa de rosca. O
in6culo é feito como no teste anterior,
suspendendo-se, na solucdo com o substrato,
e incubando-se por trés dias a 37°C. Nos testes
positivos, a coloracdo muda de amarelo para
vermelho. A amostra de M. marinum deve ser
testada a 32°C.

Nos dois testes incuba-se, simultaneamente
um tubo, nfo inoculado, como controle.

Resultados e Discussdo

Os resultados dos testes pirazinamidésico e
uredsico sdo referidos na Tabela 1. A maioria
das amostras testadas pertence as espécies M.
tuberculosis (20/53) e M. bovis (11/53). Essas
amostras apresentam atividade ureésica, mas
divergem na capacidade de hidrolisar a pirazi-
namida, sendo as de M. bovis negativas e as de
M. tuberculosis positivas (18/20).

O teste utilizando pirazinamida como subs-
trato pode ser Gtil na distincdo de espécies que
apresentam comportamento similar tais como:
M. kansasii {reacdo negativa) e M. marinum

Tabela 1 — Freqiiéncia de reagGes uredsica e pirazinamida-
sica positivas entre as diferentes espécies de micobactérias

Urease Pirazinamidase

Ne N? N°® N¢ de positivos
{cumutativo)
de em

testado positivos testado 4 dias

MICRORGANISMO

7 dias

M. tuberculosis

amostras virulentas 10 10 10 8 10

z?mostras resistentes 10 10 10 7 3

as drogas
M. bovis

amostras virulentas 2 2 2 — —

amostras resistentes 1 1 1 _ -

as drogas

amostras'de BCG 8 8 8 - -
M. avium 2 - 2 1 2
M. intracellulare 9 1 9 7 9
M. kansasii 2 2
M. marinum 1 1
M. scrofulaceum 2 2

M. gordonae
M. nonchromogenicum

R N
R
[N N

M. smegmatis 1

1 1 1
M. phlei 1 1 1 1
M. borstelense 1 1 1 - —
M. fortuitum 1 1 1 1 1
Total 53 53

(reacdo positiva em 4 dias), M. avium-
intracellulare {hidrolisa pirazinamida) e M. bovis
(ndo hidrolisa pirazinamida). Adicionalmente,
amostras de M. bovis apresentam, esporadica-
mente, teste niacinico positivo ou duvidoso e a
definicdo de atividade pirazinamidasica poderia
distinguir esses microrganismos de M. tubercu-
Josis (6).

Foi utilizada apenas uma amostra de V. Kan-
sasii e uma de M. marinum, o que dificultou a
discussio do valor do teste para distingdo des-
sas espécies. No tocante a separacdo de M. bo-
vis (reac8o negativa) de M. avium-intracellulare
e M. tuberculosis (reacdo positiva), os resulta-
dos encontrados confirmaram os dados da lite-
ratura. Foram observadas duas reacBes negati-
vas com relacdo a M. tuberculosis, com as
amostras TMC-311 (resistente a pirazinamida) e
TMC-313 (resistente ao TBl), ndo hidrolisando
a pirazinamida.

O teste ureasico permite distinguir M. scrofu-
laceumn, potencialmente patogénico para o ho-
mem, de M. gordonae, micobactéria de habito
saprofitico. A distincdo entre esses microrga-
nismos & usualmente baseada na capacidade
de hidrolisar o Tween 80, mas algumas amos-
tras de M. gordonae podem dar uma resposta
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tardia, dificultando a separac8o. Dessa forma,
o fato de M. scrofulaceum hidrolisar uréia, ao
contrério de M. gordonae, fornece o teste adi-
cional para a identificagdo desses microrganis-
mos. A determinagdio da atividade ureasica
também poderia ser (til, na separacdo entre M.
avium-intraceliulare (reac3o negativa) e M.
scrofulaceum, M. bovis e M. tuberculosis {rea-
cdo positiva).

As poucas amostras de M. scrofulaceum e
M. gordonae utilizadas comportaram-se como
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Identificacdo de
Flavobacterium meningosepticum
em casos de meningite

Paulo Fausto Cauduro®

Resumo

Foram isoladas cinco amostras de Flavobacterium meningosepticum. Duas (nrs. 1 e 5) fo-
ram tipificadas sorologicamente, como pertencentes ao tipo D e trés (nrs. 2, 3 e 4}, como
do tipo E, e todas como agentes etiologicos de meningites em prematuros e recém-
nascidos. Um esquema de diagnéstico bacteriolégico, assim como os antibiogramas res-
pectivos, s#o apresentados.

Summary

Identification of Flavobacterium meningosepticum in meningitis

Five non-epidemic cases of meningitis of newborn or premature children in Rio Grande do
Sul, due to Flavobacterium meningosepticum are related. The bacteriological characteris-
tics and susceptibility to antimicrobial agents of the locally isolated strains are presented.
The sorological studies showed two strains belonging to serotype D and the other three to

serotype E.

Introdugéo

Flavobacterium meningosepticum foi primei-
ro descrito em 1944 por Shulmann & Johnson
(13) num caso de meningite em prematuro, de-
vida a bacilo Gram-negativo proteolitico.

O microrganismo foi isolado em casos estu-
dados por Brody, Moore & King (4), em 1958, e
caracterizado por King (10}, no ano seguinte.

A partir destes trabalhos, foi cultivado em di-
versas oportunidades, em distintas areas geo-
graficas, mas sempre relacionado com menin-
gite em prematuros ou recém-nascidos.

Vandepitte, Beeckmans & Buttiaux (15) rela-
tam quatro casos isolados no Congo; Cabrera
& Davis (b} estudam 14 casos em Ceildo; Geor-
ge, Cochram & Whelleer (8) relatam 44 isola-
mentos do Flavobacterium meningosepticum
sendo 14 em meningites diagnosticadas no
Children’s Hospital, Columbus, Ohio.

No Brasil, Solé-Vernin, Ulson & Zuccolotto
(12) em S#o Paulo apresentam um caso e Ma-
druga & col. (11) no Rio de Janeiro, referem

seis casos de meningite puruienta em recém-
nascidos e um caso em adulto.

Como se trata de uma espécie bacteriana ra-
ra, no primeiro caso que nos chegou as méos,
tivemos certa dificuldade em alcancar o diag-
néstico o que nos valeu a experiéncia para os
casos subsequentes, justificando a presente
comunicacao.

Material e Métodos

Neste trabalho relatamos cinco casos de iso-
lamento de Flavobacterium meningosepticum
em meningites de recém-nascidos e prematu-

"ros admitidos no Hospital Presidente Vargas, P.
Alegre.

Todos os casos foram oriundos de outras ins-
tituicGes hospitalares, sendo um-deles do inte-
rior do estado e foram estudados no periodo de
um ano: trés amostras isoladas em setembro de
1975 e duas em agosto-setembro de 1976.

Na observacdo de caracteristicas culturais e

* Faculdade de Farmécia de UFRGS e Laboratério Weinmann; Porto Alegre, RS.
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capacidade de crescimento, foram utilizados os
meios de Agar-Sangue (Trypticase Soy Agar
BBL com 5% de sangue humano) o
”S.S.-Agar”’ e 0 meio de Mac-Conkey.

Testes bioquimicos de fermentacdio foram
realizados em meio CTA (BBL), adicionado de
1% dos diversos substratos. O estudo da ativi-
dade bioquimica complementar foi feito com o
meio de Costa & Vernin (6) para observacdes
sobre urease e acidificac8io de lactose e/ou sa-
carose, o “Phenylalanine Agar” (BBL) o “Ma-
lonale Broth Ewing Modified”” (BBL), o ““Sim-
mons citrate Agar’’ (BBL) e-0-*SIM Medium”’
(BBL), este ultimo para verificar produc3o de
H,S e indol, além de mobilidade. Esta foi ainda
comprovada por observacdo microscopica dire-
ta, entre lamina e laminula. A produgo de gés
sulfidrico foi comprovada igualmente com tiras
de papel embebidas em acetato de chumbo. O
teste da oxidase realizou-se com o emprego de
solugdo aquosa a 1% de dimetil-p-amino-
anilina mono-hidroxiclorado (Merck), segundo
descrito por Graber {9).

O estudo da sensibilidade acs antibi6tico se-
guiu o processo de Kirby & Bauer (2).

Resultados e Discussio

Do liguior n? 1, enviado ao laboratério, foi fei-
ta infcialmente coloracdo pelo método de
Gram, apods centrifugagdo, revelando numero-
sos bastonetes finos, Gram-negativos, extra e
intra-celulares, com morfologia semelhante &
de Haemophilus.

A cultura exuberante, verificada no' agar-
sangue (Trypticase Soy Agar BBL com 5% de
sangue humano), invalidou a suspeita inicial.
Repetimos o Gram do crescimento, verificando
a concordancia de morfologia com a da 1amina
original: bastonetes finos Gram-negativos.

Na hipdtese de estarmos em presenca de
germe nutritivamente exigente, efetuamos a
série bioquimica em meio CTA com os seguin-
tes carboidratos: lactose, sacarose, glicose,
manita e maltose.

Os resultados de fermentacdo e de testes
bioguimicos adicionais s&o apresentados na Ta-
bela 1; todos com leitura em 48 horas e incuba-
cdo a 37°C; em 24 horas se observa discreta
producdo de indol.

O teste de oxidase com solucdo aplicada na
superficie da placa com crescimento resultou
fortemente positivo, eliminando o germe em
estudo da familia Enterobacteriaceae.

Tabela 1 — Caracterfsticas bioquimicas de Flavobacterium
meningosepticum (amostra 1) em testes de rotina

Meio de cultura Resultado
Uréia Negativo
cv Acidific. Negativo
Indol. Positivo
SIM H,S Negativo
motilidade Negativo
Citrato Simmons Negativo
Fenilalanina Negativo
Malonato Negativo
CTA ¢/ lactose Negativo
sacarose Negativo
glicose Positivo
manita Negativo
maitose Positivo

tnvestigamos sua inclusdo no grupo de baci-
los Gram-negativos descritos por Tatum, Ewing
& Weaver (14) como ‘“Miscellaneous Gram ne-
gative bacteria”’ e por Bailey & Scott (1) como
“Microorganisms encountered in cerebrospinal
fluid”

Ambas as fontes citavam os trabalhos de
King (10) e seus colaboradores (4}, relativos a
bactérias Gram-negativas ndo classificadas e
causadoras de meningites em recém-nascidos.

Efetivamos os testes indicados por esses tra-
balhos, como seguem: crescimento em SS-
agar e MacConkey-agar, resultando, em nossa
amostra, negativos e concordando com as ob-
servacdes de Cabrera & Davis (5) e a advertén-
cia feita por Blazevic (3) “muitas, mas nem to-
das as amostras crescem em MacConkey"’.

Ainda baseados nos trabalhos de King e cola-
boradores (10,4), recorremos & prova de catala-
se e a producgdo de H,S com papel embebido
em acetato de chumbo, resultando ambas as
provas positivas.

Estdvamos, dado os resultados, em presenca
do germe descrito por King como Flavobacte-
rium meningosepticum.

A sensibilidade aos antibi6ticos forneceu os
seguintes dados: sensivel a rifocina,
rifampicina, novobiocina e &cido nalidixico:
sensibilidade intermediaria a estreptomicina e
resisténcia aos demais antibi6ticos testados (vi-
de amostra 1 na Tabela 2).

No relato de King, é observada sensibilidade
a estreptomicina; naquela oportunidade, ndo
existiam os antibioticos que encontramos como
sensiveis, mas Davis & col (7) relatam sensibili-
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Tabela 2 — Antibiograma das amostras de F. meningosep-
ticum

Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra
Antibiéticos 1 2 3 4 5
(40.747) (42.481) (42.500) (48.531) (48.874)

Eritromicina
Novobiocina
Oxacilina
Tetraciclinas
Rifamicina
Tianfenicol
Cloranfenicol
Ac. nalidixico
Estreptomicina

— MW DJDWIIDOD
——TD®— W/~ -
Y —T——TD— —
—— — D ®n——0n®
- VW~ — D -V

S = sensivel | = intermedidrio R = resistente

0BS.: Antibidticos com resultados uniformes para todas as amos-
tras:

Resisténcia: Penicilina, Cefalosporinas, Kanamicina, Ampici-
lina, Pristinamicina, Nitrofurantoina, Carbenicili-
na e Fosfomicina.

Sensibilidade: Rifampicina

dade de Flavobacterium meningosepticum &
novobiocina, rifampicina e eritromicina e sensi-
bilidade intermediéria & estreptomicina, concor-
dando com os nossos resultados, excegdo feita
4 eritromicina, para a qual aquela amostra se
mostrou resistente.

Elaboramos, a partir desta identificagdo, o
esquema de caracteriza¢do, que se resume nas
seguintes provas e respectivos resultados:

Crescimento em MacCon-

keyagar.........c..oon. Variavel
Oxidase...........cunun Positivo
Catalase................. Positivo
Produgdo de H,S (SIM) Negativo
Produgdo de H,S (papel com
acetato Pb)............. Positivo
Producdo de indol (tardio). .  Positivo
Acdo sobre carboidratos
Glicose............ Positivo
{tardio)
Maltose........... Positivo
(tardio ou (-)
Manita............ Positivo
(tardio)
Motilidade. .............. Negativo

Quatro outros casos foram isolados em
recém-nascidos ou prematuros; as cinco amos-
tras foram remetidas ao Dr. Robert E. Weaver,
Bacterial Reference Unit of National Communi-
cable Diseases Center, Atlanta, Georgia,
U.S.A. para tipificacdo soroldgica.

As amostras 1 e b foram classificadas como
tipo D e as amostras 2, 3 e 4 como do tipo E, di-
ferindo das isoladas por Madruga & col (11),
que estavam relacionados aos tipos A, Be F e
da cultura identificada por Solé-Vernin & col.
(12), que teve confirmagdo diagnédstica de
King, porém n3o pertencia a nenhum dos tipos
sorolégicos conhecidos. Naquela oportunida-
de, havia somente trés tipos soroldgicos, que
atingem a seis atualmente.

Quanto as amostras de Cabrera & col. (5),
sdo todas pertencentes ao grupo C, assim co-
mo as isoladas por George, Cochram & Whel-
leer (8).

Na Tabela 2, apresentamos os resultados dos
antibiogramas das cinco amostras isoladas,
concluindo-se pela escolha da rifampicina co-
mo principal agente terapéutico ativo “in
vitro'’, seguida da novobiocina, rifamicina e
4cido nalidixico.

A necropsia dos casos 2 e 3 revelou 0s seguin-
tes diagnosticos anatomo-patologicos:

Caso 2: Meningoencefalite aguda supurati-
va; atelectasia pulmonar focal con-
gestiva; broncopneumonia; conges-
130 hepética; congestdo suprarre-
nais; hipoplasia timica
Meningoencefalite aguda supurati-
va; edema cerebral; hidrocefalia in-
terna; broncopneumonia; hepato-
megalia; esplenomegalia; hipoplasia
timica.

Caso3:

Os laudos foram fornecidos pelo Departa-
mento de Patologia da Faculdade de Medicina
da U.F.R.G.S.
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Resumo

Investigou-se a producgdo de enterotoxina LT em 614 amostras de £. colj, parte delas per-
tencendo aos tipos antigénicos-padro e parte tendo isido isoladas das fezes de criangas e
adultos com diarréia e outras perturbacdes intestinais. As amostras produtoras de entero-
toxina LT foram estudadas quanto a sua estrutura antigénica e capacidade de produzir en-
terotoxina ST. Simultaneamente, verificou-se se um antisoro preparado contra a enteroto-
xina LT da amostra H10407 era capaz de neutralizar a enterotoxina das amostras
estudadas. A enterotoxina LT foi ensaiada em células Y1 e a ST em camundongos recém-
nascidos. Os seguintes resuitados foram obtidos: 1 — As 175 amostras de colibacilos ente-
ropatogénicos cléssicos, as 25 de colibacilos invasores e as 16 de Alkalescens-Dispar néo
produziram enterotoxina LT. 2 — Produziram enterotoxina LT, cinco das 151 amostras de
E. coli isoladas das fezes de criancas com diarréia aguda, quatro das 55 isoladas das fezes
de adultos com diarréia, uma das 66 isoladas de criangas e aduitos com infecgBes digesti-
vas diversas e duas das 126 amostras-padréo. 3 — Das 12 amostras produtoras de entero-
toxina LT, somente oito puderam ser investigadas quanto & estrutura antigénica pois as ou-
tras quatro eram rugosas. Os seguintes tipos sorolégicos foram encontrados: 025 {imével),
06:H16 (duas amostras), 0114:H-, 078:H10, 0139:H28, 0109:H19 e 0138:H-. 4 — Das 12
amostras produtoras de toxina LT, cinco produziram também enterotoxina ST. Das cinco,
quatro eram provenientes de adultos e uma de crianca. 5 — Um antisoro preparado contra
a enterotoxina LT das amostra H10407 neutralizou, de maneira aproximadamente idéntica, a
atividade da enterotoxina de sete amostras estudadas.

Summary

LT enterotoxin production by Escherichia coli

The capacity of 614 E. coli strains to produce enterotoxin LT was investigated. These
strains included most of the standard £. coli serotypes strains and feacal strains from chil-
dren and adults with diarrehea and others intestinal disturbances. The strains which produ-
ced LT enterotoxin were investigated in regard to their O and H antigens and their capacity
to produce enterotoxin ST. An antiserum prepared against enterotoxin LT produced by
strain 10407 was used in neutralization tests of the enterotoxin produced by all strains. En-
terotoxin LT was assayed in Y1 celis and enterotoxin ST in infant mice. The following re-
suits were obstained: 1 — Enterotoxin LT activity could not be found in 175 strains of the
classical enteropathogenic £. coli serotypes, 25 of invasive £. coli and 16 of Alkalescens-
Dispar. 2 — Enterotoxin LT was produced by five out of 1561 strains of £. coff isolated from
children with diarrehea, four out of 55 from adults with diarrehea one out of 66 strains isola-
ted from children and adults with different intestinal disturbances and by two of the stan-
dard E. coli serotypes strains. 3 — Four of the 12 strains which produced enterotoxin LT
were rough. The other eight strains belonged to the following serotypes: 025 (non motile),
06:H16 (two strains}, 0114:H-, 078:H10, 0139:H28, 0109:H19 and 0138:H-. 4 — Five out of
the 12 strains which produced LT enterotoxin also produced enterotoxin ST. Of these, four
were isolated from adults and one from a child. 5 — The enterotoxin activity of seven'
strains studied was neutralized by the antiserum prepared against the enterotoxin produced
by strain H10407. However, neutralization was less evident for the enterotoxin produced by
the two standard £. coli serotypes strains.
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Introdugéo

Embora seja provével que os efeitos de culturas
vivas de colibacilos em algas ligadas do intesti-
no do coelho, observados por varios autores,
entre 1956 e 1962 (5, 22, 32, 33, 34) possam ter
sido mediados por enterotoxinas, a produc3o
destas substéncias por amostras de £. coli co-
mecou a ser reaimente demonstrada com os es-

. tudos realizados com fittrados ou sobrenadan-
tes de culturas a partir da segunda metade da
década de 60. Asssim, em 1967, Smith & Halls
(28) verificaram que alcas ligadas de intestinos
de porcos e bezerros podiam apresentar acu-
mulo de liquido e dilatacdo quando inoculadas
tanto com o filtrado como com as culturas inte-
grais de amostras de £. coli isoladas das fezes
dos mesmos animais com diarréia. Além disso,
a substancia dilatadora ou enterotoxina, era en-
contrada em maior quantidade no meio de cul-
tura do que no interior da célula e n3o perdia
sua atividade guando aquecida a 100°C por 30
minutos. Por esta raz&o, foi considerada termo-
estével, passando a ser chamada de enterotoxi-
na ST (27). Em 1968, Kohler (20) verificou que
uma enterotoxina, provavelmente idéntica a
descrita por Smith & Halls (28) era capaz de
causar diarréia em leitdes recém-nascidos
quando administrada por via intragastrica. Em
1969, Gyles & Barnum (19), também trabalhan-
do com amostras de £. coli isoladas de suinos
com diarréia, verificaram que o lisado de vérias
culturas continha uma enterotoxina capaz de
dilatar alcas ligadas de intestinos destes ani-
mais, mas esta enterotoxina diferia da ST por-
que perdia sua atividade quando aquecida a
65°C, por 15 minutos. Por esta razfo, foi consi-
derada termo-labil, passando a ser conhecida
como enterotoxina LT (27). Em 1971, Gorbach
& col. (14), trabalhando na india, verificaram
que o sobrenadante de culturas de varias amos-
tras de E. coli isoladas de pacientes com diar-
réia aguda, determinava acdmulo de liquido e
dilatacdo de algas ligadas do intestino do coe-
lho. Os estudos realizados por Sack & col. (24),
sobre algumas caracteristicas fisico-quimicas e
fisiologicas da substancia dilatadora, indicaram
ser ela semelhante ou idéntica & enterotoxina
LT. ‘

Os trabalhos mencionados e vérios outros
realizados na época (23) estabeleceram o con-
ceito de que amostras de £. cofi podiam ser en-
terotoxigénicas de maneira indiscutfvel. Por ou-
tro lado, a introdugdo de modelos experimen-
tais, mais simples para demonstracdo das ente-

rotoxinas LT (10) e ST (6) e, em particular, a
descoberta de que a enterotoxina LT podia ser
demonstrada por meio de testes, em certos ti-
pos de linhagens celulares permanentes (7, 16),
permitiram o avango relativamente rapido de
nossos conhecimentos sobre estas substancias
e sobre vérios aspectos dos colibacilos capazes
de produzi-las (23).

O presente trabalho foi realizado com o obje-
tivo de verificar em que extens3o as amostras
de £. coli, provenientes de varias fontes e re-
presentando diferentes grupos de patogenici-
dade, produzem enterotoxina LT.

Material e Métodos

Amostras — Foram estudadas 614 amostras de
E. coii, distribuidas da seguinte maneira:

E. coli enteropatogénica cldssica — 175 amos-

tras, sendo 103 isoladas entre 1963 e 1968, 64
isoladas durante a realizac3o deste trabalho e 8

- pertencentes aos grupos antigénicos-padrio

(Tabela 1).

Tabela 1 — Amostras de £. coli enteropatogénica classica
nas quais investigou-se producdo de enterotoxina LT

N¢ de amostras

Isoladas
Isoladas durante a
anﬁé%?\?cso s Padrdo entre realizagéo Total
1963-1968 deste

trabalho
026 1 5 3 9
055 - 5 4 9
086 1 5 2 8
0111 1 40 39 80
0119 1 36 4 41
0125 1 5 2 8
0126 1 2 "2 5
0127 1 1 5 7
0128 1 4 3 8
Total 8 103 64 175

E. coli invasora — 25 amostras, sendo 21 isola-
das entre 1963 e 1968 e quatro correspondentes
a grupos antigénicos-padrio {Tabela 2).

E. coli do grupo Alkalescens-Dispar — 16
amostras pertencentes aos grupos 01 e 02, sen-
do 14 isoladas em 1972 de individuos com diar-
réia e dois pertencentes aos grupos
antigénicos-padrso.
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Tabela 2 — Amostras de £. coli invasora nas quais
investigou-se produgio de enterotoxina LT

N° de amostras

Grupos
antigénicos Isoladas entre
Padrgo 1963-1968 Total
028a, 28¢c 1 4 5
032 - 3 3
0112a, 112 1 — 1
0124 1 5 6
0136 — 4 4
0143 1 - 1
0162 - 5 5
Total 4 21 25

E. coli ndo pertencente aos grupos antigénicos
anteriores — Foram estudadas 398 amostras
distribuidas das seguintes maneiras: a} Amos-
tras correspondentes a grupos antigénicos-
padrdo: 126 amostras, sendo uma de cada um
dos seguintes grupos: 03 a 025, 027, 029 a 031,
033 a 047, 049 a 054, 056 a 079, 081 a 085, 087,
088, 090 a 0110, 0113 a 0118, 0120 a 0123, 0129
a 0135, 0137 a 0142 e 0144 a 0146. b} Amostras
isoladas de pacientes com distUrbios
digestivos: 272 amostras, das quais 151 eram
provenientes de criancas e 55 adultos com diar-
réia e 66 de criancas e adultos com queixas di-
gestivas diversas.

Origem e manutencdo das amostras — As
amostras correspondentes aos grupos
antigénicos-padro foram trazidas do CDC
{Atlanta) em 1962; as 16 amostras de £. coli do
grupo Alkalescens-Dispar foram isoladas na Pa-

" raiba e as demais foram isoladas em S&o Pauio.
As amostras isoladas antes do inicio deste tra-
batho foram mantidas em temperatura ambien-
te em tubos de agar-nutriente, fechados com
rolha de cortica parafinada, protegidos da luz.
As amostras isoladas no decorrer do trabalho
foram mantidas em tubos de agar-inclinado que
permaneciam em temperatura ambiente ou em
geladeira, até o momento da pesquisa de ente-
rotoxina.

Identificacdo das amostras — Com excecdo
das amostras correspondentes aos grupos
antigénicos-padrio, todas as demais foram
identificadas bioquimicamente através de pro-
vas de rotina. As amostras de E. coli enteropa-
togénica classica foram identificadas pelos pro-
cedimentos recomendados por Edwards &
Ewing (9) e as de E. coli invasora, conforme
descrito por Trabulsi & col. (36). Os antigenos
O e H das amostras produtoras de enterotoxina
foram investigados pelo método recomendado

por Ewing & Col. (11), utilizando-se 80 soros O
a 48 H.

Pesquisa de enterotoxina LT — Foi feita em cé-
lutas Y1 (7) pela técnica descrita anteriormente
(12), usando-se controles positivos e negativos.
O arredondamento celular foi expresso em cru-
zes, tendo como base para leitura um frasco
contendo somente células Y1: + + + +: 100%
de arredondamento celular; + + +:75% de ar-
redondamento celular; + +: 26% de arredon-
damento celular: e —: sem arredondamento
celular.

Neutralizacgo da toxina LT — Foi preparado so-
ro anti-enterotoxina LT, inoculando-se coelhos
albinos com o sobrenadante estéril da amostra
H10407, crescida em meio de Evans {10). Fo-
ram administradas quatro doses intradérmicas
a intervalos de seis a sete dias, sendo que as
duas primeiras foi acrescentado adjuvante
completo de Freund. O soro assim obtido foi
inativado por aquecimento a 56°C durante uma
hora. A técnica de neutralizag8o utilizada foi a
descrita por Donta & col. (7). Uma hora antes
do teste, incubava-se a 37°C 0,2ml do sobrena-
dante estéril da amostra enterotoxigénica com
0,2ml do soro anti-enterotoxina nas seguintes
diluicBes: 1/10, 1/50, 1/100 e 1/200. Apos este
tempo, a mistura era testada nas células Y1
conforme a técnica ja descrita.

Pesquisa da enterotoxina ST — Foi realizada
em camundongos recém-nascidos, pelo méto-
do de Dean & col. (6).

Resultados

Amostras produtoras de enterotoxina LT — As
175 amostras de colibacilos enteropatogénicos
classicos, pertencentes a diferentes grupos so-
rolégicos, as 25 de colibacilos invasores e as 16
de Alkalescens-Dispar foram incapazes de pro-
duzir enterotoxina LT, isto é, ndo alteraram em
qualquer extens3o significativa a forma normal-
mente alongada das células Y1 (Tabela 3). Ao
contrério, cinco das 151 amostras de E£. coli iso-
ladas de criancas com diarréia, quatro das 55
isoladas de adultos, também com diarréia e
uma das 66 isoladas de pacientes portadores de
distarbios digestivos diversos, foram capazes
de produzir enterotoxina LT. A (ltima amostra
foi isolada de um paciente adulto com diarréia
aguda. E interessante observar que das 126



14

Tabela 3 — Producdo de enterotoxina LT por amostras de
E. coli

NGmero

A ra
mostras Produtoras de

enterotoxina

Total
’ LT

E. coli enteropatogénica cléssica
(026; 055; 086; 0111; 0118, 0125; 175 0
0126; 0127 e 0128)

E. coli invasora (028a, 28¢; 032;

0112a, 112¢; 0124; 0136; 0143 ¢ 25 0
0152)
E. coli Alkalescens-Dispar (01 e
16 0

02)
E. coli, pertencente aos grupos
antigénicos-padrao* 126 2
E. cofi, nd0o pertencente aos gru-
pos enteropatogénicos classicos
ou invasores.
— Criangas com diarréia 151 5
— Adultos com diarréia 55 4
— Criangas e adultos com diar-

N o 66 1

refa e outras afeccdes
Total 614 12

*Os grupos antigénicos-padrio testados foram: 03 a 025, 027, 029 a
031; 033 a 047, 049 a 054, 056 a 079, 081 a 085, 087, 088, 090 a 0110,
0113 a 0118, 0120 a 0123, 0129 a 0135, 0137 a 142 ¢ 0144 a 0146

Tabela 4 — Tipos sorologicos das amostras de £. colf pro-
dutoras de enterotoxina LT

Amostras Paciente Tipo soroldgico
13/74 crianca 0114:H-~
2161/75 adulto 025 (imovel)
72/75 adulto 06:H16
102/75 adulto rugosa
112/75 aduho rugosa
246/75 adulto 06:H16
05/75 crianca 078:H10
22/75 crianca 0139:H28
126/75 crianga rugosa
204/75 crianca rugosa
CDC/108 — 0109:H19
CDC/138 — 0138:H-

amostras da colecdo, duas produziram entero-
toxina LT. As alteracbes apresentadas pelas cé-
lulas Y1, nos testes considerados positivos, fo-
ram perfeitamente tipicas e o efeito da entero-
toxina alterou mais de 80% das células. Obvia-
mente, todos os controles efetuados apresen-
taram resultados esperados.

Tipos sorolégicos das amostras — Das 12
amostras produtoras de enterotoxina LT, qua-
tro estavam rugosas porocasido da tipagem so-
rologica, o que impossibilitou a determinaco
do antigeno 0. As oito amostras restantes per-
tenciam aos tipos: 025 {(imoével}, 06:H16 (duas
amostras), 0114:H-,
0109:H19 e 0138:H- (Tabela 4).

L.G. Giugliano, Maria A.M. Meneguetti & L.R. Trabulsi

Produgéo de enterotoxina ST pelas amostras
produtoras de enterotoxina LT — Das 12 amos-

. tras produtoras de enterotoxina LT, cinco fo-

ram capazes de produzir enterotoxina ST. E in-
teressante notar que, destas, quatro foram iso-
ladas de adultos (Tabela 5).

Tabela 5 — Produci

de enterotoxina ST pelas amostras
de £ cun produtoras de

enterotoxina LT

o
d

. Tipo Producdo da
Amostras  Paciente sorolégico enterotoxina ST
13/74 crianga 0114:H-. . -
2161/75 adulto 025 {imovel) +
72/75 adulto 06:H16 +
102/75 adulto rugosa +
112/75 adulto rugosa +
246/75 adulto 06:H16 -
05/75 crianga 078:H10 -
22/75 crianga 0139:H28 —
126/75 crianca rugosa +
204/75 crianga rugosa -
CDC/109 — 0109:H19 —
CDC/138 — 0138:H- —

078:H10, 0139:H28, "

Neutralizagdo da enterotoxina LT — O soro
preparado contra a enterotoxina LT, produzida
pela amostra H10407, neutralizou a atividade da
enterotoxina das outras amostras, embora de
maneira irregular (Tabela 6). As diferengas mais
acentuadas dizem respeito as enterotoxinas
produzidas pelas amostras CDC 109 e CDC 138.

Discussao

A verificacdo de que nenhuma amostra de
colibacilo enteropatogénico classico, recém
isolada ou ndo, foi capaz de produzir enteroto-
xina LT, exclui a possibilidade de que a produ-.
cdo desta substancia seja o mecanismo de en-
teropatogenicidade destas bactérias. O estabe-
lecimento deste fato, comprovado recentemen-
te por outros investigadores (13), somado ao
conhecimento de que-estes colibacilos nfo sdo
invasores (13, 35) e, em regra, ndo produzem
enterotoxina ST (13}, tem levantado duvidas
quanto a sua enteropatogenicidade (13}. E pos-
sivel, realmente, que alguns sorotipos ndo se-
jam enteropatogénicos. Entretanto, com rela-
¢do a outros, como por exemplo os colibacilos
do grupo 0111:B4, as evidéncias clinico-
bacterioldgicas e experimentais (4), acumula-
das desde os trabalhos de Adam & Chen (1) e
Adam {2) na década de 1920, n3io podem ser
desprezadas. Antes de passarmos a considera-
los ndo enteropatogénicos, parece-nos mais
sensato investigar a existéncia de outros meca-
nismos de patogenicidade.
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Os resultados obtidos com as demais amos-
tras utilizadas podem ser considerados como
esperados ou pelo menos ndo surpreendentes.
E interessante realcar, porém, que as amostras,
CDC 109 e CDC 138, isoladas pelo menos hé
mais de 15 anos, foram ainda capazes de pro-
duzir enterotoxina LT. Esta verificacdo indica
que o plasmidio ent pode ser bastante estavel
em certos hospedeiros.

Teoricamente, podemos aceitar que qual-
quer tipo sorologico de colibacilo & capaz de
produzir as enterotoxinas LT e ST ou uma
delas, bastando para isto que a linhagem esteja
albergando o plasmidio ent, elemento genético
transferivel por conjugacdo (26, 29, 30). De
fato, a tipagem sorolégica vem demonstrando
que as amostras enterotoxigénicas de E. coli
podem pertencer a uma grande variedade de ti-
pos sorologicos. Entretanto, a anélise dos re-
sultados relatados por outros autores (24) e por
nés (Tabela 4) tendem a sugerir a possibilidade
de que alguns tipos sorolbgicos sejam hospe-
deiros mais constantes do plasmidio ent. Por
exemplo, vérios autores tem verificado, como
nés, que os colibacilos dos grupos 06 e 078, séo
produtores de enterotoxina, isto em éareas t30
distantes uma das outras como Brasil, México,
Estados Unidos e india (8, 23). E necessério
continuar investigando a relagéo entre produ-
cdo de enterotoxinas, seja LT ou ST, e tipos so-
rolégicos de E. coli, mesmo porque, se for
comprovado que determinados tipos sdo pro-
dutores mais constantes de enterotoxina, o
diagnostico preliminar da infecgdo por estes co-
libacilos podera ser feito por métodos seme-
Iharites ‘aos atualmente utilizados para os coli-
bacilos enteropatogénicos classicos.

Até recentemente, os estudos realizados su-
geriam que as amostras de E. coli, de origem
humana, produziam sempre as duas enterotoxi-
nas (23). Os resultados obtidos neste trabalho
mostram que a producdo isolada da enterotoxi-
na LT, por amostras de origem humana, parece
ser fregliente. Das 12 amostras produtoras de
enterotoxina LT, somente cinco produziram
também a ST. De modo interessante, duas
amostras pertenciam a um so tipo sorolégico
de E. coli e eram provenientes de adultos. Re-
centemente, foram descritas trés amostras de
E. coli de origem humana, que produziam so-
mente a enterotoxina ST (Serafim, M.B.; Cas-
tro, A.F.P.; Rangel, H.A. & Neto, L.P. — isola-
tion of heat-stable enterotoxin-producing
strains of Escherichia coli isolated from cases of
diarrehea in Campinas; a ser publicado).E prové-

Tabela 6 — Neutralizag8o da enterotoxina LT, de diferen-
tes amostras de £. cofi, com um soro preparado contra a
enterotoxina LT da amostra H 10407

Amostras Dilui¢8o do soro

produtoras de

enterotoxina LT 171 110 1/80  1/100  1/200
13/74 - — 4 n b4
5/75 : — - e +4+ 4+
2775 - - + +4+ e+t
126/75 — —_ + b4+ Attt
204/75 - - - ++
CDC/109 — + +4+ A+ A
CDC/138 + + + + ++ ++

H10407 - — — ++ +++t

+ a4+ ++ = 25a100% de células Y1 arredondadas
- = 25% de células Y1 arredondadas

vel que a situac8o prevalente entre amostras
humanas seja idéntica & existente entre amos-
tras animais, nas quais é comum a producdo de
uma, ou das duas enterotoxinas (18). Alids, néo
haveria razdo para se pensar que os plasmidios
ent, responsaveis pelas duas enterotoxinas,
ndo pudessem segregar ou perder suas
funcdes, separadamente.

Os resultados observados com as provas de
soro-neutralizacdo (Tabela 6) evidenciam que
as ‘enterotoxinas estudadas s3o, sendo idénti-
cas, pelo menos relacionadas antigenicamente,
de acordo, alias, com dados da literatura (17,
31). A eventual existéncia de toxinas néo rela-
cionadas antigenicamente teria evidentes impli-
cacGes praticas no preparo de vacinas ou no
desenvolvimento de métodos sorolégicos, para
pesquisa e identificacBo destas substéancias. Tal
perspectiva tedrica vem de encontro a existén-
cia de plasmidios que codificam enzimas de
mesma funcio com diferentes composicdes
antigénicas (3). A investigac&o do problema en-
volvendo um nimero maior de amostras faz
parte de trabalho de pesquisa em andamento
{no laboratério de L.R. Trabulsi).

Aparentemente, a producdo de enterotoxina
LT restringe-se, em regra, a certas amostras de
E. coli ndo incluindo os colibacilos enteropato-
génicos classicos e invasores. Por outro lado, a
frequéncia de amostras produtoras, observada
por nas, foi relativamente baixa, quando com-
parada com a mencionada por outros autores
(15, 17, 21, 25). Varios fatores podem ser men-
cionados para explicar as diferencas encontra-
das, sendo importante destacar que o fato de
muitas amostras terem sido estocadas, por pe-
riodo de tempo relativamente longo, pode ter
influenciado os resultados.
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RelagOes antigénicas entre
Yersinia enterocolitica

e Yersinia pseudotuberculosis
com outras enterobactérias*

D.P. Falcdo**
W.H. Ewing***
& L.E. Britt***

Resumo

O estudo das relag@es antigénicas, entre Yersinia enterocolitica e Yersinia pseudotubercu-
fosis com outras bactérias, mostrou reacdes de aglutinagdo entre antigenos de Y. pseudo-
tuberculosis com soros sométicos de Sa/monella de alguns grupos Sorol6logicos, mas nio
com soros de Escherichia coli e Y. enterocolitica. Antigenos, preparados de amostras de Y.
enterocolitica apresentam relagBes antigénicas com soros somaticos de Salmonelia. Ape-
nas uma amostra aglutinou com soro de Y. pseudotubérculosis. O método de Roschka &
bastante eficiente para o preparo de antigenos, utilizados como vacinas imunizantes de Y.
enterocolitica e de Y. pseudotuberculosis, no preparo de seus antisoros.

Summary

The antigenic relationship among Yersinia enterocolitica and Yersinia pseudotuberculosis
with other enterobacteria

A study of the antigenic relationship between Y, enterocolitica and Y. pseudotuberculosis
and between these two and other enterobacteria showed an agglutination reaction bet-
ween antigens of Y. pseudotuberculosis with the somatic sera of Salmonella of a few sero-
logical groups but not with the sera.of Escherichia coli and Y. enterocolitica. Antigens pre-
pared from strains of Y. enterocolitica showed antigenic relations with somatic sera of Sal-
monelfla. Only one strain of Y. enterocolitica agglutinated with a serum of Y, pseudotuber-
culosis. The method of Roschka was found very efficient, for the preparation of antigens,
used as immunization vaccines of Y. enterocolitica and Y. pseudotuberculosis in the prepa-
‘ration of the antisera.

Introdugéo

A partir do descobrimento da ocorréncia de

antigenos somaéticos e flagelares em Yersinia
pseudotuberculosis, por Shiitze, em 1928 (26),
surgiram inimeras contribuicdes sobre a cons-
tituicdo antigénica na espécie (9, 13, 25, 27, 28,
29, 37).

Em conseqiiéncia da reinvestigacdo do pro-
blema, Thal & Knapp (30) propuseram o esque-
ma antigénico, atualmente aceito, segundo o
qual ha seis antigenos somaticos, designados |
a VI {sendo os grupos |, 1l, IV e V divididos em
subgrupos A e B); um antigeno rugoso R (co-

mum a todas as amostras); e cinco antigenos
flagelares.

O esquema proposto no incluiu o fator so-
maético 13, descrito por Wetzler & col. {37), em
Y. pseudotuberculosis e outras espécies de en-
terobacteridceas. Isto provavelmente ocorreu
em conseqiiéncia da diferenca de metodologia
utilizada. Enquanto Wetzler & col. se valeram
da técnica de hemaglutinacdo, o esquema
atualmente aceito segue a anélise antigénica .
classica, baseada em aglutinac3o e absorcdo. O
grupo VI, no esquema de Thal & Knapp (30), -
corresponde ao tipo X, originalmente descrito
por Itagaki & col. (9) e Sasaki & col. (25).

* Trabalho realizado no Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, EUA, com Bolsa da Fundac3o de Amparo vé Pes-

quisa do Estado de S%o Paulo (74-803).

** Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — Universidade Estadual Paulista, 14800 Araraquara SP.

*** Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, EUA.
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A composicdo quimica dos antigenos de Y.
pseudotuberculosis foi estudada por Davies (4)
e Samuelsson &.col. (24). Detalhes da técnica
para preparo dos antigenos s3o fornecidos por
Thal (28).

O primeiro esquema antigénico para Yersinia
enterocolitica foi realizado por Winblad (38),
propondo oito grupos sométicos. Posterior-
mente, foi acrescentado o grupo IX, que apre-
senta relacBes antigénicas com Brucella (1, 2,
3, 6, 8). v

Apbs o isolamento de novas amostras de Y.
enterocolitica que ndo aglutinavam com soros
imunes dos nove grupos existentes, Wauters
(33) e Wauters & col. (34, 35) ampliaram o es-
guema antigénico existente, definindo 34 fato-
res somaticos e 17 antigenos flagelares.

Knapp e Thal (14, 15) ndo aceitaram que mui-
tas dessas novas amostras fossem classificadas
como Y. enterocolitica, devido a suas caracte-
risticas bioquimicas aberrantes. Propuseram
um esquema antigénico simplificado, compos-
to de seis grupos somaticos (sendo o grupo | di-
vidido em subgrupos A e B).

Wauters {33) e Winblad (38, 39) descreveram
técnicas para a obtencdo dos soros imunes de
Y. enterocolitica. Segundo Winblad (38, 39),
antisoros de Y. enterocolitica preparados com
células autoclavadas possuem aglutininas co-
muns a algumas outras enterobactérias; isto
n&o é observado quando os soros s8o prepara-
dos com células n3o autoclavadas. Nesse caso,
apesar de ndo aparecerem anticorpos comuns a
- algumas espécies da familia Enterobacteria-
ceae, continuam ocorrendo reacdes cruzadas
entre antigenos de Y. enterocolitica dos grupos
somaticos | a IV, mas nfo entre os antigenos
dos grupos V a VIl :

Maeland & Digranes {16) demonstraram, em
Y. enterocolitica e em Y. pseudotuberculosis, a
presenca de um antigeno comum as demais en-
terobactérias, mas ausente em outras bactérias
gram-negativas.

Corbel (3) demonstrou a existéncia de rela-
cdo sorologica entre antigeno somatico 030 de
Salmonella e antisoro de Y. enterocolitica.

Varios autores tém demonstrado relacGes an-
tigénicas entre Y. pseudotuberculosis e Salmo-
nella dos grupos B, D, , H; Escherichia coli dos
tipos sorolégicos 077, 017, 055; e Enterobacter
cloacae (11, 12, 13, 18, 26, 28).

Nesse trabalho, sdo estudadas as caracteris-
ticas antigénicas de Y. enterocolitica e de V.
pseudotuberculosis, objetivando detectar rela-
¢bes antigénicas com outras bactérias da fa-

milia Enterobacteriacea. Também é realizada
a avaliacdo do antigeno de Roschka, como va-
cina imunizante, no preparo de soros imunes
dessas espécies bacterianas.

Material e Métodos

Preparo de soros imunes — Para verificar as
relacdes antigénicas entre as duas espécies,
foram preparadas soros contra as amostras Ye
75, Ye 62, Ye 614, Ye 96, Ye 97, Ye 373, Ye 161,
de acordo com Knapp & Thal (14) e soros con-
tra as amostras P 281, P 7, P 105, P 32, P 308,
P 463, conforme Thal & Knapp (30).

O antigeno usado na imunizag&o dos ani-
mais foi.preparado pelo método de Roschka
(22), que consiste no seguinte: as bactérias sdo
cultivadas em placas de "‘Blood Base Agar’”’,
durante 30 horas, a 22°C. Com auxilio de uma
lupa, seleciona-se uma colénia lisa, a qual é
transferida para *‘Trypticase Soy Broth”’ e in-
cubada a 22°C, por 30 horas. Em seguida, se-
meiam-se placas de 20cm de didmetro, conten-
do o seguinte meio de cultura, esterilizado por
autoclavagem: '

“"Yast Extract” — Difco — 39
“Trypticase Soy Broth” — BBL — 1bg
“Tryptose Broth” — Difcto — 13,5g
Agar-Agar — BBL — 20g
Agua destilada .~ — 1.000ml

Apos incubacgdo das placas, por 36 horas a
22°C, o crescimento é removido com solugéo
fisiologica, até que resulte em suspensdo den-
sa, a qual é aquecida a 100°C, durante 2 ho-
ras, em forno de Arnold, para inativar os anti-
genos flagelares e, a seguir, centrifugada a
8.000 rpm, durante 20 minutos, a 4°C. O sedi-
mento é ressuspenso em alcool a 95% e incu-
bado durante 4 horas a 37°C, em banho-maria.
A suspensdo & novamente centrifugada, lava-
da duas vezes com acetona, colocada em es-'
tufa a 37°C, durante uma noite, para secar e,
a seguir, triturada em gral. Nestas condicdes,
pode ser conservada por varios anos. Para ino-
culagdo em animais, o p0 € ressuspenso em
salina estéril, em concentracdo semelhante a
diluig8o trés da Escala de MacFarland.

O animal inoculado foi o coelho, por via en-
dovenosa, tendo-se observado intervalos de trés
a quatro dias entre cada inoculacdo. A con-
centracdio do antigeno-foi sempre constante,
tendo variado apenas o volume injetado (0,25;
0,5; 1,0; 2,0 e 3,0ml da solug8o de antigeno).
Quando a sangria de prova apresentava titulo
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satisfatorio de anticorpos, o animal era sub-
metido a sangria total.

Os soros obtidos foram testados quanto a
reacdes cruzadas e titulo de anticorpos.

As reacBes cruzadas foram eliminadas por
absorc&o e os soros, com titulos nio satisfato-
rios, foram concentrados. Para tal, eram colo-
cados em tubo de dialise, cobertos com car-
boxi-metil-celulose, agitados de hora em hora,
até que o volume original ficasse reduzido a
metade. »

Isto permitiu o preparo de soros com titulos
de anticorpos bastante satisfatorios, conforme
apresentado nas Tabelas 1 e 2, mostrando as-
sim, que o antigeno de Roschka é eficiente pa-
ra o preparo de soros contra Y. enterocolitica
e Y. pseudotuberculosis.

Tabela 1 — Reages homoblogas e heterdlogas entre as amos-
tras-padréo de Yersinia enterocolitica.

Antigeno
da
amostra  Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
1A B i in v \ Vi
Ye75 Yeb2 Ye614 Ye96 Ye97 Ye373 Ye 161

Titulos dos soros imunes

Ye 75 1280 640 — — — — -
Ye 62 640 1280 — — — —- —

Ye 614 — —
Ye 96 — - —
Ye 97 - — — -
Ye 373 — — — — —
Ye 161 - — — — — -

Tabela 2 — ReacGes homologas e heterdlogas entre as amos-
tras de Yersinia pseudotuberculosis

Ant;geno Titulos dos soros imunes
a
amostra  Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
| Hi 11} [\ \Y Vi
P 281 P7 P 105 P32 P308 P483
P 281 1280 — 40 — 20 —
P7 40 2560 20 — 20 40
P 105 - — 1280 — — —
P32 = 20 — 1280 - —
P 308 — — - — 2560 —
P 463 — - - —~ - 2560

Estudo de relagées antigénicas — a) Antisoros
usados: para o estudo de relagSes antigénicas
com Salmonella, foram usados soros contra
antigenos somaticos de Sa/monella, contendo
os fatores sométicos de 1 a 67.

Para o estudo de relagdes antigénicas com
E. coli, foram usados soros contra antigenos

sométicos de £. coli, sendo que 121 fatores.

sométicos foram testados. Esses soros contra

Salmonella e E. coli sdo preparados e usados
no "“Center for Disease Control’””. Os soros

contra Y. enterocoliticae Y. pseudotuberculo-

sis foram por nés preparados. b) Preparo dos

antigenos: os antigenos para os testes foram
preparados a partir de 43 amostras de Y. en-
terocolitica e de 49 amostras de Y. pseudotu-
berculosis, todas de colec8o e de diversas ori-
gens. '

As amostras eram semeadas em “‘Blood Ba-

'se Agar” (Difco) e incubadas a 22°C, durante

36 horas. O crescimento era removido e dituido
com salina formolinizada a 0,5%, até atingir
concentracdo semelhante a diluicdo trés da Es-
cala de MacFarland. Esperava-se uma hora,
apbds a adicdo de salina formolinizada, antes
de serem realizados os testes.

No inicio, os antigenos eram aquecidos a
100°C, durante 10 minutos, em Forno de Arnoid.
Como o aquecimento provocava auto-agluti-
nacdo, substituiu-se pela salina formolinizada.

Cultivando-se as bactérias & temperatura de
incubagdo de 35-37°C, desenvolviam-se col6-
nias rugosas. Por esse motivo, foi escolhida a
temperatura de 22°C,

Para verificacdo de relaces antigénicas en-
tre Salmonella, Y. enterocolitica e Y. pseudo-
tuberculosis, foi usada a técnica de aglutinacgo
em idmina.

Para o estudo das relagBes antigénicas com
E. coli foi usada a técnica de aglutinacdo em
tubo com diluigdes de 1:20 a 1:20.240.

Resultados

A andlise das relaces antigénicas entre os
organismos testados revelou os dados seguin-
tes:

Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis — os
soros imunes, preparados com as amostras de
Y. enterocolitica, ndo aglutinaram qualquer das
amostras de Y. pseudotuberculosis. Entretan-
to, o soro imune, preparado com amostra do
grupo Ol de Y. pseudotuberculosis, aglutinou
a amostra de Y. enterocolitica, corresponden-
te ao sorotipo 021 do esquema de Wauters &
col. (35}, sendo a aglutinagdio de intensidade
média.

Y. enterocolitica e Salmonella — os soros con-
tra os fatores 027, 043, ,, 047, ,, 055 e 066 de
Salmonella aglutinaram determinados soroti-
pos de Y. enterocolitica, tendo a aglutinacdo
variado de intensidade fraca a média (Tabela 3).
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Tabela 3 — Fatores sorolégicos sométicos de Salmonella
que aglutinaram com amostras de Yersinia enterocolitica

Fatores sorolégicos Yersinia enterocolitica

de Salmonella Grupo Namero de

somético amostras
027 021 1
043, , 08 2
0431'2 018 1
0471'2 014 1
055 017 1
066 016 1

Y. enterocolitica e Escherichia coli — ndo ocor-
reu aglutinacdio entre qualquer amostra de Y.
enterocolitica e os 121 soros de E. coli utilizados.

Y. pseudotuberculosis e Salmonella — os so-
ros contra os fatores 027, 09, 046, 018 e 050, ,
de Salmonella aglutinaram determinados soro-
tipos de Y. pseudotuberculosis (Tabela 4). As
reacbes com o soro 027 foram consideradas
"de intensidade média a forte e, as com os so-
ros 09 e 046, de fracas a médias. Com o soro
018, foram consideradas de intensidade média
e, com 050, , ,fracas.

Tabela 4 — Fatores sorolégicos sométicos de Salmonella
que aglutinaram com amostras de Yersinia pseudotubercu-
losis

Fatores soroldgicos Yersinia pseudotuberculosis

de Sa/monella

Grupo Numero de
somético amostras
027 OH 10
09, 046 o 8
018 oiv 3
050,, 4 ovi 2

Y. pseudotuberculosis e Escherichia coli — ndo
ocorreu aglutinag8o entre qualquer amostra de
Y. pseudotuberculosis com os 121 soros de E.
cofi utilizados.

Discussao

De 43 amostras de Y. enterocolitica estuda-
das apenas sete aglutinaram com soros, con-
tendo fatores somaticos de Salmonella (Tabe-
‘la 3). As amostras com reagdes positivas, nes-
tes testes, pertenciam a sorotipos menos re-
presentativos, com excecdo de duas do grupo .
08, que & o mais comum nos Estados Unidos
(7, 36). As.amostras responsdveis pela maioria
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dos casos clinicos humanos, devidos a Y. ente-
rocolitica, pertencem aos grupos somaticos 03,
e 09 (5, 20, 21, 23, 31, 32). ‘

Segundo Winblad (39), quando se imuniza
coelhos com células de Y. enterocolitica, fer-
vidas ou autoclavadas, o soro imune apresen-
‘ta aglutininas contra outras bactérias gram ne-
gativas. Os soros imunes de Y. enterocolitica,
preparados com antigenos de Roschka, apesar
de aquecidos durante duas horas e meia a
100°C, ndo aglutinaram com antigenos prepa-
rados com amostras de Y. pseudotuberculosis.

No caso de Y. pseudotuberculosis, verifica-
se que das 49 amostras estudadas 23 aglutina-
ram com os fatores somaticos de Sa/monella
(Tabela 4). ' _

Os resultados obtidos coincidem com os de
Schiitze (26), Thal (28) e Knapp (13), que as-
sinalam reagSes entre antigenos de Y. pseudo-
tuberculosis do grupo Oil com antisoros so-
maticos do subgrupo B de Salmonella. Dez
das amostras estudadas, pertencentes ao grupo
Oll, apresentaram reacdes de aglutinacdo po-
sitiva com o fator 027, do subgrupo B de Sal-
monella.

As reacBes positivas, entre amostras de Y.
pseudotuberculosis do grupo OIV com fatores
09 e 046, pertencentes ao subgrupo D de Sal-

‘monella, sdo coincidentes com os dados de

Knapp (10), que assinala o mesmo tipo de re-
lacdo antigénica. No entanto, ndo observamos
reacBes de aglutinagdo entre amostras de Y.
pseudotuberculosis com fatores de Salmonella
do subgrupo H, como foi assinalado por Knapp
(13).

As reacdes de aglutinacdo positiva, obser-
vadas entre amostras de Y. pseudotuberculosis
do grupo OVI, com o fator somético 050, , de
Salmonella, ndo foram assinaladas por outros
autores.

No que diz respeito a relagdes antigénicas
entre amostras de Y. pseudotuberculogis, com
fatores somaticos de E. coli, nossos resulta-
dos foram negativos, discordando, portanto,
de Knapp (12), que assinala reacbes entre
amostras de Y. pseudotuberculosis, do grupo
OVI com soros imunes de E. coli dos grupos
017, 077, e dos de Mair & col. (18), que assina-
lam reacdes entre Y. pseudotuberculosis do
grupo OVI, com o fator 055 de £. coli.

Embora as relacdes antigénicas tenham sido
verificadas, ha necessidade de reexame do
problema, com o emprego' de soros absorvi-
dos e de testes de reciprocidade, a fim de gue
a confirmacdo do achado seja assegurada.
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. Resistance to mercury
in enteric organisms:
frequency and genetic nature*

Maria Henriqueta Lemos dos Reis*
Maria Judite Caram Ramos
& Luiz Rachid Trabulsi

Summary

The distribution of Hg-resistance in enterobacteria and its association with the resistance to.
sulfadiazine-antibiotics was studied. 870 strains were investigated: 138 were resistant to
mercury. Resistant strains belonged to genera Klebsiella (43.5%), Citrobacter (33.3%), Es-
cherichia (16.3%), Salmonella {13.8%) and Shigella (8.1%). Only 1.2% of Proteus strains
were resistant to mercury. No resistant strains were found in the genus Providence or in the
species S. typhi. 77.5% of Hg-resistant strains were also resistant to sulfadiazine and seve-
ral antibiotics. In Klebsiella, however, 35.7% of strains were resistant only to mercury. 68%
out of 128 Hg-resistant strains carried transferable R factors. Drug-resistance patterns in
the recombinants obtained by conjugation varied from that of the donor strain with the ex-
ception of S. flexneri recombinants. Mercury resistance was transferred simultaneously
with the lactose fermentation determinants in six strains of Klebsiefla and one of Enterobac-
- ter, these characteristics being segregated simultaneously in £, co/i K12. Hence suggestion

is made that these determinants are located on the same plasmid.

Resumo

Resisténcia de enterobactérias ao mercdrio: freqiiéncia e natureza genética

Foi estudada, em enterobactérias, a distribuic8o da resisténcia ao mercario e sua associa-
¢8o com a resisténcia & sulfadiazina e vérios antibioticos. De 870 amostras estudadas, 138
{15,9%) foram resistentes ao merctirio, estando a resisténcia distribulda nos géneros Kleb-
siella (43,5%), Citrobacter (33,3%), Escherichia (16,3%), Salmonella (13,8%) e Shigella
(8,1%). Das amostras de Proteus, apenas duas de P, rettgeri (1,2%) apresentaram resis-
téncia ao mercirio, enquanto que no género Providencia e na espécie S. typhi ndo foram
encontradas amostras resistentes. Das 138 amostras resistentes ao merc(rio, 107 (77,5%)
foram resistentes a sulfadiazina-antibiéticos. Foram mais freqlientes as amostras com re-
sisténcia simultanea a trés ou mais drogas. Em Klebsiella, entretanto, 35,7% das amostras
apresentaram resisténcia exclusiva ao merctrio. A resisténcia ao merctrio foi transferivel,
por conjugag8o, em 68,0% das amostras. Quando a resisténcia era associada 2 resistaéncia
a sulfadiazina-antibiéticos, os modelos de resisténcia dos recombinantes variaram em to-

- dos 0s géneros, com exceg#o daqueles obtidos com as amostras de S. fexneri, Em seis
amostras de Klebsiella e uma de Enterobacter, a resisténcia ao mercurio foi transferivel si-
multaneamente com os determinantes de fermentac8o da lactose, estas duas caracterfsti-
cas segregando simultaneamente em £. coli K12. Estes dados sugerem que os determinan-
tes genéticos da resisténcia ao mercario e fermentacsio da lactose est3o situados em um s6
elemento genético, de natureza extracromossémica.

introduction

Bacterial resistance to mercury salts has been
studied in correlation with the source of strains,
their sensitivity to bacteriophages and their
- multiple resistance to antibiotics and other
drugs (4, 6, 18, 26).

Plasmid — mediated resistance to mercury
in association with other heavy-metals and an-
tibiotics has been observed in Staphilococcus
aureus (10, 11, 12, 14) and in enteric bacilli,
specially Escherichia coli and Salmonella typhi-
murium (13, 18).

The mechanism of mercury resistance has

« Parte da tese de mestrado de Maria Henriqueta Lemos dos Reis realizada com auxflio da FAPESP, CNPq e CAPES. De-
. partamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Escola Paulista de Medicina, Rua Botucatu, 862, 3° andar,

S&o Paulo, SP.
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also been studied by several workers. In £s-

cherichia coli, Staphylococcus aureus and se-

veral species of Pseudomonas, it is reported
as due to reduction of mercury compounds to
an inactive form, via a mechanism which is in-
ducible by mercuric or mercurial compounds
(5, 8, 17, 19, 20). In the present paper, we in-
vestigated the frequency of mercury resistan-
ce in different genera of Enterobacteriaceae,
the genetic nature of such resistance and the
association of this characteristic with the resis-
tance to sulfadiazine and antibiotics.

Material and Methods

Determination of resistance — Drug resistance
was determined by the plate-dilution method
(23) with the use of mercuric chloride (HgCl,),
_ sulfadiazine (Su), streptomycin (Sm), tetracy-
cline (Tc), chioramphenicol (Cm), Kanamycin
(Km), ampicillin (Ap) and nalidixic acid (Nal).
Nutrient agar CM, (Oxoid) was used for testing
resistance to mercury (Hg) and antibiotics. Re-
sistance to Su was tested in the minimal me-
dium of Clowes & Hayes (2). When studying

Shigella flexneri, nicotinamide (1 ug/ml) was -

added to the minimal medium. Sterile stock
solutions of the drugs in appropriate diluents
were kept at -20°C before use. Final concen-
trations in the plates ranged from 1 to 1000
ug/mi for the antibiotics and Su, and from 1
to 100 ug/ml for HgCl,. Incubation was at 37°C
for 24 or 48 hours. Resistant strains had growth
responses at least half of that observed in con-
trol plates without the drug.

Selection of donor strains for conjugation —
All Hg-resistant strains were included as donors
with the exception of the resistant strains of
Shigella sonnei which frequently produced ac-
tive colicins against the recipient strains as well
as other enterobacteria simultaneously resis-
tant to Hg and Nal. A strain was considered
resistant to Mg when it was. able to grow in
10-20 ug/mi of HgCl,. Resistant strains to sul-
fadiazine-antibiotics were selected as descri-
bed by Trabulsi & col. (24). A total of 128 stra-
ins were.selected as donors, as follows: 16 of S.
flexneri, 12 of S. typhimurium, two of S. der-
by, one of S. cholera suis and one of Sa/mo-
nella sp; eight of E. coli 0111, seven of £. coli
0119 and one of a serologic undetermined E.
coli: 70 of Klebsiella sp; eight of Citrobacter sp
and two of P. rettgeri. The strains were grou-
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ped into two classes: 92 resistant only to Hg
and 36 simultaneously to Hg and to sulfadiazi-
ne-antibiotics.

Recipient strains — The following strains were
used: a) E. coli K12F- pro met Nal®, b} E. coli

- K12 F- /ac Nal® SmP and ¢} E. coli K12 F- lac

. Nal®. The first two strains were derived from
E. coli K12 J53, kindly supplied by Dr. Naomi
Datta, Hammersmith Hospital, London. Strain
¢ was derived from E. coli K12 RV/F' lac obtai-
ned from Dr. Werner K. Maas, Medical Center,
New York University, New York. Nalidixic acid
resistant strains were obtained by the method
of Szybalski & Bryson (21). Unless otherwise
indicated, the recipient strains were sensitive
to sulfadiazine-antibiotics.

Transfer of resistance markers — Transfer of
resistance markers was carried out by conju-
gation (25). Mercury resistance was transferred .
to recipient strains a or b depending on the
ability of lactose fermentation by the donor
strains. For transfer of resistance determinants
of all other drugs recipient strains a and ¢ we-
re used. The conjugation time was 24 hours,
either when the donor strains were unable to
transfer their drug-resistance markers after fi-
ve hours, or when the number of recombinants
was too small within this period. To determi-
ne the frequency of Hg-resistance transfer and
that of lactose fermentation determinants in
Klebsiella and Enterobacter strains, the conju-
gation time was two hours.

The selection of recombinants resistant to
Hg, Tc, Cm, Km or Ap was performed on Mac-
Conkey CM115 {Oxoid) agar plates. The mini-
mal medium of Clowes & Hayes (2) was used
to select for Su resistant recombinants and
nutrient agar CM3 (Oxoid) for Sm ones. Anti-
biotics and HgCl, were added at a final con-
centration of 10ug/ml in the selective plates.
Streptomycin was, nevertheless, added at 2.5
or 3.5 ug/ml and Su at 1000 ug/ml. Controls
were run to determine both mutations of the
recipient strain and incompatibility between the
donor and recipient strain.

To determine the degree of co-transfer-of
resistance markers, 12 clones of the recipient
strains on the selective plate were purified in
the same medium and inoculated on to nutrient
agar plates. Replica plating was then made to
plates containing the drugs in appropriate con-
centrations. '
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Results

Frequency of Hg-resistance — 138 (15.9%) out
of 870 strains of enterobacteria isolated from
clinical sources were resistant to Hg (Table 1).
Klebsiella and Citrobacter comprised the hi-
ghest proportions of Hg-resistant strains. Among
the strains of Salmonella 24.2% of Hg-resistant
were of S. typhimurium. All strains of S. typhi
were sensitive to mercury. Among 161 strains
of Proteus only two of P. rettgeri were Hg-re-
sistant.

Table 1 — resistance in

enteric bacteria

Frequency of mercury

Resistant strains

N¢ of
Genus .
strains Ne %

Escherichia 104 17 16.3
Shigella 233 19 8.1
Salmonella 1659 22 13.8
Citrobacter’ 24 8 33.3
Kilebsiella 161 70 43.5
Proteus 161 2 1.2
Providencia 28 0 0.0
Total 870 138 15.9

Mercury-resistance and resistance to sulfadia-
zine-antibiotics — Among the 138 Hg-resistant
strains, 107 (77.5%) were also resistant to sul-
fadiazine-antibiotics (Table 2). Resistance to Hg
alone was found in 35.7% of Klebsiella strains.

Mercury resistance was usually associated
with resistance to 1, 2, 3, 4, 5 or 6 of the other
drugs (Fig. 1), depending on the particular strain
and on the bacterial genus.

Table 2 — Association between mercury resistance and re-
sistance to sulfadiazine-antibiotics

Hg-resistant strains

Mercury and Merc
Strains Total  suifadiazine/ " Iury
antibiotics only
Ne % N¢ %
Escherichia 17 15 88.2 2 11.8
Shigella 19 17 89.5 2 10.5
Salmonella 22 21 95.5 1 4.5
Citrobacter 8 7 87.5 1 12.5
Klebsiella 70 45 643 25 35.7
Proteus (rettgeri) 2 2 100.0 0 0.0
Totai 138 107 775 31 22,5

Maria H.L. dos Reis, Maria J.C. Ramos & L.R. Trabulsi

Fig. 1 — Association between resistance to mercury and
n? of marks of resistance to sulfadiazine-antibiotics

Resistant strains (%)

1 2 3 4 5 6

N9 of marks of resistance

. Total of resistant strains
D Mercury resistant strevns

Transfer of the Hg-resistance determinants —
Among 128 strains, 68% were able to transfer
their Hg-resistant marker to £. coli K12 (Table
3). The percentages of strains of Escherichia,
Shigella, Klebsiella and Salmonella that were
able to transfer R factors containing genes res-
ponsible for Hg-resistance were 87.5, 75.0, 74.3
and 50.0% respectively. No strains of Citrobac-
ter was able to transfer its Hg-resistance deter-
minants.

Table 3 — Frequency of transferable resistance to mercury
in enteric organisms

Strains with
. N? of transferable
Strains .
resistance
strains

N? %
Escherichia 16 14 875
Shigella 16 12 75.0
Salmonella 16 8 50.0
Citrobacter 8 0 0.0
Klebsiella 70 52 74.3
Proteus (rettgeri) 2 1 50.0
Total 128 87 68.0

Co-transfer of Hg and sulfadiazine-antibiotics
markers — In experiments to determine the co-
transfer of determinants to Hg-resistance and
the resistance to sulfadiazine-antibiotics, the
following results emerged. All clones of the re-
cipient strain which received the Hg-resistance
marker also incorporated the determinants of
resistance to one or more antibiotics. The on-



Rev. Microbiol. (S. Paulo), 9(1), 1978

ly exception was observed in the conjugation
experiments with P. rettgeri, in which only the
Hg-resistance determinant was transferred.
Clones of the recipient bacteria showed always
the same drug-resistance pattern as the donor
strains in the case of conjugation experiments

27

with S. flexneri strains. In conjugation experi-
ments with. E. coli, Klebsiella and Salmonella,
the resistance patterns of clones of the reci-
pient strain varied. In most cases, these patterns
differed from those of the donor strains (Tables
4, 5 and 6).

Table 4 — Co-transfer of mercury resistance and resistance to sulfadiazine-antibiotics in £. co/i0119 strains

Donor strains and

Selective drug/Recombinants

patterns of
resistance Hg Su Sm Tc Cm Km
E. coli0118/16 HgSuSm HgSuSm HgSuSm
{HgSuSmTcCmKm)  HgSuSmTcCmKm HgSuSmTeCmKm HgSuSmTcCmKm HgSuSmTcCmKm HgSuSmTcCmKm HgSuSmToCmKm
E. coli0119/23 HgSuSm HgSuSmTc¢
(HgSuSmTcCmKm) HgSuSmCmKm HgSuSmCmKm HgSuSmCmKm HgSuSmTcCmKm HgSuSmCmKm HgSuSmCmKm
E. coli0119/30 HgSuSmCm HgSuSmCm HgSuSm HgSuSmTc
{HgSuSmTcCmKm}  HgSuSmCmKm HgSuSmCmKm HgSuSmCmKm HgSuSmTcCmKm HgSuSmCmKm ngSuSmCme
E. coli0119/33 HgSu HgSuTc
{HgSuTcCmKm) HgSuCmKm HgSuCmKm HgSuTcCmKm HgSuCmKm HgSuCmKm
£. coli0119/1 HgSu
(HgSuTeCrmKm) HgSuTcCmKm HgSuToCmKm HgSuTcCmKm HgSuTcCmKm HgSuTcCmKm
£ coli0119/26 HgSu HgSuTcCm
{HgSuTcCmKm) HgSuTcCmKm HgSuTcCmKm HgSuTeCmKm HgSuTcCmKm HgSuTeCmKm
Su
. coli0119/34
£. coli0119/ HgSuTeCmKm SuCm HgSuTcCmKm HgSuTcCmKm HgSuTcCmKm
(HgSuTcCmKm)
HgSuTcCmKm
Table§ — Co-transfer of mercury resistance and resistance to sulfadiazine-antibiotics in Klebsiella strains
Donor strains and Selective drug/Recombinants
pattarns of Hg su Sm Te cm Km Ap
resistance
| HgSuSmCm HgSuSmCm SuSmTcCm
Kiebsiella sp/ 089 HgSuSmTcCm HgSuSmTcCm HgSuSmTcCm HgSuSmTcCm HgSuSmTcCm HgSuSmTcCmKm not
(HgSuSmTcecmKm HgSuSmTcCmKm HgSuSmTeCmKm  HgSuSmTcCmKm HgSuSmTcCmKm HgSuSmTcCmKm detected
not
Kiebiella sp/055 SuSmTcCmKm HaSuSmTcCm
{HgSuSmTcCmKmAp) HgSuSmTcCmKm HgSuSmTcCm HgSuSmTceCmKm  HgSuSmTcCmKm g HgSuSmTcCmKm  detected
HgSuSmTcCmKm HgSuSmTcCmKm
Klebsiella sp/ 080 : not
GHgSUSMTCCmAD) HgSuSmTcCm HgSuSmTecCm HgSuSmTcCm HgSuSmTcCm HgSuSmTeCm detected
Kiebsiella sp/035 not
{HgSuSMTcAp) HgSuSmTc HgSuSmTc HgSuSmTe HgSuSmTc detected
Ki jell C
Tebsiella sp/ 048 HgSuCmKkm HgSuCmKm SuCmKm
{HgSuCmKm) HgSuCmKm HgSuCmKm
, HgSuCm
Igel');vzla f("/?” HgSuCmKm HgSuKm HgSuCmKm HgSuCmKm
{HgSuCmKm HgSuCmKm
Klebsiella sp/ 110 H not
{HgAp!} 9 detected
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Table 6 — Co-transfer of mercury resistance and resistance to sulfadiazine-antibiotics in Salmonella strains

Donor strains and

Selective drug/Recombinants

patterns of
. Hg Su Sm Te Cm Km Ap
resistance
km
L HgCm CmKm
S typhimurium/217 ~ —re SuSmAp SuSmAp TeKm TeCmKm Cmkm SuSmAp
{HgSuSmTcCmKmAp) HgTcCmKm TcKm
HgTcCmKm HgTeCmKm
HgTcCmKm
S. typhimurium/ 220 Te TeKm
(HgSuSmTcCmKmAp)  HgKm SuSmAp SuSmAp TeKm HgTcCmKm HgKm SuSmAp
HgTcCmKm
S. typhimurium135 Hg Ap
{HgSuSmTcCmKmAp)  HgTeCmKm SuSmAp SuSmAp HgTeCmKm HgTcCmKm HgTcCmKm SuSmAp
S. typhimurium/122 HgCm HgCm Km Ap
{HgSuSmCmKmAp)  HgCmKm SuSméAp SuSmAp HgCmKm HgCmKm SuSmAp
oo
S. derby/ 104 HgKm SuSm - SuSm HgSuSan[w)A HgKm HgCmAp
{HgSuSmCmKmAp) HgSuSmKm HgSuSmKm HgSuSmKm 9 P HgSuSmKm HgSuKmAp
HoSuSmCmkm HgSuSMCMKmA
HgSuSmCmKmAp 9 P
HgSuAp
S. derby/120 HgKm SuSm SuSm ) HgCmAp
H
(HgSuSmCmKmAp) HgSuSmKm HgSuSmKm HgSuSmKm HgSuSmCmKmAp gKm HgSuCmAp
HgSuSmKmAp
S. typhimurium/97 Ap
(HgSuSm CmAp) HgCm SuSmAp SuSmAp HgCm SuSmAp
Co-transfer of Hg-resistance and lac markers — Discussion

Six strains of Klebsiella and one of Enterobac-
ter were able to transfer the Hg-resistance de-
terminants among with the determinants for
lactose fermentation. Clones with these charac-
teristics were selected in MacConkey agar pla-
tes containing HcCl,. The frequencies of co-
transfer of the two phenotypes are shown in
Table 7. All strains were resistant only to mer-
cury. Preliminary experiments on the segrega-
tion of these markers in £. coli recombinants,
showed that all lac- segregants were sentitive
to Hg whereas all lac+ colonies were Hg-resis-
tant.

Table 7 — Co-transfer of mercury-resistance and the cha-
racter lac in Klebsiella-Enterobacter strains

Recombinants Frequency

Deonor
Crosses number of

number (HgRlac*)  transfer
Enterobactersp/163x K12  2.9x 108 1.0x108  3.4x106
Klebsiella sp/ 128 x K12 2.9x108 4.0x102  1.4x106
Kilebsiella sp/117 x k12 2.9x 108 7.0x102  2.3x106
Kiebsiella sp/ 142 x K12 2.9x108 5.0x102  1.7x10°6
Klebsiella sp/113 x K12 2.5x 108 2.5x102 1.0x10-8
Klebsiella sp/ 137 x K12 25x108  45x102  1.8x106
25x108  1.0x102  4.0x107

Klebsiella sp/176 x K12

It was found that 138 (15.9%) out of 870
strains of enterobacteria isolated from clinical
sources were resistant to mercury. Except for
Providence all other genera, Escherichia, Shi-
gella, Salmonella, Klebsiella, Citrobacter and
Proteus had species showing mercury-resis-
tance. It is noteworthy that no strains of S. ty-
phi, P. mirabilis, P. vulgaris or P. morganii we-
re found to be resistant to mercury. The ab-
sence of mercury resistance in strains of S. ty-
phy, Providence, and Proteus could be due
either to intrinsic properties of these microor-
ganisms or to a weak exposition of these bac-
teria to mercury and/or antibiotics and suifa-
diazine. If there is a weak selective pressure on
less frequent bacteria such as S. typhi, Provi-
dence and P. vulgaris, the same situation is -
hardly the case with ubiquitous microorganisms
such as P. mhirabifis and P. morganii. Otherwi-
se, Proteus and Providence usually differ from
the other enterobacteria in several characteris-
tics (3, 7), including resistance to antibiotics (16).

Resistance to mercury was associated with
sulfadiazine-antibiotics resistance in most stra-
ins. Only the genus Klebsiella comprised quite
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a few strains with an exclusive resistance to
mercury. Mercury resistance was transferable
in most strains, R factors been isolated with dif-
ferent drug-resistance determinants. Co-trans-
fer results (Tables 4, b and 6) strongly sugges-
ted that mercury and sulfadiazine-antibiotics
determinants were carried by the same R fac-
tor since all clones of recipient strain, with a
few exceptions, were simultaneously resistant
to mercury and sulfadiazine-antibiotics, regar-
dless of the resistance pattern of the clone and
of the original plate where it was selected from.

Since sulfadiazine and antibiotic-resistant
sirains of enterobacteria are very frequent (23,
24), it should be interesting to know the role of
mercury salts in selecting for drug-resistant
strains. Conversely, since there are R factors
mediating multiple drug resistance, mercury-re-
sistant strains could be isolated by selection for
antibiotic resistance.

The segregation of resistance markers observ-
ed in £. coli recipient strain in relation to donor
strains (Tables 4, 5 and 6) may be related to
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Infludncia da resisténcia
cromossdmica e extracromossomica
a drogas no
crescimento de Escherichia coli

Darci Satsuki Aoki Watanabe*

Resumo

Curvas de crescimento de E. coli, respectivamente sensivel e resistente a drogas por muta-
¢3o e fatores R, revelam que: a presenga do fator R na célula reduz, discretamente, a capa-
cidlade de crescimento; as mutacdes para tetraciclina, cloranfenicol e canamicina prejudi-
cam o crescimento nas fases inicial e logaritimica, sobretudo na primeira, enguanto que as
mutac@es para estreptomicina, sulfadiazina e acido nalidixico, particularmente as duas Glti-
mas, ndo interferem com o crescimento, quando se compara com a amostra sensivel. O fe-
ndémeno é estatisticamente comprovado.

Summary

Influence of chromosomic and extrachromosomic drug resistence in Escherichia coli
growth.

Growth curves determined in the complex and minimal media of E. cofi sensitive and drug
resistant by R factor and mutation, reveal that: the presence R factor in the cell provoke a dis-
crete reduction in growth capacity; the mutations to tetracycline, chloramphenicol and ka-
namycin impair more specifically the lag-phase than the exponential growth; the mutations
to streptomycin, sulphadiazine and nalidixic acid, particularly to the last two, do not interfe-
re with bacterial multiplication when compared with the sensitive strain. The phenomenon
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is statistically proved.

Introdugdo

A resisténcia bacteriana a drogas, por muta-
¢80 ou aquisiglo de fatores extracromossémi-
cos, tem sido exaustivamente demonstrada (3,
8, 9, 14, 15, 16) e ja se sabe que a mutagdo
pode causar mudangas na capacidade de cres-
cimento das linhagens.

O estudo da resposta do crescimento & con-
centracdo sub-méaxima de cloranfenicol, em li-

" nhagens de Staphylococcus aureus, revela que
a amostra mais resistente apresenta maior di-
ficuldade de crescimento, quando comparada
a de resisténcia inferior {11). Em contraposi-
c3o, outros autores verificaram que mutantes
resistentes & estreptomicina (5) e a benzil-pe-
nicilina (10) demonstram crescimento exube-
rante, tanto na presenca como na auséncia da
droga, em relacdo & amostra original, sensivel.

Em Escherichia coli, mutantes resistentes a
estreptomicina apresentam taxas de cresci-
mento menores do que as de linhagens sensi-
veis, tanto para o meio complexo como para
o meio minimo (1, 2, 6). E. coli K12, com altos
niveis de resisténcia ao cloranfenicol, exibe
tempo de geracdo de 100 minutos, mesmo na
auséncia da droga, enquanto que na amostra
sensivel & de 30 minutos (17).

O papel do fator R sobre o crescimento tam-
bém tem sido examinado. Em Sa/monella ty-
phimurium ‘R-, foram efetuadas transferéncias
de varios fatores R, concluindo-se que as amos-
tras R+ exibem, de modo geral, menor veloci-
dade de crescimento. A redugdo da taxa de
crescimento varia de acordo com o tipo de fa-
tor R (23). :

Sabendo-se que a multirresisténcia a drogas,
induzida por mutagdes simples, dupla e tripla,

* Departamento de Microbiologia e imunologia do Instituto Bésico de Biologia Médica e Agricola do Campus de Botucatu,

Caixa Postal 102, 18610 RUBIAO JUNIOR SP.
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provoca retardo no crescimento, investiga-se,
no presente trabalho, a influéncia das muta-
¢oes e dos fatores R em E. coli 0111:B4:H2,
em relacdo aos diversos tipos de drogas anti-
microbianas utilizadas.

Material e Métodos

Amostras — Foram utilizadas linhagens resis-
tentes derivadas de Escherichia coli 0111:B4:H2,
lactose positiva, resistente a 1ug/mi de estrep-
tomicina (E), tetraciclina (T), cloranfenicol (C),
canamicina (K), &cido nalidixico (An) e a 20 ug/
mi de sulfadiazina {Su).

Obtencdo de mutantes — Foi empregada a téc-
nica de Szybalski & Bryson (18) para a obten-
cBo de mutantes a estreptomicina, tetracicli-
na, cloranfenicol, canamicina e &acido nalidixi-
co, utilizando-se como meio de cultura o D.S.T.
Agar Base-Oxoid e o Mueller Hinton Agar-
Macknur, quando da obtenc8o de mutantes a
sulfadiazina.

Determinacdo do nivel de resisténcia — Em-
pregou-se a técnica da diluicgo em placa {22),
nas concentracdes de droga equivalentes a: 1,
5, 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500 e 1000 ug/
ml de sulfadiazina, estreptomicina, tetraciclina,
cloranfenicol, canamicina e é4cido nalidixico,
sendo utilizados 0s mesmos meios de cultura
para a obtengdo de mutantes.

A concentracdo da droga, imediatamente in-
ferior & que impedia o crescimento bacteriano,
indicava o nivel de resisténcia do mutante.

Mutantes empregados — Para realizacdo das
curvas de crescimento, foram selecionadas li-
nhagens resistentes aos antibiéticos e quimio-
terapicos, nas seguintes concentracoes: 50, 100,
200, 500 e 1000 ug/mi de sulfadiazina, es-
treptomicina e acido nalidixico; 50, 100, 200 e
300 ug/ml de tetraciclina; 50, 100, 300, 400 e
500 ug/ml de cioranfenicol e de 50, 100, 200,
300 e 1000 ug/ml de canamicina.

Obtencdo de linhagens resistentes por aquisi-
¢do de fatores R — Foram selecionadas trés
linhagens de Escherichia coli K12J5, lac*, pro-,
met~ e portadoras de fatores R, com resistén-
cia para sulfadiazina, estreptomicina, tetraci-
clina, cloranfenicol e canamicina. O fator R,
presente nessas linhagens, foi transferido para
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Escherichia coli 0111:B4:H2, por conjugacio
(7). Utilizou-se, como placa seletora, o agar
acetato de sodio {21), contendo 20 ug/ml de
tetraciclina e o crescimento presente foi purifi-
cado em MacConkey Agar-Oxoid. Ap6s a iden-
tificac8o sorologica da Escherichia coli0111:B4:H2,
procedeu-se a determinacic dos niveis de re-
sisténcia as drogas citadas.

A capacidade de crescimento foi testada na
linhagem resistente a 1000 ug/ml de sulfadia-
zina, 50ug/ml de estreptomicina, 500 ug/mi
de tetraciclina, 100 ug/mi de cloranfenicol e
500 ug/ml de canamicina.

Curvas de crescimento — Meios de Cultura —
A habilidade de crescimento das amostras foi
pesquisada em meio complexo (Brain Heart In-
fusion-Oxoid} e em meio minimo (fosfato mo-
noécido de sbdio, 105g; fosfato diacido de s6-
dio, 45g; citrato de sodio, 4,7g; sulfato de
magnésio anidro, 0,5g; sulfato de aménio, 10g;
glicose, 2g e agua destilada, 1000m).

Padronizagdo do inoculo e controle do cresci-
mento bacteriano — As amostras resistentes
foram semeadas em 10ml de meio complexo e
de meio minimo, contendo a droga antibacte-
riana. Para o primeiro meio, os tubos foram in-
cubados a 37°C, por 24 horas; para o segun-
do, por 36 horas. Utilizou-se o crescimento de
24 horas com relac8o a amostra sensivel e a
portadora de fator R, para ambos os meios, sem
adiclio da droga.-Apos centrifugacdo dos cres-
cimentos a 3000 rpm, durante 10 minutos, o
sedimento foi homogeneizado em solucio sali-
na 0,15M esterilizada e padronizado para 20
unidades nefelométricas (U. N.). Para a reali-
zacdo das curvas de crescimento, 0,1ml da sus-
pensdo era adicionado em cada tubo que con-
tinha 10ml de meio complexo ou de meio mi-
nimo, sem droga, previamente aquecidos a
37°C. Apos leitura inicial, os tubos eram incu-
bados em banho-maria a 37°C e retirados so-
mente para posteriores determinacoes. Para o
controle do crescimento bacteriano, foram efe-
tuadas medidas da concentracdio bacteriana em
Nefeiébmetro (Evans Eletroselenium Ltda., En-
gland). As leituras foram expressas em unida-
des nefelométricas e feitas no inicio da expe-
riéncia e apos intervalos de 30 minutos para o
meio complexo e de uma hora para o meio mi-
nimo.

Pardmetros da curva de crescimento — Sendo
X, @ concentragdo celular, no inicio da fase
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exponencial, e X a concentragdo no instante t,
tem-se:

X=X,.e & (a)

onde o & a velocidade especifica de crescimen-
to do microrganismo nas condi¢des do ensaio.
Através da regressdo linear aplicada aos valo-
res X e t, na equacdo a, determina-se .

Assim:
log X = log X, + '“2—%65 .t

Conhecendo-se a, calcula-se o tempo de ge-
rac8io (G), por meio da equagéo a, resultando:

G = 288 (c)
o
A taxa de crescimento {R), em termos de
namero de gera¢des, na unidade de tempo,
sera:

1

R =G (d)

Para representar todas as fases de uma cul-
tura em crescimento, os dados experimentais
foram projetados em papel milimetrado.

(b)

Resultados

Crescimento da linhagem sensivel (S) e da
portadora de fator R (R*) — Observa-se que a
duracdo média da “/lag’-fase, no meio com-
plexo, foi praticamente a mesma para as duas
linhagens, sendo idéntica para o meio minimo
(Tabela 1). Quanto & capacidade de cresci-

Tabela 1 — Valores encontrados para “lag"-fase, taxa de
crescimento (R) da linhagem sensivel (S) e da portadora de
fator R (R*) em meio complexo e em meio minimo

MEIO COMPLEXO MEIO MINIMO
“Lag"’-fase (h) R (G/h) »'Lag'’-fase {h) R (G/h)
s RY s Rt s Rt s RT
1,50 1,50 2,60 2,50 2,50 2,00 1,03 0,90
2,00 2,00 2,88 2,60 2,50 2,50 0,89 0,83
1,76 1,75 2,74 2,43 2,00 1,50 0,88 0,86
1,75 1,75 2,88 2,57 2,00 2,50 0,94 0,96
1,80 1,75 2,96 3,39 2,00 2,50 1,00 0,98
1,80 2,00 2,48 2,98 2,00 2,00 0,94 0,86
2,00 1,76 3,42 3,06 2,50 2,50 1,02 1,00
2,00 2,00 3,34 3,11 2,00 2,00 1,01 0,94
1,50 -1,50 3,26 3,28
Retm  Katmm R-295 K28 X-218 K=218 X=0% X=09
8 =023 s =019 3 =033 s =038 s =025 8 =037 s = 0,05 s = 0,06
Testet = -0.54 Teste t = -0,42 NS Testet = 0,70
IN.S.) NS} NS
média

= desvio padréo
.S ndo significativo

X
s
N.S. =

G/h = nimero de geragGes/hora
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Figura 1 — Curvas de crescimento de Escherichia coli
sensivel da portadora de fator R, em meio complexo

63
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3
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*U.N. = Unidade nefelométrica

Figura 2 — Curvas de crescimento de Escherichia coli
sensivel e da portadora de fator R, em meio minimo

*U.N.
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Tabela 2 — Valores encontrados para "lag”-fase e taxa de crescimento, em meio complexo, de mutantes com diferentes

niveis de resisténcia (Lig/ml) as drogas

Drogas E

T Cc E An Su
Nivel ]
tg/mi “Lag’-fase R “Lag"-fase R “Lag”-fase R “Lag’’-fase R “Lag”-fase R “Lag”-fase R
50 1,50 3,04 3,50 1,76 2,00 2,46 3,80 2,77 2,00 2,81 1,78 3,13
100 2,00 2,96 3,60 1,64 2,75 2,87 4,50 2,04 2,00 3,12 2,00 3,39
200 2,50 2,01 4,00 1,51 2,75 3,46 3,50 1,91 1,50 2,21 1,75 3,04
300 - - 2,00 2,15 2,50 2,66 4,50 2,13 — - - -
400 - - - — 3,00 2,96 - — - - — —~
500 2,25 1,73 — - —2,85 2,85 — -~ 2,00 3,05 2,00 2,18
1000 2,75 2,00 — — — - 2,25 2,32 2,00 4,00 1,75 3,12
X 2,20 2,36 3,25 1,76 2,66 2,88 . 3,65 2,37 1,90 3,04 1,85 3,17
s 0,48 0,60 0,86 0,27 0,37 0,33 0,92 0,33 0,22 0,64 0,13 0,12
.E = estreptomicina An = Acido nalidixico - L
X = média

T = tetraciclina Su = suifadiazina

C = cloranfenicof

mento, as valores obtidos para a linhagem S
sdo discretamente superiores aos da linhagem
R* em ambos os meios. Entretanto, aplican-
do-se o teste t, aos valores obtidos para a
“lag”-fase e taxa de crescimento, conclui-se
que as diferencas n8o sHo significantes ao ni-
vel de 5%. As curvas de crescimento de am-
bas as linhagens nos meios citados estso ilus-
tradas nas figuras 1 e 2.

Relagdo entre o crescimento da linhagem sen-
sivel, da portadora de fator R e de mutantes
resistentes-as diferentes drogas — Meio com-

lexo — Os valores obtidos para ““lag’’-fase e
g

taxa de crescimento sfo apresentados na Ta-
bela 2 e os resuitados da analise estatistica na

Tabela 3. Comparando-se os dados das Tabe-

Tabela 3 — Teste de Tukey relativo 3 "lag’’-fase e taxa de
crescimento, em meio complexo da linhagem sensivel, da
portadora de fator R e de mutantes resistentes as diferentes
drogas )

Contrastes entre médias Significancia
“Lag"-fase (h) R (G/h)

Selvagem x mutante E N.S. N.S.
Selvagem x mutante T * *

Selvagem x mutante C * N.S.
Selvagem x mutante K * *

Selvagem x mutante An N.S. N.S.
Selvagem x mutante Su N.S. N.S.
Fator R x mutante E N.S. N.S.
Fator R xmutante T * *

Fator R x mutante C * N.S.
Fator R x mutante K * N.S.
Fator R x mutante An N.S. N.S.
Fator R x mutante Su N.S. N.S.

ndo significante

N.S.
* significante ao nivel de 5%

I n

R =nGmero de geragdes/hora

s = desvio padrdo

las 1 e 2, observa-se que a duraciio média das
“lag”-fases das linhagens S e R* foi semelhan-
te @ dos mutantes para a estreptomicina, sul-
fadiazina e 4cido nalidixico e acentuadamente
menor do que a duragfo das ‘lag’-fases dos
mutantes para a tetraciclina, o cloranfenicol e
a canamicina, sendo a diferenca significativa
ao nivel de 5% para as trés (ltimas drogas. Em
se tratando da taxa de crescimento, a linha-
gem S diferiu significantemente apenas dos
mutantes para a tetraciclina e canamicina, e a
linhagem R+ sé diferiu significativamente dos
mutantes para a tetraciclina, no sentido de
que os valores médios de suas taxas de cresci-
mento foram superiores aos dos mutantes.

O exame das curvas de crescimento dos
mutantes (Fig. 3) para a tetraciclina e a sulfa-
diazina revela que a Ultima é bastante seme-
lhante as das linhagens S e R+, enquanto que
a curva do mutante para tetraciclina demons-
tra extenso periodo de “lag’’-fase e menor in-
tensidade de crescimento. As diferencas, quan-
to & “lag”-fase ¢ & fase exponencial das curvas
de crescimento dos mutantes & tetraciclina, a
canamicina, a sulfadiazina e ao acido nalidixi-
co, -estdo ilustradas na Fig. 4.

Meio minimo — Os valores relativos 3 “lag’-fa-
se e taxa de crescimento estdo expressos na
Tabela 4 e cs resultados da andlise estatistica
na Tabela 5 Observa-se que a durag3io média
das “lag’’-fases dos mutantes para a tetracicli-
na e a canamicina foi significantemente maior
que a das lirhagens S e R+ {Tabela 1), fato ndo
observado e¢m relagdo aos mutantes resisten-
tes & estrepomicina, ao cloranfenicol, a sulfa-
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Figura 3 — Curvas de crescimento de Escherichia coli sen-
sivel, portadora de fator R e mutantes a sulfadiazina e a

tetraciclina, em meio complexo

"U.N.

0 05 1,015 2025 30.35 40 45 50 5560 bhoras

*U.N. = Unidade nefelométrica
Linhagem sensével

we—-— Linhagem portadora de Fator R

Mutante 3 sulfadiazina (1000 ug/ml)
Mutante 3 tetracictina {200 ug/mi}

35

Figura 4 — Curvas de crescimento de Escherichia coli re-
sistentes A tetraciclina, & canamicina, ao 4cido nalidixico
e & sulfadiazina, em meio complexo

o w @

0 0,510 152025 30354045 50556065 7,075 80 85 9,09,5 10,0105 11,0
horas
*U.N. = Unidade nefetométrica
Mutante 3 tetracictina {200 ug/ml}
Mutante & kanamicina {100 ug/mi}

———— Mutante ao 4cido nalidixico (500 ug/mi)
wxwx—x Mutante & sulfadiszina (1000 ug/ml)

Tabela 4 — Valores encontrados para “lag”-fase e taxa de crescimento, em meio minimo, de mutantes com diferentes

niveis de resisténcia (Ltg/mil) as drogas

Drogas

E T C K An Su

/Tg\;j‘ml “Lag”-fase R  “Lag’-fase R  “lag”-fase R  “lag"-fase R “Lag'-fase R  “Lag’-fase R
50 3,00 0,92 7,00 0,71 3,00 0,98 4,00 0,92 2,00 0,96 3,00 0,97

100 — - 8,50 0,69 — - — — - - - -
200 5,00 0,62 6,50 0,43 4,50 0,81 8,00 0,72 3,50 0,78 5,00 0,99

300 — - 9,00 0,56 - — 7,50 1,00 - - - —

400 — — - — 5,00 0,69 — — - — — -
500 4,50 0,49 — — — - — — 2,00 0,86 2,00 0,84
1000 4,50 0,53 - - - — 3,00 0,98 3,00 0,85 2,50 0,98
X 4,25 0,64 7,75 0,60 4,16 0,83 5,62 0,90 2,62 0,86 3,12 0,94
s 08 0,19 1,19 0,12 1,04 0,14 2,49 0,12 0,75 0,07 1,31 0,06

- Tabela 5 — Teste de Tukey relativo & “lag’’-fase e taxa de
crescimento, em meio minimo, da linhagem sensivel, da
portadora de fator R e de mutantes resistentes as diferentes
drogas

Contrastes entre médias Significancia

“Lag’’-fase (h} R1{G/h)
Selvagem x mutante E N.S. *
Selvagem x mutante’T * *
Selvagem x mutante C N.S. N.S.
Selvagem x mutante K * N.S.
Selvagem x mutante An N.S. N.S.
Selvagem x mutante Su N.S. N.S.
Fator R x mutante E N.S. *
Fator R-xmutante T * *
Fator R x mutante C N.S. N.S.
Fator R x mutante K * N.S.
Fator R x mutante An N.S. N.S.
Fator R x mutante Su N.S. N.S.

diazina e ao acido nalidixico. No tocante a ca-
pacidade de multiplicagéio, apenas os mutan-
tes para a estreptomicina e tetraciclina apresen-
taram taxa de crescimento significantemente
inferior a das linhagens S e R*, sendo a diferen-
ca para os demais mutantes néo significante.
A analise das curvas de crescimento dos
mutantes a tetraciclina e a sulfadiazina, quan-
do comparadas com as linhagens S e R* (Fig.
5) revela que, em ambos os mutantes, sdo se-
melhantes as encontradas para o meio com-
plexo. As diferengas quanto a “lag”’-fase e fa-
se exponencial das curvas de crescimento dos
mutantes & tetraciclina, a estreptomicina, ao
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Figura 5 — Curvas de crescimento de Escherichia coli
sensivel, portadora de fator R e mutantes a sulfadiazina
e 4 tetraciclina, em meio minimo

*U.N.

)
0 1020 3040 50 60 70 80 9,0 10,0 11,012,0 130

o w o ©

horas

*UN. = Unidade nefelométrica’
- Linhagem sensivel

»—=—:— Linhagem portadera de Fator R
_____ Mutante & sulfadiazina (1000 ug/ml)

X——x—— Mutante 3 tetraciclina {100 ug/ml)

acide nalidixico ¢ & sulfadiazina estdo repre-

sentadas na Fig. 6.

Discussio

Verifica-se que, tanto no meio complexo
como no meio minimo, a presenca do Fator R
na célula, praticamente, ndo alterou sua capa-
cidade de crescimento. Observa-se, todavia,
discreta tendéncia da linhagem S em crescer
mais adequadamente do que a linhagem R+,
quer se considere a duraco média das “lag”’-
fases, quer se leve em conta o nimero médio
de geracdes por hora e a curva de crescimen-
to, embora as diferencas ndo sejam estatisti-
camente significantes. Watanabe & Watanabe
(23) mencionaram que os fatores R podem re-
duzir o crescimento das linhagens de Saimo-
nella de maneira nem sempre evidente. Rome-
ro (13), estudando a influéncia de varios fato-
res R no crescimento de amostras de Escheri-
chia coli K12, verificou que alguns reduziram,
de maneira discreta, seu crescimento, sendo a

Darci S.A. Watanabe

Figura 6 — Curvas de crescimento de Escherichia coli resis-
tentes a tetraciclina, 4 estreptomicina, ao 4cido nalidixico e
a sulfadiazina, em meio minimo
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redugcdo mais acentuada quando dois fatores
R associados eram desreprimidos. Tomando-
se, assim, os resultados do presente trabalho
e os encontrados na literatura, admite-se que
as células portadoras de fator R reduzem dis-
Cretamente a sua capacidade de crescimento.
Isto poderia ser explicado pelo gasto de ener-
gia necessario 3 sintese do fator. :
Com relagdo a influéncia das mutacdes, os
resultados foram mais conclusivos para ambos
0s meios, quer se considere a “’lag”-fase, quer
se leve em conta a taxa de crescimento. Rela-
tivamente ao meio complexo, a duracio mé-
dias das “lag”-fases dos mutantes foi mais lon-
ga do que a “lag”-fase da linhagem sensivel e
da portadora de fator R, sendo a diferenca es-
tatisticamente significante para os mutantes
resistentes & tetraciclina, ao cloranfenicol e a
canamicina. Em se tratando da taxa de cresci-
mento, verifica-se que os mutantes para es-
treptomicina, tetraciclina, cloranfenicol e ca-
namicina apresentaram valores médios inferio-
res aos das linhagens S e R+, embora ocorresse
significncia apenas & tetraciclina € a canami-
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cina. Por outro lado, os mutantes resistentes
3 sulfadiazina e ao acido nalidixico suplanta-
ram, em taxa de crescimento, as amostras S
eR™*.

Os resultados obtidos para o meio minimo
s3o semelhantes aos obtidos no meio comple-
xo0, com excecdo da taxa de crescimento dos
mutantes a canamicina, que foi praticamente
igual & taxa de crescimento da linhagem sen-
sivel e & da portadora do fator R. Nota-se ain-
da que a duracdo média das “lag”-fases dos
mutantes & tetraciclina, canamicina, estrepto-
micina e cloranfenicol foram duas ou mais ve-
zes superiores & duragdo média da amostra
sensivel e da portadora de fator R, o que néo
ocorreu no meio complexo. De modo geral, o
meio minimo ndo favoreceu as atividades me-
tabélicas dos mutantes durante a fase inicial
de crescimento.

A julgar por estes resultados, parece fora de
davida que as mutacdes para resisténcia a dro-
gas prejudicam o crescimento bacteriano. Tal
prejuizo estad mais relacionado com a “’lag”’-fa-
se do que com a taxa de crescimento. Entre-
tanto, & digna de nota a diferenca de compor-
tamento quando se comparam as curvas de
crescimento dos mutantes para tetraciclina,
cloranfenicol e canamicina, com as curvas de
crescimento dos mutantes para estreptomici-
na, acido nalidixico e sulfadiazina, particular-
mente com os dois Ultimos. Sem duvida, o
efeito das mutacdes & bem mais evidente no
crescimento dos primeiros. Semelhante acha-
do apresenta estreita relacdo com o fato de
que foram necessarias numerosas passagens
em placas gradientes para a obteng&o dos mu-
tantes & tetraciclina, ao cloranfenicol e a cana-
micina e relativamente poucas para a obtencéo
dos mutantes a estreptomicina, & sulfadiazina
e ao acido nalidixico. Além disso, foi demons-
trado que uma Unica mutacdo determina ni-
veis elevados de resisténcia a estreptomicina
{4, 17) e & sulfadiazina (12). Quanto ao &cido
nalidixico, os resultados desta pesquisa levam
a crer que a mutacdo para esta droga seja tam-
bém decorrente de um Gnico passo mutacional,
em virtude da facilidade em obter mutantes a
elevados niveis de resisténcia. E possivel que os
mutantes para estreptomicina, sulfadiazina e &ci-
do nalidixico sejam consequéncia de uma ou duas
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mutacdes e os mutantes para tetraciclina, clo-
ranfenicol e canamicina consequéncia de muitas.

Os resultados do presente trabalho s8o com-
pativeis com os obtidos por outros autores (1,
2, 6, 17), pelo menos com relacdo aos tipos
de mutantes investigados em comum.

As informaces obtidas podem ainda expli-
car alguns achados sobre a ocorréncia de de-
terminados tipos de enterobactérias resisten-
tes a drogas, encontradas emoondicfes natu-
rais. Toledo & col. (20), pesquisando fatores
R em amostras de Shigella, verificaram que a
resisténcia a trés ou mais drogas era quase
sempre decorrente da presenca de fatores R,
enguanto que a resisténcia & sulfadiazina e a
estreptomicina, bem como a resisténcia simul-
tdnea as duas drogas podia ser determinada
por fatores R ou por mutacdo. Sabe-se, por
outro lado, que os fatores R ndo determinam
resisténcia ao acido nalidixico (19), sendo rela-
tivamente freqliente o encontro de mutante a
essa droga. Além disso, é extremamente raro
encontrar-se resisténcia por mutacéo a tetraci-
clina, ao cloranfenicol e & canamicina, em en-
terobactérias, sendo ainda verificagdo comum
que a resisténcia multipla &€, na maioria das ve-
zes, mediada por fatores R (3, 8, 9, 14, 20).
E possivel que a escassez de mutantes resis-
tentes a tetraciclina, ao cloranfenicol e a cana-
micina, bem como de mutantes com resistén-
cia® multipla, possa ser explicada pela dificul-
dade que encontrariam em se perpetuar na
natureza, onde as condicdes de crescimento
ndo sio favoraveis. Esta hipdtese estaria de
acordo com o fato de serem isoladas, com
maior freqiiéncia, mutantes resistentes a sul-
fadiazina, a estreptomicina e ao &cido nalidixi-
co, exatamente os mutantes cuja capacidade
de crescimento ndo é substancialmente altera-
da pelo evento mutacional. A mesma linha de
raciocinio pode ser aplicada ao encontro, ex-
tremamente comum, de enterobactérias porta-
doras de fator R, em condicdes naturais.
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Isolation and identification
of menaquinone from
Corynebacterium ovis

(C. pseudotuberculosis)*

Thuioshi loneda
& Célio Lopes Silva

Summary

A menagquinone was isolated from lipids of Corynebacterium ovis. Its isolation was carried
out by column chromatography and by preparative thin-layer chromatography. The puri-
fied fraction was analysed by ultraviolet, infrared, nuclear magnetic resonance and mass
spectroscopies. It contained a substance identified as menagquinone MK8 (il-H}, similar to
quinones described in Corynebacterium diphtheriae, Nocardia rhodochrous and Mycobac-
terium phlei.

Resumo

Isolamento e identificagdo de menaquinona de Corynebacterium ovis (C. pseudotuberculo-
sis)

A menaquinona foi isolada a partir de lipideos de Corynebacterium ovis. O seu isolamento
foi realizado por cromatografias em coluna e em camada delgada. A fraco purificada foi
analisada por espectroscopias no infravermelho, ultravioleta, ressonancia magnética nu-
clear e por espectrometria de massa. Ela continha uma substancia identificada como mena-
quinona MK8 (lI-H), semelhante as quinonas descritas em Corynebacterium diphtheriae,

em Nocardia rhodochrous e em Mycobacterium phlei.

Introduction

It was shown that Corynebacterium diphthe-
riaé contains a menaquinone (2-methyl-1,4-
naphthoguinone) with the isoprenoid side chain
attatched to the 3-position of naphthoquinone
nucleus (3), further identified as dihydromena-
quinone MK8 (lI-H) (dihydro 2-methyl-3-
octaprenyl-1,4-naphthoquinone) (9). In this
substance, the dihydroisoprene unit of the
polyprenoid side chain was located at the se-
cond unit from the quinone ring (2}. Similarly,
the dihydroisoprene unit of the side chain of the
dihydro 2-methyl-3-nonaprenyl-1,4-naphtho-
quinone, MK9 (I1-H) from Mycobacterium phlei
was located at the second unit from the quino-
ne ring (1).

involvements of menaquinones in electron

transport system in C. diphtheriae (8) and in
oxidative phosphorylation in Mycobacterium
phiei (4) have been described. Since these bio-
logical functions attributed to menaquinones
are of paramount importance for cells of these
organisms, it was reasonable to suppose that
Corynebacterium ovis (C. pseudotuberculosis),
a pathogen organism for sheep, also contained
a similar type of quinones.

This communication describes the isolation
of a dihydromenaguinone MK8 (lI-H) from ii-
pids of C. ovis.

Material and Methods

Chemicals — All chemicals were of analytical
grade and solvents were distilled prior to use.

* Supported by Fundagsio de Amparo & Pesquisa do Estado de S#o Paulo, FAPESP (Project Bioq/FAPESP)
Departamento de Bioguimica, Instituto de Quimica, Universidade de S3o Paulo, Caixa Postal 20780,01000 S&o Paulo SP
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Chromatographic procedures — Column chro-
matography was carried out on silicic acid (Car-
lo Erba, Milano, Italy) and on aluminium oxide
(E. Merck A.G., Darmstadt, Germany). These
adsorbents were treated as described pre-
viously (11). Thin layer chromatography was
carried out on silica gel H plates (E. Merck
A.G., Darmstadt, Germany). The foliowing de-
veloping solvents were used: n-hexane-ethyl
ether-acetic acid (70:5:1, v/v/v) (solvent A); n-
hexane-ethyl ether-acetone-acetic acid
(70:20:5:1, v/v/v/v) (solvent B). Detection was
carried out by exposing the plates to iodine va-
pours.

Organism — Corynebacterium ovis (C. pseudo-
tuberculosis), a sub-clone of the strain B 1/50,
was the generous gift of Prof. H.R. Carne, De-
partment of Pathology, University of Cambrid-
ge, Cambridge, England. The cells were grown
for one week at 37°C in two liter Erlenmeyer
flasks containing 250 mi of a medium of the fol-
lowing composition: 1.5% glycerol, 1% yeast
extract and 0.1% sodium chloride.

Extraction and fractionation of lipids — The
cells were collected by filtration through sinte-
red glass filter and washed with distilied water.
The cell residue was scraped into an Erlenme-
ver flask and extracted with three volumes of
ethanol-ethyl ether (1:1, v/v). by stirring for
thirty minutes. The sdspension was filtered and
the residue re-extracted six times with the same
solvent. All filtrates were pooled and concen-
trated on a rotary evaporator. The residue was
extracted with ethyl ether and the fraction was-
‘hed three times with 1 M sodium chloride, dried
over anhydrous sodium sulphate, filtered and
concentrated. The material was redissolved in
ethyl ether, then three volumes of acetone we-
re added. The precipitate (acetone-insoluble li-
pids) was collected by centrifugation and the
supernatant was brought to dryness (acetone-
soluble lipids).

Isolation of menaquinone — The acetone-
soluble lipids (2.7g) were dissolved in chlo-
roform and loaded on a column of silicic acid
{3 x 38cm); this column was eluted with 680ml
of chloroform. The solution was concentrated
and the yellowish solid residue (112mg) was
fractionated by preparative thin-layer chroma-
tography in solvent A. The yellowish band was
scraped off and layered on a column of silicic
acid {1 x 10cm), previously washed with n-

hexane-benzene (3:1, v/v). This column was
eluted with 100ml of n-hexane-benzene (3:1,
v/v) and the material {(15.3mg) was purified on-
a column of aluminium oxide (0.5 x 5cm), pre-
viously washed with 15ml of n-hexane-benzene
(3:1, v/v). The residue (14mg) eluted with n-
hexane-benzene (3:1, v/v) was loaded again on
a column of aluminium oxide under the same
conditions. Finally, a yellowish liquid was nbtai-
ned.

Physical methods — Infrared spectrum was re-
corded as solvent-free film on a Perkin Elmer in-
frared grating spectrophotometer, model 327.
Uitraviolet spectrum was recorded on a Beck
man BK2 recording spectrophotometer in n-
hexane, Uvasol Grade (20ug/ml). Nuclear
magnetic resonance spectrum was recorded at
60 MHz on a Varian T-60 spectrometer. The
fraction isolated was dissolved in carbon tetra-
chloride containing 1% tetramethylsilane as in-
ternal standard (12mg/ml). Mas spectrum was
recorded in a Hitachi RMU-7MG mass spectro-
meter at 70 eV and at pressure of 5.0 x 107 torr.

The sample was vaporized at the ion source’
with a heated direct inlet system operating at
160°C.

Results

The yellowish and viscous liquid isolated
from Corynebacterium ovis showed on thin-
layer chromatography Rf values of 0.5 and 0.83
in solvents A and B, respectively.

The ultraviolet spectrum of the fraction sho-

~ wed maxima at 243, 249, 260 and 269nm. The

infrared spectrum {Fig. 1) showed a pattern si-
milar to those of menaquinones from Mycobac-
terium phlei (7) and Halobacterium cutirubrum
{12). According to interpretations given to tho-
se menaquinones, and quoted in (7) and (12),

Figure 1 — Infrared spectrum of the fraction isolated from
Corynebacterium ovis (C. pseudotuberculosis) recorded as
solvent-free film in a Perkin Elmer grating infrared spectro-
photometer model 337
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the bands on the spectrum of C. ovis were as-
signed as follows: those in the region of

2900cm™! were associated with C-H stretching
of CH, and CH, groups; the absorptions for C-
CH,, and C-CH, were observed at 1445cm~" and
1379cm™", respectively. The bands at 1660cm™!
and at 1620cm~! were assigned for C= O stret-
ching and for C=C stretching of the quinone
ring, respectively.

The vibrations of a conjugated aromatic ring
were represented by a band at 1600cm™, and
the peak at 720cm~' was due to C-H out-of-
plane deformation of adjacent ring hydrogen
atoms in the naphthoquinone nucleus. The
broad band with- a maximum at 838cmt, a
weak shoulder at 812cm-' and a small band at
888cm-!, suggested as representative bands of
the polyprenoid chain (7), were also observed

Figure 2 — Nuclear magnetic resonance spectrum of the
fraction isolated from Corynebacterium ovis (C. pseudotu-
berculosis), recorded on a Varian T-60, in carbon tetrachlo-
ride containing 1% of tetramethylsilane.
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in the spectrum of C. ovis. A sharp and of me-
dium intensity band corresponding to ketone
group was observed at 1740cm-1.

The nuclear magnetic resonance spectrum
(Fig. 2) also showed signals which were similar
to those of menaquinones described in Myco-
bacterium phlei (7) and in Halobacterium cuti-
rubrum (12). Therefore, the signal on the spec-
trum of C. ovis were assigned as follows: at
S 0.85ppm {peak 1: methyl group of the. dihy-
droisoprene unit); atd1.3ppm {peak 2: methyle-
ne group of the dihydroisoprene unit); at§1.5
ppm (peak 3: internal or end of the chain trans
methyl group); at 51.65ppm (peak 4: cis methyl
group); at §1.75ppm {(peak 5: trans methyl
group on the isoprene unit next to the quinone
ring); at52.0ppm (peak 6: side chain methyle-
nes of the isoprene units); at52.2ppm (peak 7:
methyl group of the quinone ring); at $3.4ppm
{peak 8: methylene group next to the quinone
ring); at §5.2ppm (peak 9: protons of the iso-
prene units) and at §7.7ppm and § 8.2ppm
{peak 10: aromatic hydrogens).

The mass spectrum (Fig. 3) showed a peak at
m/e 718 of the molecular ion {M*) and a base
peak at m/e 225. Small peaks appeared at m/e
649, 445 and 187. Other series of peaks at m/e
399, 331, 263 and 195 were observed.

Discussion
The pattern of the ultraviolet spectrum of the

fraction isolated from Corynebacterium ovis
‘was characteristic of 1,4-disubstituted naph-

Figure 3 — Mass spectrum of the fraction isclated from Corynebacterium ovis (C. pseudotuberculosfs) recorded on a

Hitachi RMU-7 MG mass spectrometer
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thoquinone (7, 12). The absorption bands in the
infrared spectrum suggested the occurrence of
quinone and aromatic rings and of the isopre-
noid side chain, therefore indicating a structure
of naphthoquinones {7, 12). However, a peak
at 1740cm~" of the carbonyl group present in the
spectrum was probably due to a contaminant.
A similar band has been described in the mena-
quinone fraction of Halobacterium cutirubrum
(12). The peaks observed on the nuclear mag-
netic resonance spectrum showed a pattern
typical of the menaquinone, except concerning
the intensity of the peak at §1.3ppm {peak 2},
which is not explained by the methylene group
of the dihydroisoprene unit. The intensity of
this peak may be due to other methylene
groups of the saturated hydrocarbon chain. -

The peak at m/e 718 in the mass spectrum
indicated that the naphtoguinone had one dihy-
droisoprene unit in the octaprenoid side chain.

The base peak at m/e 225 has been attribu-
ted to the disubstituted 1,4-naphthoquinone
with a double bond in the first isoprene unit of
the side chain, therefore corresponding to
structure 1 (5).

On the other hand, the peak at m/e 187, ac-'

cording to that observed in the spectrum of me-
naquinones containing tetrahydrogenated iso-

0
i

Structure 1

prenoid side chain (13), was assigned to the frag-
ment ion shown in structure 2. This peak has
been correlated to a rupture between thea- and
B-carbon atoms of the first isoprene unit from
the quinone ring (13). The series of peaks at
m/e 195, 263, 331 and 399 (differing each other
by 68 units of isoprenes), not correlated to the
fragmentation of menaquinone, were assigned
to contaminants.

Although peaks corresponding to losses of
two and three isoprene units from the terminal
isoprene unit of the polyprenoid side chain we-
re not seen in the spectrum, the peak observed
at m/e 445 indicated a loss of four-isoprene
units from the methy! terminal of the octapre-
noid side chain. A similar peak has been descri-
bed in the mass spectrum of dihydro-2-methyl-
3-octaprenyl-1,4-naphthoquinone, MK8 (IIH) of
Mycobacterium philei (8},

Therefore, it was assumed that the menaqui-
none of Corynebacterium ovis might also be a
dihydro-2-methy|-3-octaprenyl—1—4—naph-
thoquinone, MK8 (liH), which carries all trans
double bonds in the polyprenoid side chain, re-
presented by structure 3. This structure is simi-
lar to those of menaquinones described in C.
diphtheriae (2, 3), Nocardia rhodochrous (10)
and Mycobacterium phlei (6).

Structure 2

Structure 3
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influéncia da multirresisténcia
a drogas sobre o crescimento
de Escherichia coli

Darci Satsuki Aoki Watanabe*

Resumo

Curvas de crescimento de linhagens de £. coli, respectivamente sensfvel e resistentes a
uma, duas e trés drogas antibacterianas, revelam que a multirresisténcia compromete a
"lag’’-fase e a propria taxa de crescimento dos mutantes resistentes, pela seguinte ordem:
o mutante triplo é mais afetado do que o duplo e, este, mais do que o simples. O fendmeno
€ estatisticamente comprovado, tanto para os microrganismos cultivados em meio comple-
xo {BHI) como em meio minimo.

Summary
Influence of mu/np/e-drug resistance on the growth of Escherichia coli

Growth curves determined in complex and minimal media reveal that mutations fer
multiple-drug resistance em E. col; interfere on both lag-fase and growth rate, by the folio-
wing order: triple mutation is more compromising than double and this more than single;
when compared to the original, non-resistant strain. The phenomenon is statistically acer-

tained.

Introdugé@o

Praticamente todas as espécies bacterianas
apresentam linhagens resistentes aos mais di-
versos antibidticos (5, 6, 14, 15, 17, 19). Ainda
gue 0s mecanismos genéticos tenham sido
exaustivamente estudados (4, 14, 18), pouco se
conhece sobre as consequéncias que a resis-
téncia a drogas possa trazer para a sobrevivén-
cia das bactérias.

A comparacdo entre a capacidade de cresci-
mento de £. colf resistente a estreptomicina e a
linhagem original revela que a taxa de cresci-
mento dos mutantes é inferior a da linhagem
selvagem (1, 2, 8).

Resisténcia multipla, por mutacdo, é fend-
meno relativamente raro, mas € possivel encon-
trar amostras resistentes a dois ou mais antibio-
ticos, “in vitro’’ e "in vivo” (7, 13). Linhagem
de £. colf resistente ao cloranfenicol revelou,
por técnica de selecdo, linhagem com conside-
ravel grau de resisténcia a aureomicina e a pu-
romicina (12).

A influéncia de mutac@es sobre o crescimen-
to de bactérias com resisténcia simples, dupla e
tripla, a diferentes drogas, foi estudada através
de curvas de crescimento de E. col/ sensivel e
dos descendentes resistentes, em meios com-
plexo e minimo.

Material e Métodos

A partir da linhagem de Escherichia coli0111:
B4:H2, resistente a lug/ml de estreptomicina
(E), tetraciclina (T), cloranfenicol (C), canamici-
na (K), acido nalidixico (An) e a 20ug/ml de
sulfadiazina (3u), foram obtidos descendentes
resistentes a uma, duas e trés drogas,
utilizando-se a técnica de Szybalski & Bryson
(19). Em seguida, verificou-se a capacidade de
crescimento da linhagem sensivel e dos mutan-
tes simples, duplos e triplos, em meio comple-
xo “Brain Heart Infusion-Oxoid” (BHI) e em
meio minimo (fosfato mono4cido de sddio,
105g; fosfato diacido de sddio, 45g; citrato de

* Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto Bésico de Biologia Médica e Agricola do Campus de Botucatu.

Caixa Postal 102, 18610 RUBIAO JUNIOR SP.



Rev, Microbiol. (S. Paulo), 9(1}, 1978 45

sodio, 4,7g; sulfato de magnésio anidro, 0,5g;

sulfato de amoénio; 10g; glicose, 2g e 4gua des-
tilada, 1000ml), segundo Watanabe (21). Para .

tanto, foram selecionadas linhagens resisten-
tes, especificadas a seguir. A uma droga e equi-
valentes a: 50, 100, 200, 500 e 1000 x.g/mi para
a sulfadiazina, estreptomicina e &cido
nalidixico; 50, 100, 200 e 300 g/ml para a te-

traciclina: 50, 100, 200, 300, 400 e 500 wg/ml pa-

ra o cloranfenicol e 50, 100, 200, 300 e
1000ug/ml para a canamicina. As duas drogas
e nas concentracdes de: E 1000, Su 500ug/mi;
E 1000, Su 200 ug/ml; E 1000, Su 500 ug/ml; E
1000, C 50 ng/ml; E 1000, C 100 ug/mi; E 1000,
K 50 ug/ml; E 1000, K 100:g/ml; E 1000, An
200 ug/ml; E 1000, An 400 ug/ml; Su 1000, E
50 1g/ml; Su 1000, E 200ug/ml; Su 1000, E
500 g/ ml. E, as trés drogas: uma, E 1000, Su
500 e K 4004 g/ml e outra, E 1000, Su 500 e An
200ug/ml.

Resultados

Os valores médios, obtidos para a “’lag”’-fase
e taxa de crescimento da linhagem sensivel e de
mutantes simples, duplos e triplos, em meios
complexo e minimo (Tabela 1), demonstram,
para ambos 0s meios, gue: 0s mutantes triplos
exibem maior dificuldade de crescimento que
os duplos e, estes, maior que os simples; a
amostra sensivel sobrepujou, em crescimento,
a todos os mutantes.

Para o meio complexo (Tabela 2), a anéhse '

estatistica revelou significancia ao nivel de 5%
para todas as comparacdes relativas a fase ini-

Tabela 1 — Média dos valores encontrados para "“lag’’-fase
e taxa de crescimento (R) de Escherichia coli sensivel (S) e
mutantes simples (MS), duplo (MD) e triplo (MT) em meio
complexo (BHI) e em meio minimo (MM)

""Lag''-fase (h} R (G/h) n
X+s X+s
s BHI 172+ 023 2,95 + 0,33 9
MM 2,18 + 0,25 0,97 + 0,05 8
MS BHi 2,56 + 0,84 2,61 + 0,62 30
MM 460 + 2,16 0,80 + 0,17 23
MD BHI 3,31 + 0,95 1,91 + 0,45 12
MM 570 + 3,08 0,66 + 0,13 12
MT BH! 5,00 + 0,00 1,80 + 0,43 2
MM 21,00 + 14,14 0,74 + 0,15 2
R = G/h (nimero de geragdes por hora)
n = nGmero de mutantes ou de experimentos
X = média
s = desvio padrdo

Tabela 2 — Contrastes entre as médias das”’lag’'-fase e ta-
xas de crescimento (R) da amostra sensivel e dos mutantes
simples, duplo e triplo, observados em meio complexo, pe-
lo teste t bicaudal

Contrastes entre médias  G.L. Significancia
“Lag’-fase (h) R (G/h)

M. simples x M. duplo 40 * *

M. simples x M. duplo 30 * *

M. simples x sensivel 37 * *

M. duplo  x M. triplo 12 * N.S.

M: duplo x sensivel 19 * *

M. triplo  x sensivel 9 * *

M = mutantes

* = significancia ao nivel de 5%

N.S. = n3o significante

G.L. = graus de liberdade

Figura 1 — Curvas de crescimento de Escherichia coli sen-
sivel e de mutantes simples, duplo e triplo, em meio com-
plexo
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“cial de crescimento. Quanto & capacidade de

crescimento, apenas os mutantes duplos ndo
diferiram significantemente dos triplos. As cur-
vas de crescimento s8o distintas, notadamente
as "lag'’-fases (Fig. 1).

Com relacdo ao meio minimo (Tabela 3), a
analise estatistica demonstrou diferenca signifi-
cativa entre a linhagem sensivel e 0s mutantes
simples e duplos, no sentido destes apresenta-
rem maior dificuldade de crescimento. Para as
demais comparacBes, com excecdo da taxa de
crescimento entre mutantes:simples e duplos,
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Tabela 3 — Contrastes entre as médias das “Jag’’-fases e
taxas de crescimento (R) da amostra sensivel e dos mutan-
tes simples, duplo e triplo, observados em meio minimo,
pelo teste t bicaudal

Contrastes 'entre médias  G.L. Significancia
"Lag'’-fase (h) R (G/h)

M. simples x M. duplo 33 N.S. *
M. simples x M. triplo 23 N.S. N.S.
M. simples x sensivel 29 * *
M. duplo x M. tripo 12 N.S. N.S.
M. duplo x sensivel 18 * *
M. triplo  x sensivel 8 N.S. N.S.

ndo acusaram significancia, em virtude dos ele-
vados desvios-padrdo apresentados pelos du-
plos e triplos mutantes. H4 nitida diferenca
quanto & "‘lag”’-fase e velocidade de crescimen-
to entre a amostra original e os mutantes sim-
ples, duplo e triplo (Fig. 2).

Discussao

A andlise das curvas de crescimento, realiza-
das tanto no meio complexo como no meio mi-
nimo, demonstra que as mutacdes para resis-
téncia a drogas prejudicam consideravelmente,

Darci S.A. Watanabe

o crescimento bacteriano. Isto afeta ndo so-
mente a “lag’’-fase, como também a taxa de

' crescimento, uma vez que os mutantes apre-

sentam maiores dificuldades em iniciar o cresci-
mento e continuam a se desenvolver com me-
nor intensidade, quando comparados com a
amostra original, sensivel.

Para o0 meio complexo, com excec3o da dife-
renca relativa a taxa de crescimento dos mutan-
tes duplo e triplo, todas as demais compara-
¢cOes, inclusive as referentes a “lag’’-fase, fo-
ram significativas ao nivel 5% (Tabela 2). Fen6-
meno semelhante pdde ser constatado em rela-
¢do ao meio minimo, salientando-se todavia, a
maior dificuidade dos mutantes em iniciar o
crescimento. os mutantes simples e duplo apre-
sentam alteracBes no crescimento, tanto na
“lag”’-fase, como na fase logaritimica, quando
comparados com a amostra sensivel. Os de-
mais parametros de comparacdo ndo demons-
tram significancia ao nivel de 5%, em virtude
dos elevados desvios-padrdo relativos &
“lag’’-fase dos mutantes duplo e triplo. As cur-
vas de crescimento, notadamente das
"lag”-fases entre a linhagem. sensivel e seus
descendentes resistente a uma, duas e trés dro-

gas, no meio complexo e no meio minimo, sfo
diferentes (Fig. 1, 2).

Figura 2 — Curvas de crescimento de Escherichia coli sensivel e de mutantes simples, duplo

e triplo, em meio minimo
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Os resultados indicam que as mutagdes para
resisténcia a drogas, de um modo geral, produ-
zem alteracdes no processo metabdlico da cé-
lula bacteriana, trazendo, como consequéncia,
mudancas na curva de crescimento, quer se
considere o niimero médio de geracdes por ho-
ra,.quer se leve em conta a duracdo média das
"lag’’-fases. Tais resultados encontram subsi-
dio no principio geral de que a maioria das mu-
tacdes, originadas de tipos selvagens bem esta-
belecidos, produz gendtipos menos favorveis
(9). .

Os experimentos demonstram ainda que
quanto maior for o niimero de marcadores de
resisténcia envolvidos no processo mutacional,
maior a dificuldade do microrganismo em ini-
ciar o crescimento. Este fato concorda com a
afirmac8o de Luria (9), no sentido de que muta-
cBes sucessivas, acumuladas, ‘em uma Unica
bactéria, afetam a taxa de crescimento, condu-
zindo, portanto, a crescimento mais lento.
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Identification of an ester
of phthalic acid from the
lipids of Corynebacterium
diphtheriae PW8*

Sérgio Roberto Andrade Leite.

Summary

Amabile Kazuko Matida

& Thuioshi loneda**

An ester of phthalic acid was isolated and purified by chromatographic techniques from the
acetone-soluble lipids of Corynebacterium diphtheriae PW8. Its characterization was car-
ried out by infrared; nuclear magnetic resonance, and mass spectrometry. Phthalic acid
moiety is esterified by a branched primary alcohol containing eight carbon atoms. A tentati-
ve structure for the compound was proposed: bis (2-ethylhexyl) phthalate.

Resumo

Identificacdo de um éster de 4cido ftélico encontrado entre os lipideos de Corynebacterium

diphtheriae PW8.

O isolamento do éster de 4cido ftélico, a partir dos lipideos solGveis em acetona, de Cory-
nebacterium diphtheriae, foi efetuado por métodos cromatograflcos A caracterizagdo foi
feita por ressonancia magnética nuclear e espectrometrias no infravermelho e de massa. A
parte 4cida é esterificada por élcool primario ramificado, contendo oito 4tomos de carbono.
A possivel estrutura da frag8o isolada é proposta: biftalato de 2-etil-hexila.

Introduction

The occurrence of an ester of phthalic acid in
the lipids of Mycobacterium tuberculosis Bré-
vannes was described {1) and suggested that
the alcohoi moiety would contain eight carbon
atoms, but structural characterization was not
shown.

A similar compound was described in the li-
pids of Corynebacterium diphtheriae (2), but
the alcohol moiety not characterized.

Isolation and the characterization of the
phthalate from the lipids of Corynebacterium
diphtheriae PW8 is now described.

Material and Methods

Organism — The cells of Corynebacterium
diphtheriae PW8 were obtained from the insti-

tuto Pinheiros, S8o Paulo, Brasil, {Synthex La-
boratories Division), suspended in distilied wa-
ter, and collected by centrifugation; this wash-
ing procedure was repeated twice.

Chemicals — Palmitic acid was from Sigma
Chemical Co., Saint Louis, Mo. U.S.A.; methyl
palmitate was prepared by methylation of pal-
mitic acid with ethereal solution of diazome-
thante (7).

Chromatographic procedures — For column
chromatography the following adsorbents were
used: silicic acid (100 mesh, Mallinckrodt Che-
mical Works, Mo., U.S.A.); silica gel (British
Drug Houses, Poole, England) and aluminium
oxide (E. Merck-A.G., Darmstadt, Germany).
Thin-layer chromatography was carried out on
silica gel H plates (E. Merck, A.G., Darmstadt,
Germany) in n-hexane-ethyl ether — acetic acid

* Partly supported by FAPESP (Fundago de Amparo & Pesquisa do Estado de S3o Paulo) and partly by FORGE (Fund

Overseas Research Grant and Education).

** Instituto de Quimica, Departamento de Bioguimica, Universidade de S3o Paulo, Caixa Postal 20780, 01000 S#o Paulo,

SP, Brasil
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(83:16:1, v/v/v) {B). Spots were detected un-
der ultraviolet light after spraying the plate with
0.05% rhodamine B in ethanol-water (1:1, v/v),
instead of ethanol — water {95:5, v/v) (6).

Extraction and fractionation of lipids — Lipids
were extracted with ethyl-ether-ethanol (1:1,
v/v) and fractionated in ethyl ether-acetone
{1:3, v/v) as described previously (4).

solation of the phthalic acid derivative — The
. bulk of the free-fatty acids was separated from
the acetone-soluble lipids by column chromato-
graphy on aluminium oxide. In this preliminary
purification, the column was eluted successi-
vely with petroleum ether, benzene, benzene-
ethyl ether (3:1, v/v) benzene-ethyl ether (1:1,
v/v), ethyl ether, then with ethyl ether-acetic
acid (95:5, v/v). The fractions of petroleum
ether, benzene, benzene-ethyl ether (3:1, v/v),
benzene-ethyl ether (1:1, v/v) were pooled.
This material (12g) was loaded on a column of
aluminium oxide (3 x 30cm) and eluted with
1000mi each of the following solvents: petro-
jeum ether, petroleum ether-benzene (1:1,
v/v), benzene, benzene-ethyl ether (1:1, v/v),
ethyl ether and ethyl ether-acetic acid (95:5,
v/v); 2560ml fractions were collected. The first
petroleum ether eluate gave about bg of
residue, which were repurified on a column of
silica gel {2 x 55cm) and elution was carried out
with 500m! each of the following solvents: pe-
troleum ether, petroleum ether-benzene (1:1,
v/v), benzene, benzene-ethyl ether (1:1, v/v),
ethyl ether and methanol; 100ml fractions were
collected. Petroleum ether-benzene (1:1, v/v)
fractions were pooled and the solvent-free resi-
due was extracted with methanol. The material
soluble in methanol (1.3g) was layered on a co-
lumn of silicic acid (2 x 40cm); elution was car-
ried out with 350ml each of the following sol-
vents: petroleum ether, petroleum ether-
benzene (3:1, v/v), petroleum ether-benzene
(1:1, v/v) and benzene. The second fraction
{from a total of two) of petroleum ether-benzene
(1:1, v/v) gave 185mg of a slightly yellowish li-
quid residue.

 Physical methods — Ultraviolet spectrum was
carried out on a Beckman DU spectrometer in a
n-hexane {10 xg/ml). Nuclear magnetic reso-
nance spectrum was obtained on a T-60.Varian
spectrometer in carbon disulphide (30 mg/ml),
and chloroform was used as internal standard
{ 8:7.25 ppm). Infrared spectrum was obtai-

ned as solvent-free film on a Perkin-Elmer, mo-
del 21 infrared spectrometer. Mass spectrum
was obtained in MS-9 mass spectrometer at 70
eV.

Microtitration — It was carried out with ethano-
lic potassium hydroxide by using a Gilmont Ul-
tramicroburet {Manostat Corporation, New
York, U.S.A.), the sample and the standard
(palmitic acid) were dissolved in benzene (1
mg/ml). Ethanolic phenolphthalein (0.1%) was
used as indicator; the solution was mixed with
a stream of nitrogen.

Results

The liquid - material, isolated from partially
fatty acid-free acetone-soluble lipids of Coryne-
bacterium diphtheriae PW8, exhibited only one
spot with Rf 0.54 in n-hexane-ethyl ether-acetic
acid (83:16:1, v/v/v). In the same solvent, the va-
lues of Rf of palmitic acid and of methy! palmi-
tate were 0.24 and 0.72, respectively. The frac-
tion isolated did not consume ethanolic solu-
tion of potassium hydroxide. Its ultraviolet
spectrum exhibited a fast decreasing in optical
density from 220 to 260nm. The infrared spec-
trum (Fig. 1) showed the following assigne-
ments: the band in the region of 740cm-" asso-
ciated with in-phase, out-of-plane deformation
of the four hydrogens of the aromatic ring; the
bands in the region of 1075 and 1120cm™ due
to the disubstituted aromatic ring; a very strong
band corresponding to C-O of ester group at
1280cm-'; the C-CH, stretching frequency for
CH, groups observed near 1380cm™"; the band
corresponding to C-CH, stretching frequency
for CH, groups at 1470cm-'; the C=C in-plane
vibrations of the aromatic ring at the region of
1600cm~": the C = O stretching frequency of es-
ter group at 1740cm™'; the C-H stretching fre-

Figure 1 — Infrared spectrum of the fraction isolated from
the acetone-soluble lipids of Corynebacterium diphtheriae
PWS8, as solvent — free film recorded on Perkin-Elmer mo-
del 21 infrared spectrometer
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Figure 2 — Nuclear magnetic resonance spectrum of the :
. fraction isolated from the acetone-soluble lipids of Coryne- .

bacterium diphtheriae  PW8 in carbon disulphide
(30mg/ml); chioroform was the internal standard

—
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quency for CH, and CH, groups in the region
between 2850 and 2950cm-'.

Nuclear magnetic resonance spectrum (Fig.
2) showed the following peaks: at 0.9ppm due
to the methyl terminal; at 1.2ppm for methyl-
ene groups; at 4.2ppm for methylene group of

o
O—CHZ-([}grouping, and at 2.4ppm correspond-
H

ing to four hydrogens of the aromatic ring.

The peaks on the mass spectrum (Fig. 3) were
assigned, according to the Fig. 4, as follows:
at m/e 390 for the molecular ion M* {1); at m/e
279(11) due to the loss of a fragment "C;H,,; at
m/e 167 (Ill) representing an additional loss of a
fragment "C H.; at m/e 149 (IV) due to the fur-
ther loss of water. Other two peaks were as-
signed at m/e 361 and 333.

Figure 4 — Proposed fragmentation by mass spectrometry
of the fraction isolated from the acetone-soluble lipids of
Corynebacterium diphtheriae PW8
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Discussion

The fraction isolated from the lipids of Cory-
nebacterium diphtheriae PW8 which exhibited
only one spot on thin-layer chromatography,
was neutral by titration.

The bands observed at 740, 1075 and
1120cm—, suggested that the substance contain-
ed a disubstituted aromatic ring. The absence
of a band at 720cm-! for in-chain methyiene
groups suggested that the number of succes-
sive methylene groups in the alkyl chain would
be lower than four. The integration of the peaks
of nuclear magnetic resonance spectrum show-
ed that the peak at 4.2ppm had an area equal

- Figure 3 — Mass spectrum carried out on MS-9 mass spectrometer at 70eV
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to that of the peak at 7.6ppm, which represent-
ed the four adjacent hydrogens of the aromatic
ring. On the other hand, the peak at 4.2ppm
was assigned for methylene group (O-CH,-) ad-
jacent to tertiary carbon atom.

The presence of a-peak at m/e 390, 279, 167,
149 in the mass spectrum corresponded to a
diester, in which phthalic acid was esterified by
two molecules of alcohol containing eight car-
bon atoms. The area of the peak at 0.9ppm,
corresponding to the methyl terminal, suggest-
ed the presence of four methyl groups. The

Figure 5 — Proposed structure of the fraction isolated

from the acetone-soluble lipids of Corynebacterium diph-
theriae PW8: bis (2-ethylhexyl) phthalate
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