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Instrugdes aos autores

A Revista de Microbiologia publica trabalhos originais em todos os campos da microbiologia e da protozoologia. RevisGes e
atualizacGes serfio publicadas a convite do conselho diretor,

Os manuscritos devem ser enviados em duplicata (original e uma cépia) para o Diretor Executivo da Revista.

NORMAS GERAIS — Todo manuscrito submetido & Revista deve representar pesquisa original inédita-e que ndo sera publica-
da‘emoutro 6rgdo. Os trabalhos podem ser redigidos em portugués, espanhol ou inglés. Se aceitos pela Revista, ndo poderdo
ser reproduzidos, mesmo em partes, sem permisséo oficial dos Diretores da Revista. .

A Revista segue, essenciaimente, o ""Style Manual for Biological Journals’ (22 edicdo, AIBS, 1964). Os simbolos genéticos
devem seguir, essencialmente, as recomendacgdes de Demerec & col. (Genetics, 54:61, 1966). Abreviagdes bioquimicas de-
vem seguir, essencialmente, as regras da IUPAC-IUB (J. Biol. Chem., 241:527, 1966). Atividade enzimatica deve ser expressa
em termos de unidades internacionais (Enzyme Nomenclature, Elsevier Publ. Co., 1965). Para pesos e volumes, devem ser
usados os prefixos nano (n) e pico (p), ao invés de milimicro {my) e micromico {uu). Comprimentos devem ser expressos em
micrémetro (um; 107%m), ao invés de micro (u); nanémetro (nm: 107°m), a0 invés de milimicro (my); e Angstroms (A; 107m),
Partes por mithdo (ppm) devem ser expressas como microrganismos por milimetros {ug/ml) ou microlitros -por litro
{u litros/litro). A Revista se reserva o direito de adaptar os manuscritos ao estilo adotado.

NOMENCLATURA DE MICRORGANISMOS — A combinagéo binomial, nome do género seguido do da espécie, é adotada e
a nomenclatura apresentada no “’Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” (72 ed., 1957) obedecida. Se o Autor diver-
gir dessa nomenclatura, seu julgamento ser4 respeitado, mas a classificag8o correspondente ao Manual de Bergey devera ser
mencionada a seguir, entre parénteses, a primeira vez em que o nome figurar no texto e no resumo.

Quando um nome novo for proposto para um microrganismo, ser4 solicitada a opinido de uma autoridade internacional em ta-
xonomia.

FORMA DO MANUSCRITO — Os trabathos devem ser datilografados em papel branco, comum, tamanho oficio, em espaco
duplo ou triplo, deixando-se o minimo de 3 cm de margens laterais, superior e inferior. Titulos de capitulos de primeira ordem
devem ser centrados, incluidos essencialmente pela ordem: Introdugdo, Material e Métodos, Resultados, Discussio,
Agradecimentos, Referéncias Bibliogréficas. Os de subcapitulos devem ser junto & margem esquerda.

A pdgina-titulo deverd conter apenas e tdo somente: (i) o titulo do artigo, centrado usando-se letras maidsculas somente
quando obrigatdrias, (i) ols) nomels) do(s) autorles) com maidsculas e mindsculas normalmente usadas e (jii) afiliagdo como
nota de rodapé, indicada por asterisco.

O resumo néo devera ultrapassar 250 palavras. Os trabalhos redigidos em inglés devem ser acompanhados de um titulo e resu-
Mo em portugués; os redigidos em portugués e espanhol, de um titulo e resumo em inglés. O resumo na lingua do trabalho e o
titulo com resumo na outra lingua devem ser datilografados em pagina separada do restante do texto.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS — No texto, as referéncias devem ser citadas por nimero. Os sobrenomes, de dois autores
devem ser separados por &; quando houver mais de dois autores, a separacéo ¢ feita por ponto e virgula e o Ultimo por &. Na
seccdo Referéncias Bibliograficas, as citagBes devem ser por ordem alfabética de autor {ou da mesma combinacdo de auto-
res) e, para um mesmo autor, em ordem cronoldgica, numeradas sequencialmente. Os artigos em periddicos devem ser cita-
dos na seguinte ordem: nomel(s) dol(s) autor{es) em maiusculas e minusculas, titulo do trabalho, nome do periodico (abreviado
de acordo com o World Medical Periodicals), nimero do volume, nimero do fasciculo (quando desejado; colocado entre pa-
rénteses), nimero da primeira e da dltima pagina do artigo, e ano da publicagdo.
Exemplo:

Weiser, O. L. & Emerson, J. S. — Selective screening for quantitative urine cultures.

Amer. J. clin. Path., 45:649-650, 1966.
Quando puder ocorrer confuséio com o titulo do periddico, o local da publicacdo devers ser mencionado entre parénteses,
apds a abreviago. Exemplo: Publ. Hith Rep. (Wash.).
Citaces de livros devem ter a seguinte ordem: autor(es), titulo, edicdo, local, editores e data. Exemplo:

Miller, S. E. — A textbook of clinical pathology. 6th ed. Baltimore, Williams & Wilkins, 1960.
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ILUSTRACOES — Cada uma das duas vias do manuscrito devera ser acompanhada de um conjunto completo de ilustracdes
{preferivelmente como fotografias). Os graficos e desenhos devem ser concluidos, n&o requerendo qualquer montagem ou
rearranjo. Nenhuma parte do gréfico devera ser datilografada, devendo ser usado um e o mesmo normdgrafo. As fotografias

trugdes sobre legendas, notas de rodapé, etc. sob TABELAS. Proteja as ilustracGes durante o trdnsito, com uma folha de pa-
peldo.

NOTAS BREVES - N#o devem exceder a 500 palavras e o respectivo resumo ndo mais do que 25. Ofs) autor{es) deve(m)
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Interferéncia causada
por arbovirus do grupo C*

Romain Rolland Golgher*

José Mario S. Mezéncio**

Paulo César P. Ferreira***

& Maria de Lourdes P. Peixoto***

Resumo

A infeccio prévia de fibroblastos de embrifio de pinto com o virus Marituba tornou as célu-
las resistentes aos virus vaccinia, Sindbis e o da estomatite.vesicular (VSV). O virus Sindbis
fol o mais sensivel ao efeito, seguindo-se o VSV; o virus da doenga de Newcastle néo foi
inibido em seu crescimento. Outras células, como as amnioéticas humanas primérias e a li-
nhagem continua L-A9 de camundongos, infetadas com o virus Marituba, também adquiri-
ram esse estado de resisténcia anti-virica.

Além do virus Marituba, os virus Apeu, Murutucu, Nepuyo, Oriboca, Caraparu e ltaqui fo-
ram capazes de induzir a interferéncia. Os virus Apeu, Murutucu, Nepuyo e Oriboca foram
fortemente interferentes e os virus Caraparu e Marituba, fracamente ativos. O virus Iltaqui
provavelmente ocupe uma posicdo intermediéria. Em células amniéticas humanas de culti-
vo primdrio, os virus assinalados também mostraram a mesma atividade.

O mecanismo de ac3o desta interferéncia ainda ¢ desconhecido. Pelo conhecimento atual
das interferéncias causadas por virus animais e as caracteristicas que descrevemos ou seja
— (i} ser induzida por varios camponentes do grupo C: (i) ser possivel demonstra-la em
cultivos celulares de diversas espécies animais e sobretudo {iii) impedir o crescimento de
vérios virus nio relacionados — verifica-se que a interferéncia ndo é ao nivel dos receptores
celulares, ou na penetraco do virus-desafio. N3o se trata de interferéncia por particula de-
fectiva. Deve ser um fenémeno mediado por interferon ou atuante em alguma fase da mul-
tiplicacdo intracelular dos virus.

Summary

Interference caused by group C arboviruses

Previous infection of chick embryo fibroblasts with Marituba virus rendered the cells resis-
tant to the challenge with vaccinia, Sindbis and vesicular stomatitis (VSV) viruses. Sindbis
virus was very sensitive, VSV was moderately sensitive and Newcastle disease virus was
not inhibited in its growth in Marituba-infected cells. When primary human amniotic cells
and murine L-A9 line were infected with the same virus, they also showed resistance
against virus challenge. Besides Marituba virus, Apeu, Murutucu, Nepuyo, Oriboca, Cara-
paru and ltaqui viruses have also shown to be interference inducers. Apet, Murutucu, Ne-

puyo and Oriboca viruses were good inducers whereas Caraparu and Marituba viruses dis- -

played low activity. ltaqui virus has probably moderate activity. in primary human amniotic
cells the mentioned viruses had the same activity. The interfering mechanism of action is
still unknown. From the present knowlegde of animal virus interferences and because of its
characteristics — (i) several members of group C arboviruses are able to induce it; (i} it is
possible to demonstiate it in tissue culture derived from many species and more important
{iii) it nampers the growth of unrelated viruses — it can bem implied that this interference is
not acting at receptor or penetration sites and neither caused by defective virus particles. It
should be interferon-mediated or act in an intracelullar step of virus muitiplication.

Introducdo ' (7). As atividades biolégicas

103

“in vitro” desse

grupo de virus sdo pouco conhecidas (8, 12). A

Os arbovirus do grupo C foram isolados pri- exemplo de diversos outros arbovirus, que
meiramente na regido amazdnica (4) e atual-  apresentam uma marcada atividade de interfe-
mente s3o classificados na familia Bunyaviridae réncia, como 0s componentes dos géneros Al-

*  Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, 30000 Belo Horizonte, MG

**  Bolsista do CNPq
**% Bolsista da CAPES
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phavirus e Flavirus (10), resolvemos esclarecer
0 papel dos arbovirus do grupo C neste feno-
meno.

Material e Métodos

Células — Os fibroblastos de embridio de pinto
foram obtidos conforme a técnica de Henle &
col. (9). EmbriBes de pinto com 10 dias foram re-
movidos do ovo, lavados em salina de Hanks e
foram retirados seus membros e cabecas; o res-
tante foi entdo fragmentado por extrusdo em
uma seringa de 10 ml. Os fragmentos foram tra-
tados por tripsina a 0,25% (em solucdo de
Hanks) por 30 min. O liquido foi decantado
apds 10 min. de repouso e o sobrenadante foi
filtrado em gaze, centrifugado a 500 x gad°C,
durante 10 min. As células do sedimento foram
ressuspensas em meio A — meio 199 com bi-
carbonato de sédio 0,15%, soro de carneiro
inativado 5%, e antibi6ticos (10.000 U de peni-
cilina, 10 mg de estreptomicina e 0,25 mg de
anfotericina B por 100 ml) — para dar uma con-
centracéo celular de 1,5 milhdo por ml. Esta
suspenséo foi distribuida a garrafas de 60 ml,
- recebendo 5,5 ml cada uma, e as células em-
pregadas em dois a trés dias. Para a manuten-
¢do, o meio tinha reduzida a quantidade de so-
ro para 1% (meio B).

Células amnidticas humanas de cultivo pri-
mario foram preparadas de acordo com
Schmidt (16). O &mnio de placenta proveniente
de cesariana foi separado, cortado em peque-
nos fragmentos, lavado em solucdo de Hanks e
transferido para um frasco com solucdo de trip-
sina (0,256%) a 37°C. Depois de uma hora a
temperatura ambiente, a tripsina foi desprezada
e substituida por igual volume da solucdo. A
membrana foi agitadd durante 45 min., o sobre-
nadante foi colhido e centrifugado a 500 x g, a
4°C, durante 10 min, sendo essa operacdo re-
petida trés a quatro vezes. A concentracdo das
celulas do sedimento foi ajustada com meio de
crescimento (solucdo salina de Scherer (15) 55
mi; meio 199, 25 ml; soro de carneiro inativado
20 ml e antibidticos) para 0,5 milhdo por ml e
distribuia-se 1 ml por tubo 16 x 160. O meio de
crescimento foi trocado cada trés a quatro dias
e as células estavam prontas para uso 10 a 12
dias apds o implante. A quantidade de soro, no
meio de manutencio, foi de 2%.

As células Vero (17) derivadas de rim de Cer-
copithecus aetiops, foram fornecidas pela
American Type Culture Collection, Rockville,

R.R. Golgher, J.M.S. Mezéncio, P.C.P. Ferreira & M.L.P. Peixoto

Maryland, EUA e subcultivadas um ndmero
desconhecido de vezes em meio A. As células
foram repicadas duas vezes por semana, com o
auxilio de tripsina a 0,25%, de uma garrafa de
500 ml, para duas ou trés garrafas iguais, con-
tendo 30 ml de meio cada. Posteriormente,
empregaram-se garrafas de 500 ml redondas,
semeadas com 4 milhGes de células, em um to-
tal de 80 ml de meio e incubadas em um tambor
com 12 rotagBes por hora. Os tubos 16 x 160
foram preparados com um implante de 150 a
200 mil células em 1,0 ml e ficavam prontos pa-
ra uso dai trés a quatro dias. O meio de manu-
tencdo foi o meio B.

Virus — O virus vaccinico era originario de uma
vacina antivaridlica preparada no Estado de
Massachussets, EUA e foi multiplicado uma
vez em células Hela e células Vero. O virus da
doencga de Newcastle (NDV), cepa Victoria, as-
sim como o virus da estomatite vesicular
(VSV), amostra Indiana, foram cedidos pelo dr.
Kurt Paucker, de Filadélfia, EUA. O primeiro foi
mantido por passagens em ovo embrionado e o
VSV inoculado uma vez em fibroblastos de em-
bridio de pinto e em células Verc. O dr. Norman
B. Finter, de Macclesfield, Inglaterra, forneceu
a amostra de virus Sindbis, que sofreu duas
passagens em células Hela e uma em células
Vero antes de ser empregado. Dos arbovirus do
grupo C, o virus Marituba (Be An 15) foi uma
cortesia do dr. Francisco de Paula Pinheiro, de
Belém, PA e foi objeto de trés passagens em
camundongo neonato, em células Hela e em
células Vero. Os restantes — Oriboca (Be An
17); Murucutu (Be An 974), Caraparu (Be An
3994); haqui (Be An 12797); Apeu (Be An 848)
e Nepuyo (Be An 10709) foram supridos pela
American Type Culture Collection e cultivados
em células HeLa ou Vero em um numero de
passagens ndo superior a trés.

Os estoques de virus foram preparados em
células Vero, e mantidos a —70°C. O NDV, en-
tretanto, foi crescido em ovo embrionado e o
fluido alantdico mantido a 4°C. A contamina-
¢do por fungos e bactérias foi testada em todas
as preparacdes de virus, em meio de tioglicola-
to. A pesquisa de micoplasma foi feita nos es-
toques  de virus Marituba e Oriboca, em meio
de cultura apropriado, incubando-se os repi-
ques por trés semanas, com resultados negati-
vOos.

Para a titulacdo dos arbovirus do grupo C, os
estoques foram diluidos em série de 10 e inocu-
lados em tubos de células Vero, com meio B,
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utilizando-se cinco tubos por diluicdo. Durante
a incubacgo a 37°C, quando o efeito citopatico
ndo se alterava, calculava-se a dose infetante
para 50% das culturas de tecido (TCD,,) pelo
método de Reed & Muench (13). A titulacdo do
VSV em células amnidticas foi realizada da
mesma forma.

A determinacdo das unidades formadoras de
placa (PFU) foi realizada em garrafas de 60 ml
com fibroblastos de embrido de pinto. 0O meio
foi desprezado e as células infetadas com
0,4 ml de diluicdo do virus. Apés a adsor¢do
por uma hora a 37°C, meio 199, em concentra-
cdo dupla, com vitaminas 0,08%, soro de car-
neiro inativado 20%, bicarbonato de sodio
0,22% e antibidticos, foram misturados em
igual volume com uma solucdio de agar a 2%,
ambos a 47°C. Cada garrafa recebia 7 ml desta
mistura e, depois da solidificagdo do meio, as
garrafas foram incubadas a 37°C, e gquando o
tamanho das PFU alcancava 3 mm, as células
foram fixadas com formol a 20% por duas ho-
ras, o meio foi retirado e a monocamada corada
com cristal violeta a 1%, em solucdo contendo
20% de etanol. No caso do virus vaccinia, apos
sua adsorc¢do, colocavam-se 6 m! de meio B em
cada garrafa. Depois de 48 horas de infeccdo a
37°C, o meio foi desprezado e as células fixa-
das e coradas.

Experiéncias de interferéncia — As células de
duas garrafas ou quatro tubos foram contadas
e calculava-se a quantidade de virus a ser adi-
cionada as células (multiplicidade de infeccdo
_ ), levando-se em conta o nimero de TCDy,
por célula. O virus foi diluido em meio de manu-
tencdo e acrescentaram-se 0,4 ml a garrafas
drenadas’de embrido de pinto (duas para cada
grupo) ou, para as outras células, 0,1 mlem ca-
da tubo, também sem meio. A adsorco de vi-
rus foi realizada em duas horas, a 37°C, as gar-
rafas sendo agitadas de 30 em 30 min. e 0s tu-
bos colocados em um tambor rolante com 12
rotacbes por hora. O volume de meio foi au-
mentado para 6 ml (garrafas) e 1 ml (tubos) e as
células reincubadas por 48 horas, sendo os tu-
bos recolocados no-tambor rolante.

A inibiciio de crescimento do segundo virus
(virus-desafio) foi verificada nas garrafas,
retirando-se o meio e inoculando-se 0 virus di-
luido para conter aproximadamente 100 PFU
em 0,4 ml. A manipulacéo posterior esta deta-
lhada acima, na determinacéo das PFU. Aos tu-
bos, apés ter sido .desprezado o meio,
adicionavam-se aproximadamente 100 TCDy,

. Paulo), 9(3), 1978
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do virus-desafio em 1,0 mi de manutencdo. Es-
ta suspenséo foi retitulada novamente na oca-
sifio da experiéncia.

Outros materiais — O meio 199, solucdo de
Scherer, tripsina, agar {'Bacto-agar”’), vitami-
nas (“Bacto TC vitamins minimal Eagle’’) e o
soro fetal bovino eram originarios da Difco La-
boratories, Detroit, Michigan, EUA. Sais e co-
rante foram adquiridos da E. Merck, Darms-
tadt, Alemanha. Os antibioticos da Squibb In-
dtstria Quimica, Santo Amaro, SP. Os ovos
embrionados foram conseguidos da SOMAI,
Belo Horizonte, e o soro de carneiro de mata-
douro local.

Resultados

Fibroblastos de embrido de pinto foram ino-
culados com o virus Marituba em diferentes
multiplicidades de infeccdo. Decorridas 48 ho-
ras de infeccdo, o meio das garrafas foi retirado
e as células infetadas com virus vaccinia, para a

realizac8o de uma experiéncia de interferéncia,

conforme detalhado em Material e Métodos.
Como se pode ver na tabela 1, quando a rela-
co virus adicionado/célula foi de 1/25 ou
1/250 a inibicdo do aparecimento das PFU do
virus vaccinia foi evidente, caracterizando um
fendmeno de interferéncia.

Tabela 1 — Interferéncia de virus Marituba na multiplica-

¢o de virus vaccinia, em fibroblastos de embrido de pinto

Virus Marituba?® Virus vaccinia

mb (x 1074 PFU/garrafa®
400 ‘ 0
40 7
4 spd
0,4 72
Controle 70

a — Infecccdo das células por 48 horas
b — Multipticidade de virus adicionada
¢ — Média de duas garrafas

d — Sem dado

A fim de se verificar se esta interferéncia po-
deria inibir o crescimento de outros virus, reali-
70U-se uma série de experimentos em fibroblas-
tos de embrifio de pinto. As células foram pri-
meiramente infetadas com o virus Marituba e
mais tarde com os virus-desafio VSV, Sindbis e
NDV. Consultando a tabela 2, nota-se que o
VSV e o virus Sindbis tiveram sua multiplicacdo
inibida pela infeccdo prévia pelo virus Marituba.



106

Tabela 2 — Interferéncia de virus Marituba na multiplica-
c8o de diversos virus, em fibroblastos de embrido de pinto:
efeito de diferentes doses

PFU/garrafa@
Virus Maritubab me {% do controle)
VSV Sindbis NDV
100 2 0 89
10 28 0 87,5
1 56 19,5 spd

0,1 84 94 SD

a - Média de duas garrafas

b Infecclo das células por 48 horas

[ Muitiplicidade de infeccio adicionada
d  Sem dado

Nas multiplicidades de infeccéo utilizadas, ndo
foi possivel verificar reducéo no crescimento do
NDV, pois os dados apresentados estdo no li-
mite do erro experimental da titulacdo das PFU
(6).

A possibilidade de provocar a interferéncia
pela infeccdo do virus Marituba em outras célu-
las foi investigada. Células amniéticas humanas
e cultivo primario foram infetadas com duas
concentracoes do virus, empregando-se dois
tubos por concentracéo; depois da primeira in-
cubacdo a 37°C, acrescentaram-se, a cada tu-
bo, aproximadamente 100 TCD,, do VSV. A lei-
tura do efeito citopatico do VSV, depois de
quatro dias de infecgo, revelou os dados orga-
nizados na tabela 3. Da mesma forma que o ja

Tabela 3 — Interferéncia, em células amnidticas humanas
primérias infetadas com virus Marituba, na multiplicacdo de
VsV ’

Virus Marituba? Efeito citopatico

mb Vsve

0,1 0,0

0,01 : 1,0
Controle 4,3

a — Infeccdo celular por 48 horas

b — Multiplicidade de virus adicionada

¢ — Dose de VSV — 100 TCDg. Leitura apos quatro dias de infec-
¢do com VSV

relatado, o efeito citopéatico do virus-desafio foi
refreado pela infeccdo das células pelo virus
Marituba. Em células da linhagem continua L-
A9, de camundongo, gentilmente cedidas pelo
dr. Mério Vasco Fernandes (Rio de Janeiro) e
manipuladas do mesmo modo que as células
amnidticas, a interferéncia do virus Marituba
sobre a manipulacdo do VSV também pode ser.
demonstrada (n3o ilustrado).
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Procurou-se pesquisar se a interferéncia seria
uma propriedade somente do virus Marituba ou
se outros arbovirus do grupo C poderiam pro-
duzi-la, assim como comparar a eficiéncia de
diversos componentes do grupo C em fazer se-
guir a inibicdo no crescimento do VSV, Desta
forma, infetaram-se fibroblastos de embrido de
pinto com os virus Apeu, Marituba, Murutucu,
Nepuyo e Oriboca, com multiplicidades de in-
feccdo adicionadas de 1,0; 0,01 e 0,001; foram
usadas com os virus ltaqui e Caraparu apenas
as ultimas doses. Posteriormente, as células fo-
ram inoculadas com o VSV. Apés fixacdo e co-
loracdo, a contagem das PFU forneceu os da-
dos mostrados na tabela 4. Todos os arbovirus
testados foram capazes de induzir a interferén-
cia. Na infeccio com o virus Caraparu, embora
a inibcdo do VSV tenha sido muito ligeira, ou
seja, de 19%, o valor obtido esta fora do erro
experimental da dosagem das PFU. Pode-se se-
parar os virus em grupos: fortemente interfe-
rente — Apeu, Murutucu, Nepuyo e Oriboca;
fracamente interferente — Caraparu e Mari-
tuba. Os dados disponiveis n3o permitem uma
classificacdo segura do virus ltaqui, embora se-
jam sugestivos de que ocupe uma posicdo in-
termediéria. '

Tabela 4 — Interferéncia por arbovirus do grupo C, em fi-
broblastos de embrido de pinto: eficiéncia relativa

VSV - PFU/garrafal (% do controle)
Virug?d me
1.0 0,1 0,01 0,001
Apeu 0 1 15,5 62
Carapara  SDY SD 81 92
ttaqui SD SD 59,5 76
Marituba 4 54,5 83,5 94
Murucutu 0 1 30,5 47
Nepuyo 0 9 57 61
Oriboca 0 4 16,5 43

a — Células infectadas por 48 horas

b — Média de duas garrafas

¢ — Muitiplicidade de infecciio adicionada de arbovirus do grupo C
d — Sem dado

Quando se infetaram células amnidticas hu-
manas com os virus Apeu (m = 0,05), Carapa-
ru {m = 0,015), Itaqui, Murutucu, Nepuyo e
Oriboca (m = 0,1), também foi verificada a in-

terferéncia sobre a multiplicacdo do VSV.

A inoculacdo do virus Marituba em fibroblas-
tos de embridio de pinto, com multiplicidade de
infecgdo adicionadas até 10, ndo causou efeito
citopético, nas condicGes experimentais utiliza-
das. Em concentracGes maiores, ocasional-
mente se pode notar efeito citopatico ligeiro
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(duas cruzes), em .48 horas de infecg&o. Nas
outras células, empregadas em experiéncias de
interferéncia, tais como células amnioticas hu-
manas primarias e células L-A9, também ndo
ocorreu efeito citopatico do virus, nas condi-
cBes usadas neste trabalho. O virus Marituba
ndo produziu placas em fibroblastos de embrido
de pinto, em multiplicidades de 100 a 10-%, nas
condicdes relatadas para a medida das PFU
Quando se infetaram as células com altas multi-
plicidades (100 e 10 TCDg/célula), por 48
horas, e depois cobriu-se a monocamada com
meio semi-sélido (como na medida das PFU), o
efeito citopatico, por vezes aparecia, impedin-
do a contagem das PFU do virus-desafio. Os
outros arbovirus do grupo C, utilizados na de-
monstracdo da interferéncia, néo provocaram
efeito visivel nos testes, com os métodos em-
pregados.

Discussao

Como se depreende das tabelas 1e 2, o virus
Marituba, ao infetar fibroblastos de embrifo de .
pinto por 48 horas, interferiu no aparecimento
de placas dos virus vaccinia, VSV e Sindbis.
Trata-se de uma interferéncia que é ativa contra
diversos virus pertencentes a familia Poxviri-
dae, género Orthopoxvirus {virus vaccinia) que
contém DNA, a familia Rhabdoviridae, género
Vesiculovirus (VSV) e a familia Togaviridae, gé-
nero Alphavirus (virus Sindbis), que contém,
como 4cido nucléico, o RNA (7). Quando se
compara a sensibilidade dos virus utilizados pa-
ralelamente (tabela 2), verifica-se que ha um
gradiente, sendo o virus Sindbis mais sensivel,
o VSV ocupando uma posicdo intermediéria e o
NDV sendo resistente 3 interferéncia induzida
pelo virus Marituba.

Os dados seguintes (tabela 3) indicam que o
efeito citopatico do VSV nas células amniéticas
humanas foi inibido com a infecgéo prévia das
células com o virus Marituba. O mesmo ocor-
reu nas células L-A9 de camundongo. A inter-
feréncia ndo se limita a um tipo de hospedeiro,
sendo demonstravel em cultivos celulares origi-
nados de diversas espécies.

Os arbovirus do grupo C, utilizados neste tra-
balho, foram capazes de induzir a interferéncia
(tabela 4 e comentario em resultados) tanto nos
fibroblastos de embrido de pinto, como nas ce-
lulas amnidticas humanas, revelando que esta é
uma propriedade geral destes arbovirus e talvez
também o seja para aqueles componentes do
grupo ndo estudados (os virus Madrid, Ossa,
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Restan e Gumbo Limbo). Quando se compara a
capacidade indutora dos diversos virus testa-
dos, vé-se que alguns virus séo mais eficientes,
como os virus Apeu, Murutucu, Nepuyo e Ori-
boca: os virus Caraparu e Marituba sdo fraca-
mente interferentes. Pelos dados da tabela 4
também ficou corroborada a nocdo de que a in-
terferéncia depende da dose de virus emprega-
da, mas ha um limiar acima do qual a resposta
celular ndo pode aumentar.

De que tipo de interferéncia se trata? Para es-
clarecer este ponto fundamental, teriamos de
averiguar qual 0 seu mecanismo. A interferén-
cia que descobrimos tinha as seguintes caracte-
risticas basicas:

1. Era induzida por vérios componentes do
grupo C dos arbovirus.

2. Era possivel demonstra-la em cultivos ce-
julares de diversas espécies animais.

3. Impedia o crescimento de vérios virus ndo
relacionados.

A interferéncia entre os virus animais pode
ser classificada, do ponto de vista operacional

(8) em:

1. Interferéncia por interferon
2. Interferéncia ndo associada ao interferon
2.1 Interferéncia dos receptores celulares
2.2 Interferéncia na penetracdo do virus
2.3 Interferéncia intracelular
2.3.1 Interferéncia por particulas de-
fectivas
2.3.2 Interferéncia intrinseca
2.3.3 Interferéncia por componente
estrutural do virion
2.3.4 Outras interferéncias

De acordo com as propriedades das interfe-
réncias (8), verificamos que ndo se tratava de
interferéncia ao nivel dos receptores celulares,
pois esta se da entre virus estreitamente rela-
cionados ou homélogos (1, 2). Tampouco po-
deria a interferéncia ser na fase de penetragéo,
porque esta também depende de virus homdlo-
gos ou muito préximos do ponto de vista de

classificacdo (3, 5, 14). O mesmo ocorreria com
a interferéncia por particula defectiva, que s0
acontece com uma mutante do virus ‘‘stan-
dard” (11).

Restam, portanto, a interferéncia mediada
por interferon e as atuantes ao nivel intracelular
(8). Estudos relativamente as condicGes de in-
terferéncia (cinética, modificacdes dos induto-
res) e a presenca de interferon estdo sendo rea-
lizados.
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Caracterizacdo bioquimica de
Yersinia enterocolotica e de
Yersinia pseudotuberculosis®

Resumo
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Estudo da caracterizagdo bioquimica dessas duas espécies, empregando-se 43 amostras de
Y. enterocolitica e 49 de Y. pseudotuberculosss, todas de colecso e de origem diversa, fren-
te a 64 substratos, sendo parte das provas realizadas a diferentes temperaturas de incuba-
¢io (22°C e 36-37°C). Verificou-se a importancia da padronizacdo de técnicas, de tempo
de leitura e de temperatura de incubag8o para equivaléncia dos resultados. Foi organizada
tabela contendo nove provas capazes de diferenciar, bioquimicamente, as duas espécies

entre si e de outras enterobactérias.

Summary

A biochemical characterization of Yersinia enterocolitica and Yersinia pseudotuberculosis

A study of the biochemical characterization of these two species was made using 43 strains
of Y. enterocolitica and 49 of Y. pseudotuberculosis. All of them are from collection and
different origin. Tested were made on 64 substrates, part of them under different tempera-
tures {22°C and 35-37°C). The importance of a standartization of techniques, the time for
reading and the incubation temperature, for best equilibrium of results, were verified. A ta-
bie was prepared to the results of nine tests for the biochemical distinction between the two

species and other enterobacteria.

Introducgéo

A caracterizacio de Y. pseudotuberculosis
ndo tem ocasionado inGimeras controvérsias. 0
mesmo tem ocorrido em relacgio a Y. enteroco-
Jitica. Revendo-se os principais trabalhos sobre
metabolismo da Y. pseudotuberculosis, obser-
va-se maior uniformidade nos resultados apre-
sentados pelos diversos autores (5, 13, 14, 17,
28, 30).

Mollaret (13) observou que, variando-se a
temperatura de incubacdo, Y. pseudotubercu-
Josis apresenta diferenca de comportamento,
com relacdo a algumas provas.

De acordo com o Manual de Bergey (1), os es-
pécimes de Y. pseudotuberculosis s&o moveis a
22°C e imdveis a 37°C; positivos para as provas
de uréia, esculina, arbutina, amido, beta galac-
tosidase; fermentam ramnose, salicina, adoni-

tol, arabinose, dextrina, galactose, melibiose;
sdo negativos para as provas de ornitina des-
carboxilase, utilizacdo do citrato, indol, H,S,
KCN e d-tartarato; e ndo fermentam sacarose,
amidalina, arabitol, celobiose, inulina, lactose,
sorbitol, sorbose e xilose.

Em relacdo as caracteristicas bioguimicas de
Y. enterocolitica, os resultados apresentados
por diversos autores s3o muito varidveis, sendo
que alguns deles sugerem a exclusdo de amos-
tras, com caracteristicas bioquimicas aberran-
tes, da espécie Y. enterocolitica, ainda que
continuem pertencendo ao género Yersinia (2,
11, 29, 31).

Mollaret & Chevalier (15), em 1964, realiza-
ram estudo bioguimico de 82 amostras bacte-
rianas as quais, segundo os autores, consti-
tuiam grupo homogéneo e eram relacionadas
com o Bacilo de Malassez e Vignal, pela pato-

% Trabalho realizado no “'Center for Disease Control *, Atlanta, Georgia, E.U.A., com bolsa da Fundacio de Amparo a

Pesquisa do Estado de S&o Paulo (74/803).

**  Universidade Estadual Paulista, UNESP, Faculdade de

##x% Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, E.U.A.

Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara, SP, Brasil
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genicidade em condi¢Bes naturais, pelas suas
principais caracteristicas culturais e bioquimi-
cas. Por outro lado, diferiam de Y. pseudotu-
berculosis pelo comportamento frente & ramno-
se, sacarose, celobiose, melibiose, esculina e
ornitina. Em trabalho posterior, Mollaret & Lu-
cas (17) descreveram o comportamento de
amostras de Y. enterocolitica, isoladas de le-
bres, com reacées bioquimicas diferentes das
anteriores.

Frederiksen (9), em seu classico estudo sobre
Y. enterocolitica, caracterizou-as através de
uma série de provas bioquimicas.

Darland & col. (4) mostraram a influéncia da
temperatura de incubacfo no comportamento
bioquimico de Y. enterocoliticae de Y, pseudo-
tuberculosis.

- Niléhn (21, 23, 24), na Suécia e Wauters (34),
na Bélgica, estudaram, exaustivamente, a bio-
quimica de Y. enterocolitica e dividiram-nas em
cinco biotipos, de acordo com as caracteristi-
cas metabdlicas. Amostras, com caracteristicas
mais aberrantes, isto €, com nitrato, ornitina,
beta galactosidase negativas, pertencem ao
biotipo cinco, da classificacdo dos dois autores.

Knapp & Thal (11), usando as amostras de Y.
enterocolitica, propostas como amostras-pa-
drdo, realizaram uma série de provas bioquimi-
cas e propuseram algumas como caracteristi-
cas da espécie.

Bottone & col. (2) descrevem o isolamento
de amostras de Y. enterocolitica que fermen-
tam ramnose e rafinose, caracteristicas essas
divergentes das apresentadas, anteriormente,
pelas amostras dessa espécie bacteriana; estu-

~ dos mais detalhados sobre esse grupo de bac-
térias ramnose positivas foram realizados por
Chester & Stotzky (3).

Mollaret & Thal (19), quando escreveram o
capitulo sobre Yersinia, na oitava edicdo do
Manual de Bergey, caracterizaram a espécie
Y. enterocolitica com as seguintes reacoes bio-
‘quimicas: moveis a 22°C e iméveis a 37°C; po-
sitivas para as provas de uréia, ornitina descar-
boxilase, beta galactosidase, arbutina; fermen-
tam sacarose, celobiose, galactose, sorbitol e
sorbose; diferentes reacdes para indol, arabino-
se, dextrina, amido, xilose e KCN; negativas
para esculina, citrato, H,S, d-tartarato; n3o

. broduzem gés de glicose e ndo fermentam ram-
nose, salicina, adonitol, amidalina, arabitol,
inulina, lactose, melibiose.

Observa-se, portanto, grande divergéncia
entre diversos autores, no que diz respeito, es-
pecialmente a Y. esterocolitica. Muitas amos-
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tras tém sido classificadas como tal, sem que
estudos mais detalhados sobre algumas de
suas caracteristicas tivessem sido realizados.
Consideracfes a esse respeito tém trazido ind-
meras controvérsias e o Subcomité de Taxono-
mia para Yersinia, Pasteurella e Francisella re-
comendou que fossem itensificados os estudos
de Y. enterocolitica, principalmente no que diz
respeito aos aspectos bioquimicos, sorolégicos
e genéticos (16).

Visando contribuir para esse propdsito, reali-
zamos o estudo das caracteristicas bioquimicas
das duas espécies, frente a um nmero consi-
deravel de substratos, usando-se diferentes
temperaturas de incubacéo, em alguns testes,
na tentativa de ampliar as possibilidades de
identificacdio mais correta, principalmente de
Y. enterocolitica, e de apresentar esquema sim-
plificado e pratico que pudesse ser incluido, ro-
tineiramente, na pesquisa das duas espécies
bacterianas.

Material e Métodos

Amostras — 43 de Y. enterocolitica e 49 de Y.
pseudotuberculosis, de origem diversa, todas
de colecdo.

Testes — Foram realizadas as provas relaciona-
das a seguir, empregando-se meios e técnicas
recomendadas por Edwards & Ewing (6) e
Ewing & Davis (8): redug8o de nitrato a nitrito;
indofenol oxidase; oxidacdo/fermentacdo; ver-
melho de metila-VM e Voges-Proskauer-VP; |i-
pase; pectinase; crescimento em presenca de
KCN; crescimento em presenca de '‘Cetrimi-
de”’; teste de motilidade; producio de H.,S,
usando-se ‘Peptone Iron Agar’-PIA e “Triple
Sugar Iron”’-TSI; indol; urease; lisina descarbo-
Xilase; arginina diidrolase; ornitina descarboxi-
lase; fenilalanina desaminase; liquefacdo da ge-
latina; hidrélise da esculina e arbutina: cresci-
mento em meios sintéticos, contendo uma Gni-
ca fonte de carbono e energia: citrato de Si-
mons, acetato de sodio e alginato de sédio; uti-
lizagGo de acidos organicos, em meios conten-
do fonte orgénica de nitrogénio: citrato de
Christensen, caldo malonato, caldo mucato e
alginato nutriente; utilizac8o de acidos orgéni-
cos segundo Kauffmann e Petersen: citrato, d-
tartarato, i-tartarato e I|-tartarato; fermentacso
de carboidratos e compostos correlatos: glico-
se, lactose, inositol, maltose, sacarose,
manitol, dulcitol, salicina, adonitol, sorbitol, ara-
binose, rafinose, ramnose, xilose, trealose, ce-
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lobiose, glicerol, alfa metil glicosideo, eritritol,
manose, amidalina, inulina, levulose, ribose,
galactose, sorbose, d-arabinose, metil xilosi-
deo, metil d-manosideo e melizitose.

Foram também realizados os testes da
desoxirribonuclease- DN-ase, utilizando o meio
de “Toluidine Blue DN-ase’’ (27) e da beta ga-
lactosidase, utilizando meio e técnica recomen-
dados por Negut & Hermann (20), sendo que
as reacBes negativas foram repetidas, usando-
se discos de ONPG (Difco), de acordo com a
técnica indicada pelos fabricantes dos discos.

Atmosfera e temperatura de incubacdo — A in-
cubaco foi em aerobiose, a 356-37°C, sendo as
provas, relacionadas a seguir, em duplicata, in-
cubadas também a 22°C: indol, VM, VP, citra-
to de Simons, motilidade, acetato de sédio, be-
ta galactosidase, DN-ase, lipase, acidos organi-
cos (segundo Kauffmann e Petersen), glicose,
factose, inositol e maltose. O teste da gelatina
foi incubado a 22°C.

Leitura das provas bioquimicas — ReacOes de
fermentacdo, liquefacdo e hidrélise — leituras

realizadas até 21 dias; TSI, PIA, urease, citrato
de Simons, citrato de Christensen, alginato de
sédio, alginato nutriente, acetato de sédio, li-
pase, desoxirribonuclease, ""Cetrimide”’, pecta-
to, motilidade — leituras realizadas até 7 dias;
lisina, arginina e ornitina — leituras realizadas
até 4 dias; indol, VM, VP, KCN, mucato, malo-
nato, O/F — leituras realizadas no 2? dia; beta
galactosidase, nitrato, fenilalanina, oxidase —
leituras realizadas em 24 horas; acidos orgéni-
cos, segundo Kauffmann e Petersen — leituras
realizadas no 22, 5° e 14? dias.

Resultados e Discusséo

As caracteristicas das amostras de Y. entero-
colitica s3o apresentadas nas tabelas 1-4. A ta-
bela 1 contém os resultados das provas que
convencionamos chamar de provas gerais. A
Tabela 2 contém os resultados das provas de
utilizacdo de &cidos orgénicos. A Tabela 3, os
resultados das provas de fermentacéo de car-
boidratos em que verificamos somente acidifi-
cacdo do meio e a Tabela 4 os resultados da

Tabela 1 — Caracteristicas biogquimicas (provas gerais) das 43 amostras de Y. enterocolitica

Nimero de amostras
Teste ou Substrato
Positivas
Negativas
1-2 dias 3-7 dias 14 dias 21 dias
Reducdo de NOg a NOy 4 2
Oxidase 43
Oxidaco/Fermentacdo F-42 F-1
Prova do VM a 22°C 40 3
a 35-37°C 43

Prova do VP a 22°C 26 17
a 35-37°C 43
Beta Galactosidase 22°C 41 2
a 35-37°C 38 5
DN-ase a 22°C 1 20 22
a 35-37°C 21 21
Lipase a 22°C 28 4 11
a 35-37°C 28 13 2
Pectato 43
KCN 43
" Cetrimide” 29 14

Motilidade a 22°C 42 1
a 35-37°C 43
Produgdo de HyS de TSI 43
de PIA 43
Produgdo de Indol 22°C 26 17
35-37°C 28 15
Prova da Urease 33 7 3
Lisina Descarboxilase 43
Arginina Diidrolase 43
Ornitina Descarboxilase 40 1 2
Fenilalanina Desaminase 43
Hidrolise Gelatina 22°C 1 42
Hidrélise da Esculina 15 9 13 3 3
Hidrotise da Arbutina 24 19
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Tabela 2 — Utilizac8io de 4cidos organicos pelas 43 amostras de Y. enterocolitica

Namero de amostras
Teste ou substrato
Positivas
Negativas
1-2 dias _ 3-7 dias 14 dias 21 dias
Citrato Simons 22°C 2 41
35-37°C 2 41
Acetato sodio 22°C 7 3 5
35-37°C 2 41
Alginato sédio 43
Citrato Christensen 7 10 26
Malonato sédio 43
Mucato 43
Alginato nutriente 43
*Citrato 22°C 26 3 14
35-37°C 15 28
*d-Tartarato 22°C 43
35-37°C 43
*i-Tartarato 22°C 43
35-37°C - 43
*|-Tartarato 22°C 43
35-37°C 43

* segundo Kauffmann & Petersen

Tabela 3 — Fermentacdo de carboidratos e compostos correlatos com formacdo de acidos pelas 43
amostras de Y. enterocolitica

Ndmero de amostras
Teste ou substrato
Positivas
Negativas
1-2 dias 3-7 dias 14 dias 21 dias

Glicose a 22°C 43

a 35-37°C 43
Lactose a 22°C 1 14 16 12

a 35-37°C 1 3 5 2 32
Inositol a 22°C 32 1 2 8

a 35-37°C 26 1 16
Maltose a 22°C 39 3 1

a 36-37°C 30 10 2 1
Sacarose 37 6
Manitol 43
Dulcitol 43
Salicina 18 6 6 3 10
Adonitol 43
Sorbitol 42 1
Arabinose 40 2 1
Rafinose 1 2 40
Ramnose 2 41
Xilose 28 9 1 1 4
Trealose 42 1
Celobiose 43
Glicerol 23 19 ) 1
Alfa metil glicosideo 2 41
Eritritol 43
Manose 43
Amidalina 37 5 1
Inulina 1 42
Levulose 43
Ribose 41 1 1
Galactose 9 34
Sorbose 40 2 1
D-Arabinose 43
Metil xilosideo 43
Metil D-manosideo 43
Melizitose 43
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Tabela 4 — Fermentac8o de carboidratos e compostos correlatosc

om formag#o de gases pelas43 amostras de Y entero-

colitica
Numero de Amostras % Gases
Teste ou substrato tubo de
Positivas Durhan
Negativas
1-2 dias 3-7 dias 14 dias 21 dias
Glicose a 22°C 16 1 26 5
a 35-37°C 1 1 41 5
Lactose a 22°C 3 6 34 5
a 3637°C 1 4 1 37 5
Inositol a 22°C 29 14 5
a 35-37°C 27 16 5
Maltose a 22°C 24 6 6 7 5ai1b
a 36-37°C 14 8 3 1 17 5a10
Sacarose 13 4 26 5
‘Manitol 15 28 5a 10
Dulcitol 43 )
Salicina 1 2 3 2 25 5a 10
Adonitol 43
Sorbitol 27 3 13 5a10
Arabinose 23 10 10 5a10
Rafinose 1 1 41 5a 10
Ramnose 43
Xilose 14 15 14 5a 30
Trealose 23 5 15 5a 20
Celobiose 1" 10 22 5a 10
Glicerol 8 13 2 20 5 a 40
Alfa metil glicosideo 2 41 10
Eritritol 43
Manose 5 38 5
Amidalina 8 4 31 5a10
Inulina 43
Levulose 1 42 5
Ribose 11 1 21 5
Galactose 1 17 25 5
Sorbose 5 38 5
D-arabinose 43
Metil xilosideo 43
Metil D-manosideo 43
Melizitose 43
mesma prova, com verificacdo da producdo de  + = 90% ou mais das reacdes positivas
gases. dentro de 1 a 2 dias
As caracteristicas bioguimicas das amostras = — = 90% ou mais das reacdes negativas
de Y. pseudotuberculosis s&o apresentadas nas (+) = 90% ou mais das reacGes positivas
Tabelas 5-7, em que a divisdo das provas foi fei- a partir do 3° dia (tardiamente posi-
ta como para as amostras de Y. enterocolitica. tivas)
NZo ha tabela com os resultados sobre aforma-  + ou- = maioria das reacSes positivas, den-
cdo de gases, j& que todas as amostras de V. tro de 1-2 dias, e outras negativas
pseudotuberculosis foram agasogeénicas. -ou + = maioria das reacGes negativas e ou-
As Tabelas 8-10 contém o resumo das carac- tras positivas, dentro de 1-2 dias
teristicas bioquimicas de Y. enterocolitica (Ta- d = diferentes reacdes, como: +, (+),
belas 8 e 9) e de Y. pseudotuberculosis (Tabela —. Mesmo ndo tendo alcancado
10). Na Tabela 11, aparecem as caracteristicas 100% de positividade, ndo foram
das amostras das duas espécies em "“Triple Su- classificados com a letra “d”, os
gar lron’’-TSI; na Tabela 12, estéo os testes di- testes nos quais houve 90% ou
ferenciais entre Y. enterocolitica e Y. pseudotu- mais de positividade, quer isso te-
perculosis, bem os que permitem diferenciar nha ocorrido dentro de 1-2 dias,
as duas espécies das demais enterobactérias. quer a partir do 3? dia
Os resultados dos testes sfo expressos por F = utilizacdo da glicose por fermenta-

sinais ou letras, cujos significados sdo os se-
guintes:

cdo no meio de Hugh e Leifson
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Tabela 5 — Caracteristicas bioquimicas {provas gérais) das 49 amostras de Y. pseudotuberculosis

Teste ou Substrato

Namero de amostras

Positivas
Negativas
1-2 dias 3-7 dias 14 dias 21 dias
Reducéo de NO3 a NO, 48 1
Oxidase 49
Oxidacgéo/Fermentacdo F-49
Prova do VM a 22°C 47 2
a 356-37°C 49
Prova do VP a 22°C 49
a 35-37°C 49
Beta Galactosidase 22°C 49
a 35-37°C 49
DN-ase a 22°C 1 48
a 35-37°C 39 10
Lipase a 22°C 5 44
a 35-37°C 5 40 4
Pectato 49
KCN 49
""Cetrimide” 1 48
Motilidade a 22°C 27 22
a 35-37°C 49
Producéo de HyS de TSI 49
de PIA 49
Producdo de Indol 22°C 49
35-37°C 49
Prova da Urease 49
Lisina Descarboxilase 49
Arginina Diidrolase 49
Ornitina Descarboxilase 49
Fenilalanina Desaminase 49
Hidrolise Gelatina 22°C 49
Hidrdlise da Esculina 49
Hidroélise da Arbutina 49
Tabela 6 — Utilizacdo de 4cidos organicos pelas 49 amostras de Y. pseudotuberculosis
Namero de amostras
Teste ou substrato
Positivas
Negativas
1-2 dias 3-7 dias 14 dias 21 dias
Citrato Simons 22°C 34 15
35-37°C 49
Acetato sédio 22°C 46 3
35-37°C 1 17 31
Alginato sédio 49
Citrato Christensen 4 45
Malonato sédio 49
Mucato 49
Alginato nutriente 49
*Citrato 22°C 49
35-37°C 49
*d-Tartarato 22°C 49
35-37°C 49
*i-Tartarato 22°C 49
35-37°C 49
*I-Tartarato 22°C 49
35-37°C 49

* segundo Kauffmann & Petersen
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Tabela 7 — Fermentacdo de carboidratos e compostos correlatos com formacdo de &cidos pelas 49
amostras de Y. pseudotuberculosis

Teste ou substrato

Numero de amostras

Positivas
Negativas
1-2 dias 3-7 dias 14 dias 21 dias

Glicose a 22°C 49

a 35-37°C 49
Lactose a 22°C 49

a 35-37°C 43
Inositol a 22°C .49

a 35-37°C 49
Maltose a 22°C 49

a 35-37°C 44 5
Sacarose 1 48
Manitol 1
Dulcitol 49
Salicina 43 1
Adonitol 1 48
Sorbitol 49
Arabinose 21 28
Rafinose 10 39
Ramnose 49
Xilose 48 1
Trealose 48 1
Celobiose 49
Glicerol 49
Alfa metil glicosideo 49
Eritritol 49
Manose 49
Amidalina 49
Inulina 49
Levulose 49
Ribose 5 35 9
Galactose 9 38 2
Sorbose 49
D-Arabinose 49
Metil xilosideo 49
Metit D-manosidec 49
Melizitose 49

Tabela 8 — Sumario das caracteristicas bioguimicas das 43 amostras de Y enterocolitica

Sinal

Teste ou substrato

Nitrato; F; Ornitina; Manitol; Sorbitol; Arabinose; Trealose; Celobiose; Manose; Levulose; Ribose e Sorbose.
Motifidade e Beta Galactosidase a 22°C.
VM e Glicose.a 22°C e 36-37°C.

+oul+)

Urease; Xilose; Glicerol e Amidalina.

Lipase a 35-37°C.

Maltose a 22°C e 35-37°C.

{+)ou +

Esculina e Galactose.

+ ou -

Sacarose.
VP a 22°C.

Beta Galactosidase a 35-37°C.
Indol a 22°C e 35-37°C.

{+)ou -

Arbutina.

Citrato segundo Kauffmann e Petersen a 22°C.
Inositol a 22°C e 35-37°C.

-ouf{+)

Citrato segundo Kauffmann e Petersen a 35-37°C.

“Cetrimide”: Citrato de Christensen e Salicina.

DN-ase e Lactose a8 22°C e 35-37°C.
Lipase e Acetato de Sddio a 22°C.

Oxidase; Pectato; KCN; H,S; Lisina; Arginina; Fenilalanina; Gelatina; Alg
Malonato: Mucato; Dulcitol; Adonitol; Rafinose; Ramnose; Alfa Metil Glicoside

Xilosideo; Metil D-Manosideo e Milizitose.
VP; Motilidade e Acetato de Sodio a 35-37°C.
Citrato Simons; d-Tartarato; i-Tartarato e |-Tartarato a 2°C e 35-37°C

inato de Sodio; Alginato Nutriente;
o; Eritritol; Inulina; D-Arabinose; Metil
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Tabela 9 — Sumério dos resultados de fermentacdo com producéio de gases pelas 43 amostras de Y. enterocolitica

Sinal

Teste ou substrato
(+)ou ~ | Inositol a 22°C e 35-37°C.
-ou + Manitol e Manose
—ou(+) | Sorbose.
’ Glicose a 22°C,

Lactose a 22°C e 35-37°C.

Sacarose; Salicina; Sorbitol; Arabinose; Xilose; Trealose; Celobiose; Glicerol; Amidalina; Ribose e Galactose.
Maltose a 22°C e 35-37°C.

Dulcitol; Adonitol; Rafinose; Ramnose; Alfa Metil Glicosideo; Eritritol; Inulina; Levulose; D-Arabinose; Metit Xitosideo;
Metil D-Manosideo e Melizitose.
Glicose a 35-37°C.

Tabela 10 — Sumdrio das caracteristicas bioguimicas das 49 amostras de Y. pseudotuberculosis

Sinal Teste ou substrato

+ Nitrato; F; Urease; Esculina; Manitol; Ramnose; Xilose; Trealose; Manose e Levulose.
VM; Beta Galactosidase e Glicose a 22°C e 35-37°C.
Maltose a 22°C.

{+)ou + | Arabinose e Galactose.
Lipase a 35-37°C.

+oul{+)| Motilidade a 22°C.

(+) Arbutina; Glicero! e Salicina.
Acetato de Sédio a 22°C.

+ ou - Maltose a 35°C.

{+)ou - | DN-ase a 3537°C.
Citrato de Simons a 22°C,

-ou + Rafinose.

~ou{+)| Lipasea22°C.
Acetato de Sédio a 35-37°C.

d Ribose.
Oxidase; Pectato; KCN; “Cetrimide’’; H,S; Lisina; Arginina; Ornitina; Fenilalanina; Gelatina; Alginato de Sadio; Citra-
to de Christensen; Malonato de Sédio; Mucato; Alginato Nutriente; Sacarose; Duicitol; Adonitol; Sorbitol; Celobiose;
Alfa Metil Glicosideo; Eritritol; Amidalina; Inulina; Sorbose; D-Arabinose; Metil Xilosideo; Metil D-Manosideo e Melizi-
tose.
VP; Indol e Acidos Organicos segundo Kauffmann.
Lactose e Inositol a 22°C ¢ a 35-37°C.
DN-ase a 22°C. '
Motilidade e Citrato de Simons a 35-37°C.

Tabela 11 — Caracteristicas das 43 amostras de Y. enterocolitica e das 49 de Y. pseudotuberculosis em "‘Triple Sugar

ron” — TSI
Espécie Base % Superficie % Gés % HsS %
Y. enterocolitica Acida 100 :ggﬁ’na ?2:3 16,6 -
Y. pseudotuberculosis Acida 100 AAIC::::na g;; - -
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Tabela 12 — Provas de maior valor na caracterizacéo e di-
ferenciac8io de Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis

Teste ou substrato | Y. enterocolitica | Y. pseudotuberculosis

Uréia + ou {+)

Fenilalanina - -

KCN

Motilidade a 22°C
a 35-37°C

Ornitina

Sorbitol

Celobiose

Sorbose

Amidalina

+ oul+)

R
1

+ ou {+) -

A anélise dos dados obtidos, comparativa-
mente aos de outros autores, revela grande di-
vergéncia de resultados, no que diz respeito a
Y. enterocolitica. Em relag8o a Y. pseudotuber-
culosis, as divergéncias sdo bem menores.

Darland & col. (4) testaram amostras de Y.
enterocolitica e Y. pseudotuberculosis frente a
diferentes substratos, a maior parte dos quais
empregados neste trabalho. Apesar da diversi-
dade do nGmero e origem das amostras usadas
nos dois trabalhos, os resultados foram menos
divergentes que os verificados em relagdo a ou-
tros autores.

Muitas vezes, a compara¢do de resultados
foi dificil, porque as técnicas utilizadas, tempe-
ratura de incubacdo e tempo de leitura ndo séo
uniformes.

Quanto a Y. pseudotuberculosis, na prova de
desoxirribonuclease, resultados percentuais
positivos, a 35-37°C, foram superiores agueles
de Darland & col. (4). Reacdes positivas forarm
evidenciadas no sétimo dia de incubacdo, en-
quanto que, no trabalho acima referido, néo ha
referéncia a tempo de leitura. Assinalamos con-
sideravel diferenca de resultados positivos
quando da variacdo da temperatura de incuba-
cdo de 22°C para 35-37°C. Essa variacdo de
temperatura, em relacdo a positividade, foi ain-
da vetificada nas provas de utilizac8o do citrato
de Simons, acetato de sodio e lipase.

Os resultados relativos ao crescimento, em
citrato de Christensen, foram, percentualmen-
te, inferiores aos assinalados por Darland & col.
(4). Mas, quer em nossa experiéncia, quer na-
guela dos referidos autores, 08 resultados posi-
tivos apareceram a partir do terceiro dia de in-
cubacdo.

Comparativamente aos de outros autores, 0s
testes do pectato, lipase e H,S apresentaram
resulados algumas vezes semelhantes e outras
vezes divergentes (4, 6, 19, 33).
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Analisando a fermentacdo de carboidratos e
compostos correlatos pelas amostras de Y.
pseudotuberculosis, verifica-se que Schiitze
(28), na prova do adonitol, obteve resultados
positivos, enquanto nossas amostras apresen-
taram resultados negativos, dados esses coinci-
dentes com os de outros autores (4, 5). Molla-
ret & Lucas (17), estudando amostras de Y.
pseudotuberculosis, afirmam que 50% delas
fermentam esse carboidrato e Thal (30} apre-
senta resultado varidvel. No Manual de Bergey
(1), essa prova aparece como positiva, discor-
dando dos dados apresentados em trabalhos
anteriores dos autores do capitulo de Yersinia
no referido Manual.

Quanto 3 arabinose, obtivemos 100% de po-
sitividade, concordando com os dados apre-
sentados por outros autores (4, 19, 30). No en-
tanto, Devignat (5) apresenta para essa prova
resultados variaveis.

Os resultados apresentados em relagdio a me-
tabolizacdio da xilose, foram positivos, dados
coincidentes aos de outros autores (4, 5, 11,
17, 28, 30). Entretanto, na oitava edi¢dio do Ma-
nual de Bergey (1), essa reacdo aparece como
negativa. Acreditamos que esse dado tenha si-
do impresso errado no referido Manual, pois 0s
autores que escreveram o capitulo referente a
Yersinia, em outros trabalhos, ddo essa reacdo
como positiva (11, 17, 30).

0O resultado negativo, frente & inulina, é se-
melhante ao observado por outros autores (19,
28), mas contrério ao resultado positivo relata-
do por Devignat (5). Este autor afirma que re-
sultados positivos para essa prova foram evi-
denciados, quando da utilizagdo do indicador
de Vermelho de Fenol. Com o Indicador de An-
drade, obteve apenas resultados negativos.

Em relacdo a utilizacdo da rafinose, nossos
resultados divergem apenas daqueles apresen-
tados por Schiitze (28).

Analisando resultados das provas bioquimi-
cas, de amostras de Y. enterocolitica, compa-
rando-as aos de outros autores, frente a alguns
substratos, observou-se em alguns deles, da-
dos totalmente opostos, e, outras vezes, dados
bastante divergentes.

Knapp & Thal (10), ao contestarem a presen-
ca de certas amostras bacterianas, dentro da
espécie Y. enterocolitica, fazem referéncia, es-
pecialmente, aquelas isoladas de lebres por ndo
possuirem as enzimas beta galactosidase, orni-
tina descarbosilase e nitrato redutase, por ndo
acidificarem a amidalina, a dextrina e a
trealose. Frederiksen (9) afirma que para Y. en-
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terocolitica a reducdo de nitrato a nitrito, &
sempre positiva, com raras excecdes. Niléhn
(24} apresenta para esse substrato resultados
positivos ou diferentes tipos de reacges.

Quanto ao teste da beta galactosidase, nos-
sos resultados, a 35-37°C, sio bastante seme-
lhantes aos de-Mollaret & col. {15), Frederiksen
(9) e Wauters (34), isto é, positives, com raras
exce¢des negativos. No entanto, s8o um pouco
diferentes dos de Darland & col. (4). Enquanto
evidenciamos 88,3% de reacGes positivas, eles
observaram apenas 24,0% de positividade. A
22°C, nossos resultados foram praticamente
iguais aos daqueles autores.

Na reacdo de Voges-Proskauer, 100% das
amostras foram negativas a 35-37°C, mas
60,4% positivas a 22°C. Frederiksen (9) afirma
ser essa prova positiva a 20-30°C e negativa a
37°C. Para Niléhn (25), este teste, a 25°C, pode
ser positivo ou pode ser varidvel. Wauters (34)
ressalta que a producdo de acetoina, a partir de
glicose, é uma das provas mais fortemente in-
fluenciadas pela temperatura. Afirma que essa
reacdo apresenta resultados positivos com
maior freqiiéncia a 22°C que a 37°C.

Na prova da desoxirribonuclease a 35-37°C,
os dados de Darland & col. (4) foram diferentes
dos nossos; apenas 2,7% de suas amostras fo-
ram positivas, quando obtivemos 51,1% de po-
sitividade. Observe-se que os resultados positi-
vos, apresentados por aqueles autores, apare-
ceram dentro dos dois primeiros dias de incuba-
cdo e a quase totalidade dos nossos foi obser-
vada a partir do terceiro dia de incubacdo.

Os resultados da prova da pectinase mostra-
ram-se semelhantes ou divergentes de outros
autores {4, 33).

Para a prova da lipase, os resultados foram
diferentes daqueles apresentados por Darland
& col. (4) a 22°C, mas n#o a 35-37°C. Na prova
de .“’Cetrimide’’, aqueles -autores obtiveram
4,0% de reacdes positivas, enguanto nossa
porcentagem de positividade foi de 67,4%; pra-
ticamente todas as reacGes positivas aparece-
ram a partir do terceiro dia de incubacéo, en-
quanto que as deles, dentro dos dois primeiros
dias.

No que diz respeito a pesquisa da urease, en-
tre as amostras de Y. enterocolitica, verifica-
mos que algumas amostras nfo possuiam essa
enzima, coincidindo com outros autores (4).
Van Noyen & col. {32) descrevem o isolamento
de uma bactéria com todas as caracteristicas de
Y. enterocolitica, mas incapaz de hidrolisar
uréia, afirmando que, devido a isso, a urease
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ndo pode ser considerada como elemento fun-
damental na identificac8o dessa bactéria. Dis-
cordamos dessa afirmativa, pois se sabe que as
porcentagens de positividade, em relacdo as
provas bioquimicas, sdo estatisticas e ndo ab-
solutas ja que num determinado momento a
bactéria, por uma alteracdo genética, pode
perder algumas caracteristicas. Considere-se
ainda essa prova como fundamental para ca-
racterizagdo de Y. enterocolitica, embora algu-
mas amostras tivessem falhado na metaboliza-
cdo da uréia.

Outro fato a ser ressaltado é que ndo houve
diferenca quanto aos resultados obtidos, va-
riando-se a temperatura de incubacdo, para a
prova do Indol.

Um teste que consideramos muito importan-
te para a definicdo das duas espécies de Yers/-
nia é a capacidade de crescimento em presenca
de KCN. No que diz respeito a Y. enterocoliti-
ca, 100% das amostras foram negativas nessa
prova, dados coincidentes com os de outros
autores (4, 9, 15). No Manua! de Bergey (1), no
entanto, o resultado para esse substrato apare-
ce como “d"” (diferentes reacdes). Mais uma
vez, assinala-se a contradicdio dos dados do
Manual, pois Mollaret, que é um dos autores do
capitulo de Yersinia apresenta em trabatho an-
terior (15) resultado negativo para essa prova.

Do mesmo modo, consideramos a descarbo-
xilacdo da ornitina como uma das provas mais
importantes na diferenciacdo de Y. enterocoliti-
ca e Y. pseudotuberculosis.

A prova da hidrélise da esculina é considera-
da por alguns autores como fundamental na di-
ferenciacdo de Y. enterocolitica e Y. pseudotu-
berculosis (9, 11, 15, 18). Nossos resultados
sdo discordantes. Embora 100% das reacées
tenham sido positivas para Y. pseudotubercu-
losis, dentro dos dois primeiros dias de incuba-
cdo, também 93% das amostras de Y. entero-
colitica apresentaram resultados positivos nes-
sa prova, apesar de 58,1% dessas reacdes posi-
tivas aparecerem a partir do terceiro dia de in-
cubacdo. As amostras estudadas por Darland
& col. (4) também foram positivas, embora em
porcentagens inferiores (36,0%). Acreditamos
gue isso se deve ao fato de termos estendido o
tempo de leitura para vinte e um dias, enquanto
aqueles autores o fizeram até o décimo quarto
dia; ainda outros autores assinalam amostras
de Y. enterocolitica capazes de hidrolisar a es-
culina (24, 34).

Resultados relativos & fermentacdo de car-
boidratos e compostos correlatos pelas amos-
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tras de Y. enterocolitica apresentam muitas di-
vergéncias, guando comparados aos de outros
autores.

Os resultados da fermentacéo da lactose fo-
ram diferentes dos de Darland & col. (4) que
observaram menos de 10% de reacdes positi-
vas com leituras até o décimo quarto dia, as
temperaturas de 22°C e 35-37°C. Obtivemos
25,5% de reacdes positivas de 35a37°Ce, a
22°C, 72%. Destas apenas uma positivou-se
dentro dos dois primeiros dias de incubacdo.
Ressaltamos que a utilizac8o da lactose reali-
zou-se por via fermentativa e n3o oxidativa co-
mo relatado por Niléhn (24) e Wauters (34).

Observamos que 14% das amostras de V.
enterocolitica ndo fermentaram a sacarose. Al-
guns autores consideram essa prova como uma
das fundamentais para diferenciar Y. enteroco-
litica de Y. pseudotuberculosis (11, 22). Entre-
tanto, outros (24, 34), também assinalam resul-
tados negativos em relagdo a esse teste.

Quanto a fermentacdo da salicina e
arabinose, os resultados que aparecem no Ma-
nual de Bergey (1) divergem daqueles anterior-
mente relatados pelos autores que escreveram
o capitulo de Yersinia no referido Manual (12,
15), sendo também discordantes dos nossos.

Os resultados de fermentacdo da xilose-sdo
semelhantes aos de alguns autores {11, 17) mas
divergentes de outros {(4), 0 mesmo acontecen-
do em relacdo a fermentacgéo do inositol (4, 12,
15, 34).

Qutra prova que gera controvérsia ¢ a da fer-
mentacdo da amidalina pelas amostras de V.
enterocolitica. Observamos 100% de resulta-
dos positivos, exatamente 0S MesSMos assinala-
dos por Darland & col. (4). O Manual de Bergey
(1) apresenta essa reacdo como negativa. No
entanto, Knapp & Thal (10) contestam que as
amostras isoladas de lebres sejam consideradas
como de Y. enterocolitica, entre outros moti-
vos, por ndo acidificarem a amidalina. Para
Mollaret & col. (15), essa prova € considerada
positiva, exceto para aquelas amostras isoladas
a partir de lebres. Frederiksen (9) apresenta di-
ferentes tipos de reacdes para a amidalina.

Ao analisar a producdo de gases a partir dos
30 substratos estudados, observa-se que as
amostras de Y. enterocolitica produziram gases
em 21 deles, em quantidades variaveis.

Encontramos poucas referéncias, na literatu-
ra, em relacdo & producéo de gases por Y. ente-
rocolitica. Niléhn (26) afirma que, usualmente,
as bactérias dos biotipos 1 e 2 produzem gases
a 22°C e 37°C e que as bactérias dos biotipos 3
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e 4 formam gases, mais intensamente, a 25°C,
enquanto as do biotipo 5 ndo produzem gases.
Mostrou que amostras dos biotipos 3 e 4 for-
mam gases a partir de manose, frutose, glico-
se, sacarose e manitol, de modo fraco e irregu-
lar: mas produzem quantidades maiores a partir
de l-arabinose, galactose, maltose, trealose,
celobiose, sorbitol, glicerol & de d-xilose.

Alguns autores estudaram a formacéo de ga-
ses, principalmente a partir da glicose, com re-
sultados diversos e contraditdrios, sendo na
maioria das vezes negativos. Assim, Darland &
col. (4), Knapp & Thal (11}, Mollaret & Thal
(19) ddo essa prova como negativa. Frederiksen
(9) afirma que a producéo de gases, a partir da
glicose, é fraca e irregular, sendo mais pronun-
ciada a 22°C que a 35-37°C, dados semelhan-
tes aos nossos. Wauters (34) afirma que a pro-
ducso de gases, a partir de glicose e a 22°C, &
mais abundante e precoce em meio de cultura
tamponado do gue nos meios de cultura usual-
mente empregados para o estudo de fermenta-
cdo e providos de tubo de Durhan.

Uma observacdo, que julgamos importante,
é que a grande diversidade de resultados, fren-
te ao mesmo substrato, relatada por diferentes
autores que estudaram as espécies Y. entero-
colitica e Y. pseudotuberculosis, pode ser devi-
da a alguns fatores discutidos a segulir.

Em primeiro lugar, o fator temperatura de in-
cubacéo motivou, em alguns testes, a positivi-
dade ou negatividade. Observamos, em alguns
casos, a grande diferenca de resultado frente a
um mesmo substrato, variando-se a temperatu-
ra, quer para Y. enterocolitica quer para Y.
pseudotuberculosis. Ela deve ser portanto,
sempre constante no trabalho de caracteriza-
cdo dessas espécies bacterianas.

Outro elemento importante é o tempo de lei-
tura, principalmente no que diz respeito a fer-
mentacdo de carboidratos. Muitas das reacdes
positivaram-se apenas na terceira semana de
incubaco. Realizando comparacdo de nossos
dados com os relatados por outros autores,
verifica-se ‘que resuftados divergentes aparece-
ram em tempos diferentes de leitura. Em alguns
desses trabalhos, o periodo de incubacgo foi
menor que 0 NOSsSo; em outros ndo ha referén-
cia ao periodo de tempo em que o teste foi con-
siderado positivo ou negativo.

A padronizacio de meios de cultura e reati-
vos é outro fator de importancia. Empregando-
se o mesmo substrato, em meios de cultura de
constituicdo quimica muito diferente, ou
pesquisando-se a presenca de produtos de me-
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tabolismo bacteriano com reativos diversos, os
resultados seréo provavelmente diferentes.

Analisando os diferentes testes bioguimicos,
observamos que a presenca da urease é um fa-
tor constante entre as amostras de Y. enteroco-
litica e de Y. pseudotuberculosis. Realizando
uma revisdo da presenca dessa enzima em ou-
tras bactérias da familia Enterobacteriaceae,
observa-se que est4 presente em Proteus, Kleb-
siella, presente ou ausente em Citrobacter, Fn-
terobacter cloacae, Enterobacter liquifaciens e
em Serratia (7). Por outro lado, nossos resulta-
dos constatam a existéncia de duas provas bio-
quimicas que diferenciam Y. enterocoliticae Y.
pseudotuberculosis das enterobactérias que
possuem urease. Sdo as provas da fenilalanina
desaminase e do KCN, pois, das bactérias aci-
ma relacionadas, todas crescem em presenca
de KCN, sendo que Proteus também desamina
a fenilalanina. Estes testes, portanto, foram su-
geridos para diferenciar as duas espécies das
demais enterobactérias.
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de micobactérias*
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Resumo

A pesquisa da niacina ¢ o recurso mais usado para a diferenciacdo entre M. tuberculosis

(posit[vo) e as demais micobactérias (negativas). Uma das

técnicas mais empregadas com

traram que a interferéncia foi causada pela presenca de nitrito resultante da atividade nitra-
torredutdsica das micobactérias. Recomenda-se a interpretacdo cuidadosa do teste combi-
nado ou o emprego da técnica de Runyon para a pesquisa do acido nicotinico.

Summary

Nitrite radical as interferent in niacin research in mycobacterial cultures

The research of niacin is the most important test for differentiation of Mycobacterium tu-
berculosss from atypical mycobacteria. The use of phosphate buffer with nitrate to test the
production of niacin and nitratereductase in a single culture is one of them. However, some
false niacin reactions have been observed in strains of atypical mycobacterial, due to the
presence of nitrite radical. Several test were made in order to confirm the importance of
this reaction and to clarifiy if it could prejudice the identification of M. tuberculosis by the

niacin — nitrate combined test.

Introducéo

A produgdo de varias vitaminas, inclusive al-
tos niveis de acido nicotinico {niacina), pelo
Mycobacterium tuberculosis foi observada por
alguns pesquisadores (2, 3, 8). Essa proprieda-
de, evidenciada pela reacdo de Koenig (4), é
utilizada para diferenciar o bacilo da tuberculo-
se de outras micobactérias (5). O método origi-
nal de Konno, utilizando a propria cultura, foi
modificado por Runyon & col., que passaram a
extrair a niacina com salina fisioldgica (7). A uti-
lizacdo de tamp&o-fosfato, contendo nitrato de
sodio, permitiu a realizacdo, a partir de um
mesmo tubo de cultura, dos testes da niacina e
da nitratorredutase (6). Dentro do nosso sistema
operacional, pode ser feita ainda a prova da ca-
talase e de sua termoinativaco, o que reduziu
bastante a manipulacio e o tempo utilizados na

identificacdo das micobactérias em trabalho de
rotina (1). Com o uso deste Gltimo esquema na
identificacdo bioquimica de amostras isoladas
de materiais patoldgicos, principalmente de es-
carros, foram observadas reagdes positivas pa-
ra niacina em culturas catalase termo-resisten-

' tes e portanto ndo consideradas como M. tu-

berculosis. Realizaram-se varios ensaios para
esclarecer o verdadeiro significado dessas rea-
coes.

Material e Métodos

Microrganismos — Foram utilizadas amostras
de M. tuberculosis (22), M. flavescens (2), M.
scrofulaceum (3), M. intracellulare (4), M. tri-
viale (3), M. acapulsensis (2) e M. fortuitum
(25) da colecdio do Laboratério Central de Tu-

¥ Trabalho realizado no Laboratério Central de Tuberculose {Rio de Janeiro), com a ajuda do CNPq.

** Da Divisdo Nacional de Tuberculose e do CNPq.

*** Da Universidade Federal do Espirito Santo e da CAPES.
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berculose (RJ), cultivadas em meio de Loe-
wenstein-Jensen e testadas na fase logaritimica
de crescimento.

Testes — Além do teste combinado de Kubica
(6) foram realizados isoladamente as pesquisas
da niacina e da nitratorredutase.

Procedimentos — Para a realiza¢do do teste
combinado, foi usado como substrato uma so-
lucdo tampéo-fosfato M/15, pH 7.0, adiciona-
da de nitrato de s6dio M/100, na proporcéo de
2 ml por tubo de cultura, utilizando-se 3 tubos
para cada amostra. As culturas foram mantidas
a 37°C, em posicdo inclinada de forma a permi-
tir que a solucdo nitratada entrasse em contato
com o crescimento bacteriano. Aliquotas de
0,15 ml e 0,56 ml do extrato foram retiradas em
intervalos de 15 em 15 minutos na primeira ho-
ra, e apds duas a trés horas para os testes da
niacina e nitratorredutase, respectivamente.

Os reativos para a realizag8o dos testes, as-
sim como a interpretacdo dos mesmos, foram
descritos em vérias publicagdes (Andrade,
1968). Para a pesquisa da niacina, utilizou-se
solucdo alcodlica de anilina a 4%.

Como controles, foram feitos testes com as
seguintes solucdes: ‘
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a) Extrato do meio de cultura com tampdo
fosfato nitratado e ndo nitratado.

b) Solucdo de nitrato de sédio a 0,1%.

¢) Solucdo de nitrito de sédio nas concentra-
cBes de 0,1, 0,01 € 0,001%.

d) Solucdo de niacina a 0,0001% nitratada e
ndo nitratada. Os reativos foram adicionados
ap6s manutencdo dos tubos por duas horas a
37°C.

Resultados

Observou-se quando da utilizacdo do método
combinado que as amostras nitratorredutase
positivas de M. tuberculosis, M. flavescens, M.
triviale, M. terrae, M. acapulsensis e M. fortui-
tum, apresentaram positividade para o teste da
niacina, enquanto que nas negativas (M. scro-
fulaceum e M. intracellulare) isso néo foi cons-
tatado. Entretanto, com o método original de
Runyon, somente as amostras de M. tuberculo-
sis foram niacina positivo (Tabela 1). Através
dos controles, verificou-se que a substancia
guimica que interferia, acarretando reacées fal-
so positivas para o acido nicotinico, era o
nitrito.

Tabela 1 — Pesquisa da niacina e nitratorredutase em micobactérias pelos métodos originai e combinado

Métodos de pesquisa da niacina
Espécies Amostras Nitratorredutase Original* Combinado

15 min-3 hs 15 min. 30 min. 45 min. 1h. 2hs. 3hs.
M. tuberculosis 22 + + + (+) (+) {(+) (+) (+)
M. flavescens 2 + - ~ - - - + {(+1
M. triviate 3 + - - - - ~ + (+)
M. terrae 3 + - - - - - + {+)
M. acapulsensis 2 + - + (+) (+) (+) {+) {+)
M. fortuitum 25 + - + (+) {(+) (+1) {+) {+)
M. scrofulaceumn 3 - - - - - - - -
M. intracellulare 4 - - - - - - - -

* As reaces foram iguais em todos os tempos de incubacéo;

- Reacdes negativas; + ReacOes positivas normais e { + ) Reaces positivas com alteracéio da cor

Nos tubos contendo nitrito de sédio foi ob-
servado o desenvolvimento de uma coloragéo
amarela quando da adi¢8o das soluges de bro-
meto de cianogénio e anilina, utilizadas para
revelar a presenca de niacina. Nas concentra-
cBes mais elevadas de nitrito (0,01% e 0,1%)
foi verificada uma intensificagéio na coloracdo,
gue passou de amarela a vermelha escura em

poucos minutos, apos adic8o dos reagentes. Is-
so foi também observado quando da aplicagdo
do teste combinado em amostras nitratorredu-
tase positivas, particularmente nas de M. tuber-
culosis e M. fortuitum. A coloracdo amarela de-
senvolvida no teste niacinico positivo, usando-
se 0o método original de Runyon, permaneceu
estavel.



124

Discussao

Kubica (6), na apresentacio de seu método
combinado para pesquisa da niacina e da nitra-
torredutase, assinalou que a intensidade da
cor, nos testes positivos da niacina, aumentava
consideravelmente com o tempo de observa-
¢éo. Com os resultados obtidos, pode-se en-
tender a causa de tal variacdo na cor. Quando
as amostras de espécies sabidamente ndo niaci-
nogénicas apresentaram reacées positivas com
0 método combinado, suspeitou-se da existén-
cia de algum fator interferente, ja que esse re-
sultado ndo era confirmado pelo método origi-
nal. '

As reacGes controles mostraram gue o nitrito
formado a partir da atividade nitratorredutasica
era o fator interferente. Verificou-se que, em
concentracGes baixas (0,001%), o nitrito for-
mado pode provocar uma falsa positividade. Na
reagédo com a niacina pura e na pesquisa da nia-
cina em cultura do bacilo da tubercuiose pelo
método original, a cor amarela, que se desen-
volve em 5 minutos, é estavel, 0 mesmo ndo
ocorrendo na presenca de nitrito, quando passa
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Micobactérias atipicas isoladas
de material humano na cidade
do Rio de Janeiro.

| — Identificacdo preliminar
pela morfologia colonial*
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Leila de Souza Fonseca

& Paulo Pinto Gontijo Fitho

Resumo

Estudo da morfologia colonial em 144 amostras de micobactérias atipicas, isoladas pelo La-
boratorio Central de Tuberculose do Rio de Janeiro, na maioria provenientes de escarro de
pacientes supostamente tuberculosos. A morfologia colonial, em meio transparente de Du-
bos (Agar Dubos Oleico Albumina), apresentou 72% de correlacdo com 0s resultados obti-
dos através da identificacdo bioguimica, sugerindo sua utilizacdo na identificacdo prelimi-

nar de micobactérias.

Summary

Atypical mycobacteria isolated from human sources in Rio de Janeiro. | — Preliminary

identification by colony characteristics

Colony characteristics of 144 strains of atypical mycobacteria isolated by the Laboratorio
Central de Tuberculose do Rio de Janeiro, mainly from sputum of patients suspected of ha-
ving tuberculosis, were analysed. The colony morphologies on transparent albumin oleic
agar medium have showed 729% correlation of with biochemical identification suggesting
this procedure as an aid in presumptive identification of mybobacteria.

Introducao

A importancia de micobactérias atipicas na
patologia humana foi reconhecida ha poucas
décadas. Em 1938, Cruz (5) relatou um caso de
infeccdo por micobactéria atipica, no Rio de Ja-
neiro, mas somente apos a publicacdo de dois
casos fatais de doenca pulmonar humana, por
micobactérias fotocromogénicas (4), foram
acumuladas evidéncias que esses microrganis-
mos sdo capazes de produzir doenc¢a no ho-
mem (6, 9, 10, 12, 22).

No Brasil, levantamento sobre a prevaléncia
dessas micobacterioses foram realizadas por
Magardo & Lorian (15), Magalhdes (13} e Ma-
galhdes, Campo & Guerra (14). Na cidade do
Rio de Janeiro, Andrade & Santiago (3) relata-
ram 2% de isolamento de micobactérias atipi-
cas, entre as micobactérias isoladas pelo Labo-
ratério de Tuberculose do Rio de Janeiro, com

predominancia de micobactérias de crescimen-
to réapido.

O objetivo do presente trabalho é avaliar o
emprego da morfologia colonial na identifica-
cdo preliminar de espécies patogénicas ou po-
tencialmente patogénicas para o homem, isola-
das de material clinico na cidade do Rio de Ja-
neiro.

Material e Métodos

Amostras utilizadas — Foram utilizadas 144
amostras, do Laboratério Central de Tuberculo-
se do Rio de Janeiro (Laboratdrio de Referéncia
da Campanha Nacional contra a Tuberculose),
isoladas de pacientes supostamente tubercuto-
sos. Cerca de 74% dos isolamentos foi de es-
carro (Tabela 1), de pacientes internados ou em
tratamento dispensarial. '

* Trabalho realizado no Instituto de Microbiologia da UFRJ, com o auxilio do Consetho Nacional de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnolégico (CNPq), FINEP e CEPG da UFRJ.
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Tabela 1 — Distribuicdio das amostras, de'acordo com a
~origem

Material N? de amostras Percentagem
Escarro 106 73,6
Lavado bronquico 12 8.3
Urina 11 7.6
Lavado géstrico 8 . 5,6
Outros 7 4,9
TOTAL 144 100

As culturas ndo tiveram o comportamento de
Mycobacterium tuberculosis nem de Mycobac-
terium bovis, quando submetidas aos seguintes
testes: presenca de dcido nicotinico, reducdo
de nitrato, atividade catalasica a temperatura
ambiente e a 68°C, como e feito de rotina na-
quele laboratério (1),

Adiconalmente, foram utilizadas 21 amos-
tras-tipo das diferentes espécies do género
Mycobacterium.

Morfologia colonial — As amostras inicialmen-

te foram cultivadas no meio liquido de Dubos e .

L.S. Fonseca & P.P. Gontijo Filho

posteriormente, utilizando-se alca de platina,
semeadas em placas, contendo meio agar Du-
bos oleico albumina.

As placas foram mantidas, em posicdo inver-
tida, a 37°C e observadas com 2,3,7,14,21¢
28 dias de incubacio.

A observacio foi feita com microscopio este-
reoscopico, utilizando-se aumento de 12X, 48X
e 96X. As colénias foram descritas segundo os
critérios de Fregnan & Smith (8).

Resultados

Na Tabela 2 estédo relacionados os tipos colo-

“niais, apresentados pelas micobactérias no

meio agar Dubos oleico albumina. Os diversos
tipos, assim como a descricdo das colénias, sdo
mostrados nas Figuras 1 a 9.

A correlacdo entre as identificacBes pelos
testes bioquimicos (7) e morfologia colonial foi
de 72%. Trinta e nove amostras apresentaram
tipos de colénias diversos dos descritos para as
respectivas espécies (Tabela 3).

Tabela 2 — Tipos de colénias comumente apresentadas pelas espécies do género Mycobacterium*

Grupo de Runyon Espécie Tipo de coidnia
M. tuberculosis R-Cs, R-R
M. bovis R-R
! M. kansasii Sm-K, Sm-Kw
M. marinum Sm-K, Sm-Kw
M. scrofulaceum Sm-Sy, R-Ry, Sm-ly
n M. gordonae Sm-Sy, R-Ry, Sm-ly
M. flavescens Sm-Sy, Sm-Dy, Sm-ly
M. xenop}' Xf
M. avium-intracellulare Sm-S, Sm-D, Sm-i, Sm-T
il M. gastri Sm-K, Sm-T, Sm-S
M. terrae Sm'T, SmK, Sm'S
M. triviale R-R, Sm-K
M. fortuitum Xf
M. chelones Sm-S
i\ M. vaccae Sm-K, Sm-Kw, R-R
M. smegmatis R
M. phiei R
M. diernhoferi Sm-D, Sm-$

* Pattyn & Portaels (17)
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Figura 1 — Colonia "Rough-Cs” — estrutura em
serpentina, com filamentos paralelos formando cur-
vas que se irradiam do centro para a periferia: bor-
do ondulado. Mycobacterium tuberculosis H37Rv
10C-262, 40X

Figura 3 — Colénia ‘Smooth-K” — chata, com su-
perficie ligeiramente ondulada, e ponto preto visivel
na parte central. Mycobacterium kansasii ATCC-12.478,
40X

Figura 2 — Colonia "Rough-R” — estrutura com
filamentos visiveis apenas na periferia: bordo irre-
gular. Mycobacterium triviale ATCC-23.292, 40X

Figura 4 — Colbnia “Smooth-Kw'* — chata, com
superficie enrugada, filamentos irradiando-se do
centro para a periferia: bordo irregular. Mycobacteriun
vaccae ATCC-15.483, 40X
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Figura 5 — Colénia ""Smooth-S" — cupula cen-
tral que se torna chata na periferia: bordo on-
dulado. Mycobacterium avium ATCC-25.291,
40X

Figura 6 — Colénia “Smooth-D” — superficie

em forma de ctpula, com bordo redondo e in-

tegro. Mycobacterium intracellulare ATCC-15.985,
40X

C

Figura 7 — Colonia “'Smooth-}"’ — presenca simultanea de co-
I6nia “Smooth-S” e “Smooth-D". Mycobacterium phlei ATCC-10.142,

40X

Figura 8 — Colénia “Smooth-T" — transporte,
chata, com uma pequena elevagdo central: bor-
do irregular e ondulado. Mycobacterium terrae
ATCC-15.755, 40X

Figura 9 — Colénia “XF" — cupula central e
extensa rede filamentosa na periferia. Mycobacte-
rium fortuitum ATCC-6841, 40X
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Tabela 3 — Correlacdo entre as identificagdes realizadas através de testes bioquimicos e morfologia colonial

N° de amostras com morfologia colonial
Grupo de Runyon Espécie Total
Concordantes Discordantes
I M. kansasii 6 2 8
M. scrofulaceum 20 4 24
1] M. gordonae 3 4 7
M. flavescens 13 8 21
M. avium-intracellulare 13 3 16
H M. gastri 9 7 16
M. terrae 9 1 10
M. triviale 1 1 2
M. fortuitum 20 6 26
\Y% M. vaccae 4 — 4
M. diernhoferi — 3 3
TOTAL 98(72%) 39(28%) 137{100%)
Discuss@o Segundo Kubica & Jones (11} e Pattyn &

O significado clinico do isolamento de mico-
bactérias atipicas de material patolégico € hoje
amplamente reconhecido. Inquéritos epidemio-
l6gicos, para estabelecer a incidéncia desses
microrganismos, tém sido realizados, pratica-
mente, em todas as regides do mundo. Esses
estudos apontam proporc¢des oscilantes deOa
47%, em relacdo ao total de micobactérias iso-
ladas (3).

No Brasil, diversos levantamentos foram rea-
lizados por Magalhdes (13), Magalhdes & col.
(14) em Recife e Silveira & col. (21), na Bahia,
revelando prevaléncias de 0,8%, 0,9% e 3,5%
respectivamente. Magalh&es & Lorian (15), An-
drade & Santiago (3) e Andrade (2) obtiveram
aproximadamente 2% de micobactérias atipi-
cas entre os isolamentos realizados no Labora-
t6ério Central de Tuberculose, localizado no Rio
de Janeiro. As amostras utilizadas no trabalho
foram provenientes dessa Institui¢go.

0 estudo da morfologia colonial ndo tem sido
utilizado pelos Laboratérios de Patologia Clini-
ca, embora possa proporcionar a identificacdo
preliminar das amostras isoladas, em tempo re-
lativamente curto, quando realizado criteriosa-
mente (17, 19).

A maioria das espécies patogénicas, incluin-
do M. tuberculosis, M. kansasii, M. xenopi, M.
fortuitum e M. chelonei, pode ser reconhecida
através de suas coldnias. No entanto, para ou-
tras, como M. scrofulaceum e M. avium-intra-
cellulare, e estudo da morfologia colonial apre-
senta valor limitado (17, 18, 19).

Portaels (17), M. kansasii produz colbnias de
rugosidade intermediaria, descritas como
“Smooth-K'* e “Smooth-Kw"'. Contudo, Run-
yon {19) comenta que essa propriedade pode
ser variavel, com algumas amostras apresen-
tando coldnias rugosas. Em nosso trabalho, de
oito amostras de M. kansasii estudadas, seis
(75%) forneceram colénias tipicas (”’Smooth-
K’ e “Smooth-Kw'') e duas, coldnias rugosas.

As micobaciérias escotocromogénicas, de
crescimento lento, ndo apresentam col6nias
caracteristicas, que permitam distinguir as es-
pécies patogénicas (18). Essas bactérias produ-
zem colénias lisas, pigmentadas, descritas co-
mo *“‘Smooth-Sy’’, “’Smooth-Dy”" e “Smooth-
ly" (11, 20). Entretanto, col6nias rugosas po-
dem ser ocasionalmente observadas (11). Ana-
lisando nossos resultados, verificamos que
69,3% das coldnias produzidas por esse grupo
foram lisas (““Smooth-Sy’’, ‘“Smooth-Dy” e
“Smooth-ly”’) e 30,7% rugosas.

M. avium-intracellulare possui colonias trans-
parentes e dificeis de serem visualizadas
{("*Smooth-T"’), mas outros tipos, como
“Smooth-S”/, ““Smooth-D’" ou “Smooth-I1",
podem ser observados. As espécies ndo pato-
génicas do grupo lil de Runyon produzem, fre-
glientemente, colnias semelhantes as de M.
kansasii, mas podem ser encontradas colénias
idénticas as de M. avium-intracellulare, fazen-
do-se necessério testes bioquimicos para dife-
renciacdo (18).

M. xenopi é a espécie mais facilmente carac-
terizada pela morfologia colonial. Suas coldnias
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possuem filamentos, projetando-se das bordas,
semethantes aos produzidos por M. fortuitum.
Entretanto, as colénias de M. xenop/ apresen-
tam pigmento amarelo, o que permite facil dis-
tingdo de M. fortuitum (18, 19).

Encontramos 72,7% das amostras do grupo
I, fornecendo colénias lisas, coerente com os
dados encontrados na literatura para micobac-
térias ndo cromogénicas, de crescimento lento
€ comentados acima (17, 19).

M. fortuitum produz coldnias filamentosas,
que aparecem na superficie do meio em menos
de uma semana (18). A morfologia colonial des-
sa micobactéria pode variar, de acordo com o
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Comportamento bioquimico de amostras
de Citrobacter diversus (Levinea malonatica)

e Levinea amalonatica

isoladas de material clinico humano*
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Resumo

Descricdo do comportamento bioquimico de 70 amostras isoladas de varias patologias hu-
manas. Foram utilizados 37 testes comumente empregados para a identificacdio de germes
da familia Enterobacteriaceae, acrescidos da prova de degradacdo da tirosina, recentemen-
te introduzida no estudo de enterobactérias. Foram reconhecidas 55 amostras de Citrobac-
ter diversus, 12 de L. amalonatica e trés de comportamento bioguimico intermedidrio entre
as duas primeiras. Os testes considerados de maior valor diferencial entre C. diversus e L.
amalonatica foram a utilizagdo do malonato de sédio, a fermentacio do adonitol, o cresci-
mento em presenca de cianeto de potassio (KCN)ea degradacao da tirosina. Os resultados
obtidos estdo de acordo com a proposta de reunir C. diversus e L. malonatica em uma Gni-
ca espécie denominada C. diversus, permanecendo a designaco de L. amalonatica para a
nova espécie até que seja definida a legitimidade deste nome.

Summary

Biochemical behavior of Citrobacter diversus (Levinea malonatica) and Levinea amalonati-

ca isolated from human’s clinical samples

Description of the behavior of 70 strains isolated from human patients. Thirty seven tests
generally used in the identification of Enterobacteriaceae plus a recently introduced test —
tyrosine degradation — were explored. Fifty five strains of C. diversus, 12 of L. amalonatica
and three strains intermediate between these species were identified. Tests of differential
value were: the utilization of sodium malonate, fermentation of adonitol, growth in presen-
ce of KCN and degradation of tyrosine. The results agree with the proposal of bringing C.
diversus and L. malonatica into a single specie, C. diversus. The designation L. amalonati-
ca would stand for a new specie until the legitimity of such name is recognized.

Introducdo

Diversos autores tém descrito amostras bac-
terianas, semelhantes a Citrobacter freundii,
mas que diferem em algumas reacBes bioquimi-
cas. Macierewicz (14) sugeriu um novo género,
Padlewskia, apés o estudo de 27 amostras. Fre-
deriksen (8) descreveu um grupo de amostras
que pertenciam ao género Citrobacter, mas di-
feriam de C. freundii porque fermentavam o
adonitol, utilizavam o malonato, produziam in-
dol e nio cresciam em presenca de cianeto de
potassio (KCN). Essas amostras revelaram fra-
ca producdo de gés sulfidrico (H,S), em meio
de gelatina-cloreto férrico. O autor sugeriu que
deveriam representar uma nova especie, sob a

designacdo de C. koseri. Booth & McDonald
(4) chegaram & mesma concluséo, apos o estu-
do de 40 amostras similares.

Em 1971, Young & col. (24) descreveram as
caracteristicas bioquimicas de 108 amostras e
propuseram a criagdo de um novo género, Levi-
nea, com duas espécies: L. malonatica e L.
amalonatica. As reacées bioquimicas de L. ma-
jonatica eram semelhantes as de C. koseri, mas
a produgso de H,S, em meio de triplice aclcar-
ferro (TSI), ndo era detectada. As reagdes bio-
quimicas de L. amalonatica mostravam seme-
lhancas as de espécie do género Padlewskia.

Em revisdo feita em 1972, Ewing & Davis
consideraram que 0s nomes propostos por Fre-
deriksen (8) e Young & col. (24) eram legitimos

* Trabalho realizado no Instituto de Microbiologia da UFRJ, com auxilio financeiro do CNPg, EMBRAPA, FINEP e CEPG.
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& validamente publicados, mas os nomes de es-
pécies propostos para o género Citrobacter,
por Werkman & Gillen (23), tinham prioridade,
sendo sugerida a denominacdo de C. diversus
para as amostras que apresentassem compor-
tamento bioquimico semethante a C. koserie L.
malonatica.

A partir de 1972, crescente ndmero de pes-
quisadores vem relatando o isolamento de mi-
crorganismos de comportamento bioquimico
semelhante aos citados, com divergéncia de
opinides quanto & designacio de géneros e es-
pécies. '

Richard & col. (18) descreveram caracteristi-
cas bioquimicas de 63 amostras assim classifi-
cadas: 49 L. malonatica, oito L. amalonatica e
seis intermediérias entre estas espécies. Os au-
tores propuseram esquema de classificacéo
com seis biotipos (a - f), através da fermenta-
¢do de ramnose, sorbose sacarose e dulcitol.
Gross & col. (10) relataram a ocorréncia de dois
distintos bio-sorotipos para as amostras fer-
mentadoras e ndo fermentadoras da sacarose,
da mesma espécie de C. koseri, incluidas em
seu estudo. Em 1973, Sedlak estudou diversos
aspectos, incluindo classificacio sistematica,
estrutura antigénica, ecologia, imunoquimica e
sensibilidade a antibidticos, bacteriéfagos e
bacteriocinas, referentes ao género Citrobac-
ter, reconhecendo duas espécies, C. freundii e
C. intermedium. Gross & Rowe (9) observaram
que L. amalonatica diferia bioquimica e sorolo-
gicamente de amostras de C. koseri e L. malo-
natica. Lund & col. (13) estudaram 75 amostras
de Citrobacter ndo produtoras de H,S, das
quais 24 foram caracterizadas como C. freundii
e 51 como C. diversus. Aldova & Sourek (1) re-
lataram o primeiro isolamento de culturas Levi-
nea-Citrobacter na Tchecoslovaquia, através
de estudos de 22 amostras com bioquimica per-
tinente. Madrazo & col. (15, 16) relataram o
isolamento de amostras de C. diversus a partir
de pacientes humanos. Richard (17) e Van Ovye

{22) descreveram caracteristicas bioguimicas’

de Levinea; Rowe & col. (19) realizaram estu-
dos bioquimicos e soroldgicos com amostras
-de C. koseriisoladas de espécies clinicos de ori-
gem humana. Altmann & col. (2) identificaram,
bioguimicamente, amostras de C. diversus iso-
ladas de materiais clinicos humanos.

Neste trabalho, estudamos os caracteres bio-
quimicos de 70 amostras bacterianas de mate-
riais clinicos de origem humana, na cidade do
Rio de Janeiro, para a observacdo de seu com-
portamento, em confronto com o de amostras-

I.R. Suassuna, J.R.F. Brito, |. Suassuna & R.M.C. Ferreira

padrdo de C. diversus, L. malonatica e L. ama-
lonatica e também como tentativa de sua utili-
zacdo para classificacdo dessas bactérias.

Material e Métodos

Origem das amostras — cultivos mantidos em
meio de agar nutritivo, no Laboratério de Ente-
robactérias do Departamento de Microbiologia
Médica, Instituto de Microbiologia, da Universi-
dade Federal do Rio de Janeiro. Do total de 75
amostras, 70 foram isoladas de material clinico
humano, em laboratério clinico particular. Des-
tas, 43 foram isoladas de urina; 12 de fezes:
quatro de secrecéo traqueobrénquica; uma de
secrecdo de incisfo cirdrgica; uma de sangue;
uma de fossa nasal e uma de liquido seminal.
N&o se obteve informacBes sobre a fonte de
isolamento de sete amostras. As cinco outras
eram'amostras-tipo, da “’American Type Cultu-
re Collection” (ATCC): C. diversus (27156), L.
malonatica (25408), L. amalonatica (25405); e
da “National Collection of Type Culture”
(NCTC): L. malonatica (10810) e L. amalonatica
{10805).

Estudos dos caracteres bioquimicos — Inicial-
mente, as amostras foram semeadas em meio
EMB-agar, segundo técnicas de Holt Harris &
Teague (11), Levine, (12) e do Difco Manual
{5). Verificada a pureza, através da observaco
macroscopica do aspecto colonial e da micros-
copia de esfregacos corados pelo método de
Gram, foram feitas semeaduras nos meios de
triagem; triplice actcar-ferro (TSI) e meio SIM
(dos laboratdrios Difco e BBL), em que se ob-
servou a producéo de H,S, de indol e a mobili-
dade. Ao mesmo tempo, foram realizados as
seguintes provas: utilizacdo de arabinose, ram-
nose, frutose, glicose, sorbose, celobiose, lac-
tose, sacarose, rafinose, glicerol, eritritol, ado-
nitol, dulcitol, inositol, manitol, sorbitol, esculi-
na e salicina; determinacdo do tipo de metabo-
lismo da glicose (fermentativo ou oxidativo),
em meio de Hugh & Leifson; atividade da beta-
galactosidase (ONPG); a hidrélise da uréia, nos
meios de Christensen e Stuart; prova de verme-
lho de metila (VM) e Voges & Proskauer (VP):
crescimento em presenca de cianeto de potés-
sio (KCN); hidrélise da gelatina: descarboxila-
¢éo da lisina e da ornitina; pesquisa da arginina-
dihidrolase; utilizacdo do citrato de sédio em
meio mineral; utilizacdo do malonato de sédio;

~ degradacdo da tirosina; reducdo do nitrato; a
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desaminacdo da fenil-alanina (1-aminoécido-
oxidase) e prova da citocromo-oxidase.

Para o preparo, inoculacdo e leitura dos tes-

tes utilizados, foram seguidas as recomenda-
cBes de Edwards & Ewing (6). O teste de degra-
dacdo da tirosina foi realizado de acordo com

Sheth & Kurup (21).

Tabela 1 — Comportamento bioquimico de cinco amostras-padrédo de Citrobacter dive

amalonatica

Resultados
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O resultado dos testes bioquimicos realiza-
dos com as amostras-padrdo de C. diversus, L.
malonatica e L. amalonatica estd na Tabela 1.

rsus, Levinea malonatica e Levinea

Teste ou substrato

C. diversus
ATCC 27156

L. malonatica
ATCC 25408

L. malonatica
NCTC 10810

L. amalonatica
ATCC 25405

L. .amalonatica
NCTC 10805

H,S (TSH
Indol
Mobilidade
Nitrato
Oxidase
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Gelatina
Lisina
Ornitina
Arginina
Tirosina
L-aminoacido-oxidase

Metab. fermentativo Hugh

& Leifson
Arabinose
Ramnose
Frutose
Glicose
Sorbose
Celobiose
Lactose
Sacarose
Rafinose
Glicerol
Eritritol
Adonitol
Dulcitol
inositol
Manitol
Sorbitol
Esculina

Salicina

ONPG

M
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Tabela 2 — Comportamento bioquimico de 55 amostras de Citrobacter diversus e 12 de Levinea amalonatica

C. diversus L. amalonatica
Teste ou substrato

+ % {+) % - % + % {+) . % - %
HyS (TS)) 0 - 0 - 55 1 100,0 0 - 0 - 12 1100,0
Indol 55 | 100,0 0 - 0 - 10 83,3 0 - 2 16,7
Mobilidade 54 98,2 0 - 1 1,8 12 | 100,0 0 - 0 -
Nitrato 55 | 100,0 o] - 0 - 12 | 100,0 0 - 0 -
Oxidase 0 - 0 - 55 | 100,0 0 - 0 - 12 |100,0
KCN 0 - 0 - 55 | 100,0 10 83,3 ] - 2 16,7
Gelatina 0 - 0 - 55 | 100,0 0 - 0 - 12 1100,0
Lisina 0 - 0 - 55 | 100,0 1 8,3 0 - 1" 91,7
Ornitina 55 1100,0 0 0 - 1 91,7 1 831 0 -
Arginina 0 - 0 - 55 1 100,0 0 - 0 - 12 ]100,0
Tirosina 54 98,2 0 - 1 1,8 1 8,3 0 - " 91,7
L-aminoacido-oxidase 0 - 0 - 55 | 100,0 0 - 0 - 12 |100,0
Metab. fermentativo Hugh
& Leifson 55 | 100,0 0 0 - 12 1100,0 0 - 0 -
Arabinose 55 1 100,0 0 - 0 - 12 | 100,0 0 - 0 -
Ramnose 54 98,2 1 1.8 0 - 12 ]100,0 0 - 0 -
Frutose 55 | 100,0 0 - 0 - 12} 100,0 0 - 0 -
Glicose (acido + gas) 556 | 100,0 0 - 0 - 12 1 100,0 0 - 0 -
Sorbose 0 - 22 40,0 | 33 60,0 9 75,0 1 8,3 2 16,7
Celobiose 53 96,4 0 - 2 3,6 10 83,3 2 16,3 0 -
Lactose 25 45,4 19 . 3461 N1 20,0 7 58,3 3 25,0 2 16,7
Sacarose 17 | 309 0 - 38 69,1 3 25,0 0 - 9 75,0
Rafinose 1 1,8 0 - 54 98,2 1 8,3 0 - 11 91,7
Glicerol {acido + gas) 54 98,2 1 1.8 0. - 10 83,3 2 1671 0 -
Eritrito! 0 - 0 - 55 | 100.0 0 - 0 - 12 1100,0
Adonitol 56 |100,0 0 - 0 - 2 16,7 0 - 10 83,3
Dulcitot 19 34,6 1 1.8 35 83,3 1 8.3 0 - " 91,7
Inositol 0 - 0 - 35 11000 0 - 0 12 1100,0
Manitol 55 | 100,0 0 - 0 - 12 [ 100,0 0 - 0 -
Sorbitol 55 1100,0 0 - 0 - 12 11000 0 - 0 -
Esculina 0 - 50 20,9 5 9,1 0 - 9 75,0 3 25,0
Salicina 14 254 | 21 38,2 | 20 36,4 .3 25,0 3 25,0 6 50,0
ONPG 55 | 100,0 0 - 0 - 12| 100,0 0 - 0 -
VM 55 1100,0 0 - 0 ~ 12 11000 0 - 0 ~
VP 0 - 0 55 1100,0 0 - 0 - 12 }100,0
Uréia (Stuart) 0 - 0 - 55 1100,0 0 - 0 - 12 1100,0
Uréia {Christensen) 17 30,9 5 9,1 | 33 60,0 3 25,0 3 25,0 6 50,0
Citrato (Simmons) 49 89,9 6 10,1 0 - 1 9,7 0 - 1 8,3
Malonato de sédio 55 | 100,0 0 - 0 - 0 - 0 - 12 {100,0

+ positivo em 24 horas

(+) positivos tardios (apds 48 horas)

~-  negativo
Os resultados dos testes bioquimicos realizados
com as 70 amostras restantes est3o na Tabela 2.

De acordo com os resultados dos testes de

utilizagdo do malonato de sédio, degradacdo da
tirosina, crescimento em presenca de cianeto
de potéssio (KCN) e fermentacdo do adonitol
(Tabela 3), os cultivos foram assim classifica-
dos: em C. diversus (L. malonatica), 55 amos-
tras; em L. amalonatica, 12; trés como grupo

intermedidrio, por apresentarem caracteristicas
de uma e outra espécie. Estas amostras ndo uti-
lizaram o malonato de sédio; degradaram a tiro-
sina; duas cresceram em presenca de KCN e,
destas, uma fermentou o adonitol. Os dados re-
ferentes a estas ndo foram incluidos na Tabela 3.
A classificacio das amostras em biotipos, se-
gundo Richard & col. (18), esta na Tabela 4.

Tabela 3 — Testes bioquimicos de maior valor diferencial entre as amostras de Citrobacter diversus (55) e Levinea amalo-
natica {12)
C. diversus L. amalonatica
Testes
+ % - % + % - %

Malonato 55 100,0 0 0 0 0 12 100,0
Tirosina 54 98,2 1 1,0 1 8,3 11 Nn,7
KCN 0 0 55 100,0 10 83,3 2 16,7
Adonitol 55 100,0 0 0 2 16,7 10 83,3




Rev. Microbiol. (S. Paulo), 9(3), 1978

135

Tabela 4 — Classificacdo das amostras de Citrbbacter diversus, Levinea amalonatica e intermediaria segundo os tipos bio-

quimicos -
Biotipos .
a b d e f
n? % n? % n? Yo n? % n® % n? %
C. diversus 27 | 491 0 0 11 1 20,0 9 | 164 8 |145 0 ]
(55 amostras) '
L. amalonatica 1 8.3 7 684 1 8,3 0 0 3 250 0 0
{12 armwostras)
Grupo intermed. 1 33,3 0 0 0 0 0 0 1 33,3 1 33,3
(3 amostras)
" Total (70 amostras}| 29 § 41,6 7 1100 12 | 171 9 {129 12 |17 1 1,4

Discussio

Através do comportamento bioguimico,
frente aos testes de citrocromo-oxidase, nitrato
e utilizacde da glicose, as 70 amostras estuda-
das foram classificadas na familia Enterobacte-
riaceae.

Os testes de vermelho de metila (VM), de Vo-
ges & Proskauer (VP), 1-aminoéacido-oxidase,
hidrélise da uréia e crescimento em presenca de
KCN, permitiram sua localizagdo do grupo (tri-
bo) Escherichiae, que inclui, segundo a edicdo
de 1974 do “‘Bergey’s Manual” (3) os géneros
Escherichia, Shigella, Edwardsiella, Salmonella
e Citrobacter.

A inclusdo destas amostras no género Citro-
pacter, de acordo com o “‘Bergey’s Manual”’,
foi possivel pelos testes de mobilidade, produ-
cdio de H,S, indol, ONPG, fermentagdo da lac-
tose e do dulcitol, utilizacdo do malonato, li-
quefacdo da gelatina e crescimento em presen-
ca de KCN,

Os resultados concordaram com os relatados
por outros autores, especiaimente em relacéo
3s amostras identificadas como C. diversus, C.

" koseri ou L. malonatica, enquanto que as amos-
tras de L. amalonatica revelaram-se mais hete-
rogéneas, bioguimicamente.

Foi observada disparidade de resultados em
relacdo & produgdo de H,S. A variacd@o nestes
resultados pode ser atribuida ao uso de diferen-
tes meios de cultura, as diferentes peptonas,
associadas & maior ou menor riqueza em ami-
noécidos e ao uso de técnicas mais ou menos
sensiveis, o que poderia explicar a discrepancia

nos resultados obtidos, quando do uso da téc- -

nica empregando-se tiras de papel de filtro e a
técnica pela leitura da difus@o de H,S em gel de
agar.

O relato de amostras com comportamento
bioguimico inadequado para identificac8o nas

espécies propostas, foi feito, anteriormente,
por Richard & col. (18). A identificagdo, como
C. diversus, destas amostras, poderia ser reali-
zada, desde que a utilizagdo do malonato de so-
dio deixasse de ser a prova fundamental na se-
paracio das espécies de Levinea.

Ewing & Davis (7) enfatizaram a importancia
do uso do teste de fermentacdo do adonitol, na
separacéio das espécies C. freundii e C. diver-
sus. Neste trabalho, entretanto, duas das
amostras classificadas como L. amalonatica
fermentaram o adonitol, enquanto duas das
classificadas no grupo das intermediarias nédo
fermentaram este alcool. O teste de degrada-
cdo da tirosina foi positivo, mas trés amostras
intermediarias, enquanto apenas uma, de L.
amalonatica, degradou este aminoécido. A uti-
lizacdo de um Unico destes testes ndo parece
ser suficiente para a defini¢dio das duas espé-
cies e a proposta de separa-las através de qua-
tro testes, como mostrado na Tabela 3, poderia
ser vélida, considerando-se, no entanto, a pos-
sibilidade de existéncia de amostras intermedié-
rias. A este respeito, a resposta poderia ser da-
da por estudos antigénicos. Os quatro testes
apontados mostraram-se adequados para a de-
finicdo da espécie C. diversus (L. malonatica),
quando foi observado comportamento mais ho-
mogéneo. _

Os resultados obtidos, seguindo-se a classifi-
cac8o de biotipos proposta por Richard & col.
(18), foram comparaveis aos destes autores e
aos de Altmann & col. (2). A maioria das amos-
tras de C. diversus foi distribuida entre os biotj-
pos a, ¢, d, e, enquanto que as de L. amalonati-
ca foram classificadas, no biotipo b.

A anslise do comportamento bioguimico das
amostras classificadas como C. diversus reve-
lou que poderiam ser incluidas no género Citro-
pacter, segundo Ewing & Davis (7), sob a de-
signagdo de C. diversus, como C. koseri, con-
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forme Frederiksen (8), ou, ainda, como C. jn-
termedium, de acordo com Sedlak (21) e o Ber-
gey’s Manual (3). Os resultados encontrados
estdo de acordo, neste aspecto, com os de
Werkman & Gillen (23), Booth & MacDonald
(4), Gross & col. (10), Sedlak (20), Aldova &
Sourek (1), Madrazo & col. (15, 16) e Altmann
& col. (2).

A proposta de classificar este grupo de mi-
crorganismos em um género independente, co-
mo sugerido inicialmente por Macierewicz (14)
e depois por Young & col. (21), foi apoiada por
Richard & col. (18), Richard (17) e Van Ovye
{22). Os testes bioquimicos, sugeridos por es-
tes autores, paraa separacéo dos géneros Levi-
nea e Citrobacter sfo: a producdo de indol, a
fermentacdo do adonitol, a utilizagdo do malo-
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Efeito do brometo de etidio
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em amostras de Staphylococcus aureus

resistentes a drogas

Resumo

J. P. Siqueira Junior*

& J. L. Azevedo™*

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito do brometo de etidio em
amostras de Staphylococcus aureus isoladas no Brasil (Ribeirdo Preto, SP). A partir de
amostras resistentes, variantes sensiveis foram obtidos, o que indica heranga plasmidial pa-
ra resisténcia a penicilina, bicloreto de merctrio, nitrato de caddmio, estreptomicina, tetraci-
clina e cloranfenicol. Os determinantes genéticos para resisténcia a penicilina, mercario e
cadmio, estdo ligados, provavelmente em um mesmo plasmidio. Em determinados varian-
tes sensiveis, a resisténcia a penicilina e ao cadmio ndo foi totalmente perdida, o que suge-
re um efeito mutagénico do brometo de etidio no DNA plasmidial.

Summary

Effects of ethidium bromide in drug resistant strains of Staph

ylococcus aureus

The present work was carried out aiming the evaluation of the effect of ethidium bromide
on strains of Staphylococcus aureus isolated in Brazil (Ribeirdio Preto, State of Sdo Pau-
lo). From resistant strains, susceptible variants were obtained, indicating a plasmidial inhe-
ritance for resistance to penicillin, mercuric chloride, cadmium nitrate, streptomycin, te-
tracycline and chloranphenicol. The genetic determinants which confer resistance to peni-
ciliin, mercury and cadmium are finked, possibly in the same plasmid. In certain suscetible
variants, resistance to penicillin and cadmium was not completely lost suggesting a muta-

genic effect of ethidium bromide on the plasmidial DNA.

Introducgé@o

Nos ultimos quinze anos, evidéncias se acu-
mularam de que a resisténcia a varios antibioti-
cos em Staphylococcus aureus, apresenta he-
ranca plasmidial. O primeiro caso bem descrito
se refere a penicilina, em 1963 (10), embora da-
dos preliminares datem de 1948/49 (2, 18);
atualmente, muitos casos de heranca extracro-
mossdmica sdo conhecidos, nessa espécie,
inclusive em relacdo a resisténcia a gentamicina
o unico antibiético de importéncia clinica
para o qual ainda ndo haviam sido descritos
amostras resistentes (6, 15).

A instabilidade de determinada caracteristica
fenotipica pode ser considerada como primeira
indicacdo de heranca plasmidial. Se aumenta-
da, por crescimento em temperaturas elevadas
(41/44°C) ou em presenca de certas substan-
cias, como brometo etidio, rifampicina ou do-

decil sulfato de sédio (6), fica reforcada a hipd-
tese de que heranca plasmidial esteja de fato
envolvida. Nesse particular, resultados mais
promissores e constantes foram obtidos em S.
aureus através do uso do brometo de etidio,
ndo sé com relacdo a plasmidios para resistén-
cia a drogas (3, 4, 14), como para plasmidios
envolvidos na producdo de toxina esfoliativa e
bacteriocina (19}).

Este trabalho tem o objetivo de avaliar o efei-
to do brometo de etidio em amostras de S. au-
reus resistentes a drogas.

Material e Métodos

Amostras — Foram utilizadas 35 amostras de
S. aureus isoladas na Faculdade de Medicina
de Ribeirfo Preto, USP (SP, Brasil) além de
outras, derivadas destas amostras originais.

* Laboratério de Genética, Departamento de Biologia, Universidade Federal da Paraiba; 58000 Jo&o Pessoa, PB, Brasil.
** |nstituto e Departamento de Genética, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de S&o Paulo;

13400 Piracicaba, SP, Brasil.
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Todas tiveram seus fagotipos determinados pe-
lo Dr. Carlos Solé-Vernin.

Drogas — Além do brometo de etidio {Sigma),
as seguintes drogas antibacterianas foram usa-
das: bicloreto de mercurio (Merck), cloranfeni-
col (Parke Davis), estreptomicina (Fontoura
Wyeth), nitrato de cadmio (Merck), penicilina
(Fontoura Wyeth) e tetraciclina (Pfizer).

Meios de cultura — Foram utilizados o agar nu-
triente (Nutrient Agar, Oxoid), caldo nutriente
(Nutrient Broth, Oxoid) e caldo nutriente enri-
quecido (caldo nutriente com 0,8% de triptona
e 1,0% de dextrose).

Testes de sensibilidade as drogas e tratamento
pelo brometo de etidio — O método usado foi o
da diluicdo em placas, empregando-se um ind-
culo de cerca de 106 células/ml, sendo a inocu-
lacdo feita por meio de multiaplicador ou multi-
alca (16) para placas contendo agar nutriente e
placas com agar nutriente mais concentrac¢oes
de 1; 2; 5; 10; 20; 50; 100; 200; 500 e 1000 ug/
ml para cada droga usada. As leituras foram fei-
tas apos incubacdo por 18 a 24 horas 3 37°C,
considerando-se como concentracdo inibitdria
a menor concentracédo da droga que inibia com-
pletamente o crescimento das amostras e, con-
seqlientemente, como nivel de resisténcia, a
maior concentracdo usada que permitia amplo
desenvolvimento das amostras. Determinados

08 niveis de resisténcia, as amostras considera-
das resistentes foram submetidas ao tratamen-
to com brometo de etidio. Para tal, amostras
eram incubadas a 37°C, com agitacdo, em cal-
do nutriente enriquecido, contendo concentra-
cGes sub-inibitérias de brometo de etidio (2,53
4,0 ug/mi). Apés 15 a 24 horas, as amostras
foram semeadas em placas com agar nutriente
em diluicGes tais que permitissem o crescimen-
to de coldnias isoladas, as quais foram replica-
das (8) para placas contendo 10 4g/ml de bi-
cloreto de mercurio, tetraciclina ou cloranfeni-
col e 20 ug/ml de penicilina ou estreptomicina.
Colbnias que ndo cresciam nessas placas eram
consideradas como tendo perdido a resisténcia
para cada droga usada. As porcentagens de co-
I6nias que perderam resisténcia para cada dro-
ga foram entdo determinadas. Em todos 0s ca-
08, controles foram efetuados, incubando-se
as mesmas amostras no caldo nutriente enri-
quecido, porém sem o brometo de etidio. Pelo
menos 100 coldnias foram ensaiadas, para cada
amostra.

J.P. Siqueira Janior & J.L. Azevedo

Resultados

Testes de sensibilidade — Os niveis de resistén-
cia encontrados para as 35 amostras de S. au-
reus ensaiadas estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Niveis de resisténcia de 35 amostras de
Staphylococcus aureus, ({ig da droga por mi de meio de
cultura) :

Amostras Drogas

Hg PC Sm TC CL
3A1 <1 <1 <1 <1 1
3A11 1 2 2 <1. 2
3A21 1 <1 2 <1 5
3A31 1 <1 2 <1 5
3A41 1 <1 1 <1 2
3A2 1 <1 1 <1 1
3A12 10 100 20 50 2
3A22 1 50 2 <1 2
3A32 1 20 2 <1 2
3A42 2 100 2 <1 2
3A52 1 <1 2 <1 2
3A3 <1 100 1 <1 1
3A13 1 200 50 <1 2
3A23 <1 20 2 <1 2
3A4 <1 <1 2 20 1
3A14 <1 200 100 <1 2
3A24 2 <1 2. 20 2
345 <1 5 50 <1 20
3A35 1 1 2 <] 5
3A45 1 100 50 100 20
3A6 10 100 <t <1 2
3A7 10 100 20 <1 2
3A8 10 100 20 <1 2
3A18 20 100 50 <1 2
3A28 10 100 50 <t 2
3A38 10 200 100 <1 2
3A9 10 100 20 20 20
3Aa19 <1 <1 2 <1 2
3A29 10 20 50 20 20
3A10 10 100 1000 20 20
3A20 20 100 50 <1 5
3A30 20 100 1000 100 50
3A40 20 100 1000 100 50
3A50 20 100 50 100 20
3A80 1 50 50 100 20

Hg, bicloreto de mercurio: PC, penicilina; SM, streptomicina; TC,
tetraciclina; CL, cloranfenico!

Para cada droga, as amostras foram divididas
em dois grupos, de acordo com o critério utili-
zado por Trabulsi, Zuliani & Toledo (17) e Souza
(16). Assim, 14 amostras resistentes a 10 Hg/
ml, ou a concentra¢des superiores de bicloreto
de mercurio, foram consideradas resistentes 3
droga. Da mesma forma foram detectadas 23
amostras resistentes a 20 ug/ml ou mais de pe-
nicilina, 18 para estreptomicina, 11 para tetraci-
clina e 9 para cloranfenicol.
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Tratamento pelo brometo de etidio — As 23
amostras resistentes a penicitina foram subme-
tidas ao tratamento pelo brometo de etidio. Em
20, variantes sensiveis foram obtidos em fre-
qgiiéncia que variou de 0,33 a 93,00% das col6-
nias ensaiadas. Em amostras, concomitante,
resistentes ao bicloreto de mercurio e penicili-
na, houve aparecimento de variantes sensiveis
as duas drogas simultaneamente (Tabela 2).

Tabela 2 — Amostras de Straphylococcus aureus resisten-
tes 4 penicilina, que produziram variantes sensiveis a peni-
cilina e bicloreto de mercurio, apés tratamento pelc brome-
to de etidio

% de variantes sensiveis" % de variantes sensiveis”

Amostra Amostra
Hg PC Hg PC

3A22 —x 1,48 3A7 0,60 0,60
3A32 - 1,00 3A8 2,32 2,32
3A42 - 2,00 3A38 0,33 0,33
3A3 - 1,60 3A9 0,76 0,76
3A13 - 93,60 3A29 4,56 4,56
3A23 - 460 -3A10 56,80 56,80
3A14 - 0,54 3A20 48,00 48,00
3A45 - 77,30 3A30 20,00~ 20,00
3A12 38,10 38,10 3A40 2,90 2,90
3A6 22,60 22,60 3A50 13,50 13,50

* Em todos os controles, foi 0,00% a freqiiéncia de variantes sensi-

veis, eom excecdo das amostras 3A42 {1,10%) e 3A14 (0,34%)
Hg, bicloreto de mercurio; PC, penicilina
** Amostras originalmente sensiveis ao Hg .

Das 18 amostras resistentes a estreptomicina,
tratadas com o brometo de etidio, cinco apre-
sentaram variantes sensiveis; das 11 resistentes a
tetracicilina, quatro produziram variantes sensi-
veis: e das nove resistentes ao cloranfenicol,
duas produziram variantes sensiveis, apos tra-
tamento com o brometo de etidio (Tabela 3).

Tabela 3 — Variantes sensiveis & estreptomicina, tetracicli-
na e cloranfenicol em amostras de Staphylococcus aureus,
apés tratamento pelo brometo de etidio

% de variantes sensiveis*

Amostra

SM TC CL
3A14 4,00 - —
3A24 - 3,17 -
3A5 6,25 - 0,00
3A45 0,41 0,41 1,23
3A29 0,45 0,45 0,90
3A30 4,00 1,33 0,00

* Em todos os controles, foi 0,00% a freqiiéncia de variantes sensi-
veis, com excessdo das amostras 3A14 {1,70%), 3A24 {3,39%) e
3A5 (2,70%)

SM, estreptomicina; TC, tetraciclina; CL, cloranfenicol
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Teste de sensibilidade a drogas em variantes
sensiveis — Para alguns variantes sensiveis a
penicilina, obtidos ap6s tratamento pelo bro-
meto de etidio, determinou-se as concentra-
cBes inibitorias de penicilina e nitrato de
cadmio. No geral, a perda da resisténcia a peni-
cilina foi acompanhada da perda da resisténcia
ao nitrato cadmio (Tabela 4). Os fagotipos dos
variantes sensiveis foram idénticos aos das
amostras originais correspondentes, exceto em
alguns casos, onde as mudangas de fagotipos
encontradas puderam ser explicadas (C. Solé-
Vernin, comunicacio pessoal).

Tabela 4 — Concentracfio inibitéria de penicilina e nitrato
de cadmio para alguns variantes sensiveis de Staphylococ-
cus aureus obtilosapos tratamento pelo brometo de etidio

Variantes Concentracdo inibitoria
Sensiveis PC Cd
3A12BE2 0,05 (200)* 1{200)
3A22BE1 20,00 (100} 20(20)
3A42BE1 0,05 (200) 20 (200}
3A13BE1 0,05 (500) 20 (200)
3A4BBE10 0,05 (200} 12000
3A6BE1 0,05 (200) 1 (200}
3A8BE1 0,05 (200 1{200)
3A29BE1 0,05 (50) 50 (200}
3A208E1 0,05 {200 1 {200)
3A30BE1 0,05 (200) 1{200)
3A40BE1 0,05 (200) 1 {200}
3ABOBE1 0,05 {200} 1 {200}

* Entre parénteses, estdio as concentragdes inibitorias para as amos-
tras originais correspondentes. Com relag8o ao nitrato de cadmio,
amostras crescidas em concentragdes superiores a 20 flg/ml fo-
ram consideradas resistentes
PC, penicilina; Cd, nitrato de cadmio

Discussdo

Com relacdo a resisténcia a penicilina, nos-
sos resultados diferem dos obtidos por Bouan-
chaud, Scavizzi & Chabbert (3) pelo fato de
que os referidos autores néo obtiveram varian-
tes sensiveis & penicilina em amostras HgSPCF.
Em duas das amostras Hg®"PCR aqui estudadas,
n3o se obteve variantes sensiveis. J& que resis-
téncia ao mercdrio é sempre referida como
plasmidial (11, 13), tais resultados devem indi-
car apenas a ineficiéncia do brometo de etidio
sobre amostras, pelo menos no ensaio realiza-
do. Rubin & Rosemblum {14) obtiveram varian-
tes sensiveis, a partir de amostras resistentes a
penicilina, apds tratamento pelo brometo de
etidio, em freqiiéncia que variou de 0,21 a
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58,00%, salientando que a variacio deve ser

dependente da linhagem estudada, o que tam-
bém foi comprovado no presente trabalho.
Aiém do mais, a variacdo também deve depen-
der das condi¢des experimentais utilizadas, ra-
z&o pela qual seria irrelevante o cotejo dos da-
dos aqui apresentados e os obtidos por outros
autores, no que se refere a fregliéncia de apare-
cimento de variantes sensiveis. Saliente-se,
ainda, que os resultados quantitativos, em al-
guns casos, séo erraticos, em experimentos pa-
ralelos com a mesma amostra (J. P. Siqueira
Jdnior, dados ndo publicados).

Com relacdo aos demais antibidticos ensaia-
dos, apesar de variantes sensiveis terem se ori-
ginado com freqliéncia relativamente baixa, os
dados também indicam existéncia de heranca
plasmidial, o que foi também observado, apés
tratamento com brometo de etidio, por Grubb
& O'Reilly (4), em apenas uma amostra, com
fregliéncia também baixa. Na amostra 3A24, e
mesmo em outras (Tabela 3), embora o plasmi-
dio para resisténcia 3 tetraciclina fique eviden-
ciado, o papel do brometo de etidio ndo deve
ser conclusivo, j& que variantes sensiveis se ori-
ginaram espontaneamente, praticamente na
mesma frequéncia. No entanto, a perda espon-
ténea de resisténcia, em freqiiéncia maior que a
taxa de mutacdo, também ¢é critério para se de-
cidir pela heranca plasmidial. Ficou também
constatada a existéncia de um plasmidio para
resisténcia ao cloranfenicol, apds o tratamento
pelo brometo de etidio.

E sabido que o plasmidio responséavel pela re-
sisténcia a penicilina pode conter outros deter-
minantes genéticos (1, 5, 7, 12), inclusive resis-
téncia ao caddmio, o que foi evidenciado no pre-
sente trabalho. O exame da Tabela 4 revela
que, em alguns variantes sensiveis & penicilina
e ao cadmio, as resisténcias ndo foram perdi-
das, mas sim alteradas em suas expressfes
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(3A22BE1, 3A42BE1, 3A13BE1 e 3A29BE1),
podendo-se sugerir um efeito mutagénico do
brometo de etidio no DNA plasmidial. Tal Supo-
sicdo é realmente, provocativa, mercé de evi-
déncias da atividade mutagénica do brometo
de etidio, no fungo filamentoso Aspergillus ni-
dulans (L.M.M. Bordignon, comunicaco pes-
soal) e na levedura Sccharomyces cerevisiae
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efeito mutagénico do brometo de etidio no
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de etidio fornece realmente indicacfo da locali-
zacdo plasmidial de certas marcas genéticas e
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gias mais sofisticadas, pode ser usado sistema-
ticamente para tal, embora o seu papel como
"agente de cura’”’ muitas vezes possa ser ques-
tionado.
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Infeccdes hosgitalares
causadas por Staphylococcus aureus
e seus respectivos fagotipos
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Resumo

Investigou-se, em diferentes épocas, em Araraquara, S&o Paulo, os processos infecciosos
adquiridos em hospital, com o principal objetivo de isolar amostras de Staphylococcus au-
reus e verificar os fagotipos predominantes. No isolamento e identificac8o do S. aureus,
obedeceu-se & metodologia bacterioldgica padrdo e a fagotipagem foi realizada pela técni-
ca de Blair & Williams. Utilizou-se os fagos do Conjunto Bésico Internacional (29, 52, B2A,
80, 81, 3A, 3C, 55, 71, 6, 42, 47, 53, 54, 75, 77, 79, 83A, 85, 42D, e 187) e os fagos experi-
mentais (86, 89, 90, 92, 94, 95, 96), segundo as normas vigentes até setembro de 1974. Em
1970-1971, predominaram nos processos infecciosos adquiridos no hospital, amostras de
S. aureus lisadas pelo fagos experimentais, em especial o fago 95; em 1974, apareceram,
em maior nimero, os fagotipos lisados pelos fagas do grupo 1ll; e, em 1975, o ntimero de
amostras néo tipdveis atingiu 46,2%. Nas trés etapas da observacdo, o maior nimero de
processos infecciosos, adquiridos no hospital, causados por S. aureus, incidiu em incis8es
cirdrgicas.

Summary

Hospital infections caused by Staphylococcus aureus and their respectives phagetypes

Hospital-acquired infections were studied at different times in Araraquara, Brazil, with the
main purpose of isolating Staphylococcus aureus for detecting their most common pha-
gotypes. For recovering and identifying S. aureus, standart bacteriological methods were
performed, and in phagotyping the technique given by Blair & Williams was carried out. In
addition to the phages of the Basic International Set (29, 62, 52A,79, 80, 81,3A, 3C, 55, 71,
6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A, 85, 42D and 187), the experimental phages 86, 89, 90, 92,
94, 95, 96 were also used, according to the rules valid until September 1974, In the nosoco-
mial infections studied in 1970-1971 the S. aureus lysed by the experimental phages, parti-
cularly the phage 95, were predominant. In 1974, however, the phagotypes belonging to
group Ill were most common, and in 1975 the number of untypable strain reached 46,2%.
In the three observation stages the majority of infection processes, acquired in hospital, oc-
curred in surgical incisions.

Introducéo

Numerosas investigaces atestam que
Staphylococcus aureus é uma bactéria facil-
mente disseminével, produzindo grande nime-
ro de portadores. Em hospitais, tém sido isola-
das freqlientemente do meio ambiente, porém,
Avliffe & col. (2) demonstraram que a impor-
tancia daquele germe, como contaminante, é
reduzida. No entanto, outros autores e, entre
eles, Blair & Williams (7), Pequignot & col.
(21), Vogelsang (27), Williams & col. (29) afir-

*

Paulista, 14.800 Araraquara SP,

mam que o pessoal hospitalar pode facilmente
carrear essas bactérias, de um ambiente para
outro, através de m3os e fossas nasais conta
minadas. ‘

Apesar da mudancga de etiologia das infec-
¢bes hospitalares e de ndo mais se verificarem
grandes surtos epidémicos, mas casos endémi-
cos (12, 20), observa-se, pela literatura, que
ainda ha preocupaciio constante com os estafi-
lococos. Isso se justifica, porquanto as amos-
tras que permaneceram parecem ser dotadas
de maior periculosidade.

Departamento de Ciéncias Bio-Clinicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, Universidade Estadual
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Néo se pode, porém, esquecer que, as vezes,
é bem dificil distinguir amostras '‘perigosas’’ de
amostras ndo ou menos “‘perigosas’’, porque
aquelas consideradas, as vezes, benignas, po-
dem, inclusive, causar o6bito, dependendo de
fatos proprios do paciente (24). Ja em 1958,
‘Keefer (14) afirmava que a solucdo do problema
estafilococos hospitalares ndo mais se encon-
trava na procura de novos antibiéticos, mas no
conhecimento dos aspectos bacteriologicos,
patogénicos € epidemioldgicos da bactéria.
Realmente, conhecendo-se melhor o germe, ha
maior possibilidade de se elaborarem medidas
de controle.

De 1940 a 1965, o estafilococo constituiu 0
maior problema para os hospitais e foi nessa
época que a fagotipagem comegou a seé desen-
volver com Fisk (9, 10), até aperfeicoar-se cien-
tificamente com Blair & Williams (7).

Em 1955, Routree & Freeman (23) identifica-
ram amostras com caracteristicas epidemiolégi-
cas lisadas pelo fago 80 e, posteriormente,
amostras disseminadas lisadas pelos fagos
80/81. Surgiram depois amostras lisadas pelo
padrdo bacteriofagico 52/52A/80/81 que, du-
rante longo tempo, foi o mais comumente iso-
lado de infeccBes hospitalares endémicas e epi-
démicas. Foram aparecendo infeccdes de inte-
. resse a todas as especialidades médicas, causa-
das por estafilococos com reacdes a diversos
fagos (29).

0O fagogrupo Il passou a prevalecer, apare-
cendo outros lisados pelo fago 6.557, relaciona-
do com fagos 84 e 85 e fago 83A (4,13). Apare-
ceram, posteriormente, amostras ndo tipadas
pelos fagos do conjunto basico e, hoje, ja se
utilizam varios fagos experimentais.

Em 1964, Mendonca (17) iniciou a observa-
¢do da freqiiéncia de estafilococos em hospital
geral de Araraquara, com levantamento entre o
pessoal hospitalar (corpo clinico, enfermagem,
atendentes, administracdo), encontrando-se
22,3% de portadores. Em 1966, surgiram varios
processos infecciosos pos-cirtrgicos e verifi-
cou-se que outros pacientes adquiriam infec-
cdes durante sua estada no hospital.

Em 1970, vérias criancas do bercério, desti-
nado aos nascituros a termo, de baixo peso,
apresentavam afeccdo dermatoldgica e mani-
festacdo diarréico-disentérica. Isso coincidia
com uma série de casos de processos infeccio-
sos pos-cirtrgicos, no restante do hospital {18).

Neste trabalho, procurou-se estabelecer os
padr8es de fagotipos predominantes e correla-
cionar com os variados tipos de estafilococias
encontradas.
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Material e Métodos

Coleta — Usou-se, como campo de coleta de
material, o hospital geral da cidade de Arara-
quara, SP, a Santa Casa de Misericérdia e Hos-
pital Santa lIsabel {considerado como o de |
maior recurso). Coletou-se material de casos de
infeccdes adquiridas durante a permanéncia do
paciente no hospital, tais como de supuracdo
de incisdo cirtrgica, casos de diarréia-disente-
ria, afeccdio dermatologica, problemas pulmo-
nares, infeccdes urindrias, etc. O material de
processos infecciosos de incisdo cirlrgica ou
traumatica, vaginal, de diarréia, e outros, foi
coletado através de zaragatoa umedecida em
caldo nutriente.

Os estafilococos isolados de material obtido
de portadores de diarréia so foram considera-
dos como agente causal do processo quando
os exames diretos, corados pelo método de
Gram, revelaram a presenca de numerosos co-
cos Gram positivos isolados ou agrupados e 0
desenvolvimento cultural fora bastante rico,
apresentando numerosas colonias (16).

A coleta se estendeu de fevereiro de 1970 a
fevereiro de 1971, de janeiro a novembro de
1974 e de janeiro a maio de 1975.

Semeadura e identificacdo — Para o isolamen-
to dos estafilococos, usou-se o meio Manitol
Salt Agar (B.B.L.); e para a identificagdo e dife-
renciac8o, realizaram-se as provas da catalase,
oxidacdio e fermentac&o da glicose (3). A pure;
-a das culturas foi verificada através de micros-
copia de esfregacos corados pelo método de
Gram. As culturas contaminadas por bacterias
Gram negativas, principalmente de Proteus, fo-
ram submetidas ao tratamento pelo éter etilico,
recomendado por Blair (6) e Solé-Vernin &
Uthida Tanaka (24).

Isolado o estafilococo, realizou-se a prova da
coagulase em tubo com sangue oxalatado de
coelho normal (5, 6), com leituras de 1, 2, 4, 18
e 24 horas a 37°C, com a finalidade de diferen-
ciar as espécies.

As amostras de S. aureus foram expostas a
um conjunto de fagos denominado de Conjun-
to Basico Internacional e aos fagos experimen-
tais, recomendados pelo Sub Committee on
Phage Typing of Staphylococcus aureus.

Faziam parte do Conjunto Bésico internacio-
nal os fagos 29, 52, 52A, 79, 80, 3A, 3C, 55, 71,
6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A, 84, 85, 42D, 81,
187, divididos em cinco fagogrupos:
| — fagos 29, 52, 52A, 79, 80
Il — fagos 3A, 3C, 55, 71
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I — fagos 6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A, 84,
85

IV — fago 42D
M* — fagos 187, 81

Os fagos experimentais usados foram: 86, 89,
90, 94, 95, 96. Utilizaram-se os fagos na RTD
{(Routine Test Diluition), definida como a dilui-
¢do do fago que produz lise semi confluente na
sua amostra propagadora. Quando a amostra
néo foi lisada por qualquer um dos fagosa 1 x
RTD, ela foi submetida ao mesmo fago, numa
concentracdio 100 x RTD (ASHESHOV**).

Apesar das alteracSes apresentadas em se-
tembro de 1974, durante o 6° Encontro do Sub
Committee of Phage Typing of Staphylococcus
aureus, reunido em Brno, Tchekoslovakia**,
seguiu-se as normas até entdo vigentes, com a
finalidade de comprovar estudos realizados em
épocas diferentes.

Resultados

Para melhor apreciacdo das alteracdes havi-
das, os resultados serfio apresentados de acor-
do com as etapas de observacgo.

No decorrer da primeira etapa (1970 e 1971),
havia predominancia de processos infecciosos
causados por S. aureus. O mesmo ndo ocorreu
nas observacdes de 1974 e 1975, quando pre-
dominaram, consideravalmente,
Pseudomonas, Proteus, Escherichia coli, inclu-
sive aparecendo numerosos casos de infeccBes
multiplas.

Estafilococos de processos infecciosos
adquiridos no hospital em 1970-1971

Dentre as 326 amostras de S. aureus, obtidas
em 1970-1971 no hospital em estudo, que fo-
ram analisadas sob diferentes aspectos, e que
fardo parte de um outro trabalho, destacam-se
133 amostras comprovadamente de infeccdes
adquiridas no hospital.

Fagotipagem — Na Tabela 1, encontram-se os
grupos de fagos e os fagotipos isolados daque-
las amostras.

Deixou-se de registrar uma amostra, lisada
pelo fagogrupo IV (42D) e 2 pelo Miscelanea
(187).

* miscelanea

** comunicacdo pessoal

C.P. Mendonga & C. Solé-Vernin

Tabela 1 — Fagotipagem das amostras coletadas em 1970-

1971
Grupo Fagotipo n® %
29 8 62
I+ M. 81 81 1 08
52/52A/80/81 8 6,2
29/52A/79 1 08
Total - 18 13,9
3A 2 15
3C 4 3,1
71 1 08
1l 3A/3C 1T 08
3C/55 2 15
3C/55/71 1 08
3A/3C/55/71 108
Total 12 9,4
6/47/53/54/75/77/84/85 5 3,8
6/47/53/83A/84 1 0,8
53/83A/85 3 23
53/77/83A/84/85 3 23
83A 5 38
85 1 08
1l 77/84 3 23
83A/84 2 15
77/85 1 08
84/85 108
84 2 15
83A/84/85 1 08
6/77/83A/84 1 0,8
53/54/77 1 08
Total 30 23,0
29/52A/79/80/81/6/42E/47/53/54/75/77 1 0,8
29/62A/79/80/81/6/42E/53 1 Q8
i1 29/77/79/84 1 08
29/52A/79 1 08
29/47/53 1 08
54/80/81 108
29/53 1 08
Total 7 56
95 30 23,0
94/96 5 38
Experimental 86 1 08
94 1 08
86/89/90 108
90 1 08
96 1 08
Total 40 30,8
NT 14 10,8
Total 121 931
P 9 69

M — Miscelanea
NT — Ndo tipavel
P — Perdidas
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Tabela 2 — Fagogrupos e condigdes clinicas das infecgBes intra-hospitalares no periodo de 1970-1971

Condicéo
Clinica incisdo intestinal respiratoria furanculo fleimado piodermite varias total
cirurgica

Fagogrupo
i+ M. 81 6 1 0 2 3 1 5 18
i 2 3 2 0 2 1 2 12
n 9 6 2 3 0 4 6 30
1-1 5 0 1 1 0 0 0 7
Y 1 0 0 0 0 0 0 1
187 1 1 1 1 0 0 0 2
Experimental 10 13 3 1 3 3 7 40
NT 3 4 0 1 4 0 2 14
P 3 4 0 1 1 0 0 9
Total 40 32 8 9 13 9 22 133

M — Misceldnea
NT — Nao tipavel
P — Perdidas

Fagogrupos e condi¢ées clinicas — Na Tabela
2, registrou-se os fagogrupos e as condicdes
clinicas das infecgdes intra-hospitalares.

Entre as localizacGes vérias, encontram-se
casos de infeccdes urinérias, infeccGes em
queimaduras, ectimas, meningites, fistulas ab-
dominais, otites médias, infeccdes 6sseas pos-
cirGrgicas, infecgdes trauméticas e septicemia.

Houve predominancia de fagos pertencentes
ao grupo experimental, com especial referéncia
ao fago 95, que lisou 23,1% do total das amos-
tras.

Estafilococos de processos infecciosos
adquiridos no hospital em 1974

Fagotipagem — Obteve-se, neste periodo, 58
processos infecciosos intra-hospitalares, cau-
sados por S. aureus, cujos fagogrupos e res-
pectivos fagotipos encontram-se na Tabela 3.

Fagogrupos e condi¢des clinicas — Os resulta-
dos da distribuicdo dos estafilococos, segundo
seus fagogrupos e as condig@es clinicas das in-
feccBes, encontram-se na Tabela 4.

Houve predominéncia do fagogrupo Il com

o fagotipo 83A, que aparece 17 (29,3%) vezes,

s6 ou associado as reagdes com outros fagos
do grupo.

Entre as infeccdes vérias, houve casos de in-
feccdes ginecoldgicas, fleim&o, infeccdio gastri-
ca provocada por sonda, mastite, infecgdes em
queimados, ectimas, infeccdo pés-traqueoto-
mia.

Tabela 3 — Fagotipagem das amostras coletadas em 1974

Grupo Fagotipo n? %

I + M. 8t 81 1 1,7
29/52 1 1.7

Total 2 3,4
3C/55/71 1 1,7

Il 3C/85 4 6,9
Total 5 8,6
83A 1" 19,0

42E 6 10,4

1] 84 1 1,7
47/53/54/75/77/83A/84/85 4 6,9
6/42E/47/54/75/77/83A/84 1 1,7

Total 23 39,7
1-i 29/42E 1 1,7
Total 1 1,7
89/90/92 3 5,2

90/92 1 1,7

86/89 1 1,7

Experimental ~ 89/90 3 5,2
94/96 1 1,7

89 2 34

86 2 3,4

95 1 1,7

Total 14 24,1
NT 13 22,4
100,0

Total Geral 58

M — Miscelanea
NT — NBo tipavel
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Tabela 4 — Fagogrupos e condig8es clinicas das infeccoes
intra hospitalares no periodo de 1974

CondicGes
Clinicas  incis8o urinaria respiratéria intestinal varias total
Fagogrupos
I+ M. 81 2 0 0 0 0 2
il 1 1 0 1 2 5
1] 12 5 2 1 3 23
1111 0 1 0 0 0 1
Experimental 8 1 0 0 5 14
NT 12 0 0 0 1 13
Total 35 8 2 2 11 568
M — Miscelanea
NT - N3o tipavel
Estafilococos de processos infecciosos
adquiridos no hospital em 1975
Observou-se, nesse periodo, diminuicgo

acentuada da presenca do S. aureus, passando
a etiologia das infec¢des adquiridas no hospital,
praticamente, para as bactérias Gram negati-
vas.

Fagotipagem — Na Tabela 5, encontram-se os
fagogrupos e seus respectivos fagotipos isola-
dos das amostras coletadas em 1975.

Entre 39 amostras, 18 (46,2%) n3o responde-
ram a fagotipagem, nimero esse bem acima do
recomendado pelo Laboratério Internacional de
Fagotipagem.

C.P. Mendonga & C. Solé-Vernin

Tabeia 5 — Fagotipagem das amostras coletadas em 1975

Fagogrupo Fagoﬁpos n? %
I+ M. 81 52/52A/80/81 -1 2,6
81 4 10,2
Total 5 12,8
3A 3 7.7
il 3C 2 5,1
Total 5 12,8
77/83A/84 2 5,1
Hl 53/77 1 2,6
428 1 2,6
Total 4 10,2
1\ 42D 4 10,2
Total 4 10,2
94/96 1 2,6
Experimental 92 1 2,8
95 1 2,6
Total 3 7,7
NT 18 46,2
Total Geral 39 100,0

M — Miscelanea
NT — Nio tipavel

Fagogrupos e condicées clinicas — Os resulta-
dos da distribuicdo dos estafilococos, segundo
seus fagogrupos e as condigdes clinicas das in-
feccGes, encontram-se na Tabela 6.

Entre as infeccdes vérias, encontram-se in-

feccdo do olho, otite média, fleim3o, infeccéo

urindria, etc.

Tabela 6 — Fagogrupos e condicdes clinicas das infeccGes hospitalares no periodo de 19756

Condicdes
Clinicas incisdo respiratéria queimadura piodermite escara vérias total
infect.

Fagogrupos
I+ M. 81 0 0 0 0 1 4 5
" 2 0 1 1 1 0 5
n 2 0 0 1 0 1 4
v 1 0 0 1 0 2 4
Experimental 2 0 0 0 0 1 3
NT 7 5 2 0 1 3 18
Total 14 5 3 3 3 11 39

M — Miscelanea
NT — Né&o tipavel
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Entre as infeccdes respiratérias, houve casos
graves de broncopneumonias, cujas amostras
ndo foram lisadas pelos fagos utilizados.

A maior incidéncia de processos infecciosos
foi em incisdo cirargica. Neste caso, houve
maior nimero de amostras ndo tipaveis.

Discusséo

O nGmero de amostras de S. aureus, obtido
no periodo de 1974 a 1975, foi bem menor do
que o conseguido no periodo 1970-1971, quan-
do foram observados 133 casos de infecgdes
intra-hospitalares, tendo sido possivel, inclusi-
ve, caracterizar surtos epidémicos (18).

Observacdo semelhante fora feita por Tava-
res de Mello (26), ao comparar seus resultados
com os de Solé-Vernin & Uthida Tanaka (24),
no mesmo Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto. Idéntica situa-
c3o foi sentida no Hospital das Clinicas de S&o
Paulo (11, 15).

Examinando-se a Tabela 1, verifica-se gue fo-
ram encontrados 40 padrdes bacteriofagicos,
distribuidos entre os fagos do Conjunto Basico
e os experimentais. Na realidade, constituem
um ndmero bem menor de amostras semelhan-
tes, pois, segundo Blair & Williams (7), pode-
mos considerar semelhantes, embora, as
vezes, se diferenciem por uma, duas ou trés
reacbes fagotipicas.

Encontrou-se 18 amostras lisadas pelos fagos
do grupo | com predominancia do padrdo bac-
teriofagico 52/52A/80/81 e do fagotipo 29,
causando processos infecciosos de pouca gra-
vidade. O padriio bacteriofagico 52/52A/80/
81, predominou até 1965. Entre as amostras co-
letadas em 1966, Solé-Vernin & col. {25) en-
contraram 44% de amostras deste padréo.

O fagogrupo Il causa uma variedade de pro-
cessos infecciosos, mas ele é freqlientemente
encontrado em lesdes de pele (1, 28). Em nos-
sas amostras, o fagogrupo |l apareceu em por-
centagem reduzida (9,2%) e dentre as 12 amos-
tras, apenas uma causou piodermite. Foi agen-
te causal de varios tipos de infeccdes, inclusive
de processo broncopneumonico de evolucdo
grave.

0O fagogrupo I foi encontrado em 30 proces-
sos infecciosos, todos multirresistentes aos an-
tibigticos, confirmando-se o enunciado de Wil-
liams (30, 31), os “‘fagotipos 83A/75/77, com
resisténcia multipla aos antibiéticos, principal-
mente a meticilina e resisténcia ao ion
mercurico, podem sobreviver facilmente em
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hospitais e sdo geralmente associados as pro-
priedades epidémicas de alta viruléncia”.

Entre amostras de 1970-1971, destacam-se
fagotipos experimentais, especialmente o 95,
causando 40 processos infecciosos, sendo alta
a incidéncia em incisdo cirtrgica e infecgéo in-
testinal, algumas bem graves. Essas amostras
revelaram-se altamente resistentes aos antibi6-
ticos, em especial, & meticilina.

Se, na observacio de 1970-1971, os fagos
experimentais lisaram 30,7% de amostras,
compensando as deficiéncias apresentadas pe-
los fagos do Conjunto Bésico Internacional, o
mesmo ndo ocorreu entre as amostras isoladas
em 1974 e 1975.

Reconhece-se que o problema néo & apenas
nosso, porquanto o Laboratério Internacional
de Fagotipagem de Staphylococcus {Londres)
continua remetendo fagos experimentais aos
lLaboratorios a ele adidos, devido as respostas
ndo tipaveis, encontradas em véarias partes do
mundo. Pela revisdo da literatura, verifica-se
que o numero de amostras ndo tipaveis pelos
fagos do Conjunto Basico Internacional tende a
aumentar e que os fagos experimentais podem
colaborar na obtencdo de nimero maior de
amostras lisadas.

Das 58 amostras de S. aureus, isoladas em
1974 {Tabela 3), 46,6% nio foram lisadas pelos
fagos do Conjunto Bésico (vigente até setem-
bro de 1974), porém 24,1% foram lisotipadas pe-
los fagos experimentais 86, 89, 90, 94, 95, 9.

Ja, entre as amostras coletadas em 1975 (Ta-
bela 5), 53,9% nao foram lisadas pelos fagos do
Copjunto Basico (vigente até setembro de
1974) e apenas 7,7% foram lisotipadas pelos fa-
gos experimentais por nos usados. Nesta
amostragem, verifica-se que 0s resultados de
amostras ndo lisadas atinge a 46,2%, discor-
dando do referendado pelo “’Laboratério Inter-
nacional de Fagotipagem do Staphylococcus”,
que admite uma margem de até 20% de amos-
tras nfo tipaveis. '

O fagogrupo 1 lisa 37,9% de amostras de es-
tafilococos coletados em 1974, sendo que o fa-
gotipo 83A aparece em 27,6% de amostras s0
ou associado as reacBes com outros fagos do
mesmo grupo. O nosso achado, neste plano de
estudo, esta de acordo com Jessen & col. {(13),
Parker & Hewitt (19), Routree & Beard (22) e
outros que afirmam que os estafilococos hospi-
talares sdo lisados mais freqlentemente pelo
fagogrupo 1l quando meticilino-resistentes. En-
tre as 23 amostras lisadas pelo fagogrupo lll,
91,3% sdo meticilino-resistentes.
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Verificou-se que os resultados alcancados
em 1975 diferem dos obtidos com as demais
amostragens. Bulow (8), apresentou alguma
evidenciacdo da disseminacdo de fagos blo-
queadores entre cepas 83A e outras racas a elas
relacionadas, pertencentes ao fagogrupo ll. Is-
so seria uma explicacdo para a alteracdo verifi-
cada, pois sabemos que a mudanca do fagotipo
provoca outras alteracoes.
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Micobactérias atipicas isoladas
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de material humano na cidade do Rio de Janeiro.

Il — Identificacdo bioquimica
e espectro de resisténcia
aos tuberculostaticos*

Leila de Souza Fonseca

& Paulo Pinto Gontijo Filho

Resumo

Cento e quarenta e quatro

amostras de micobactérias atipicas, isol

adas de pacientes su-

postamente tuberculosos, foram analisadas taxonomicamente, incluindo estudos de es-
pectro de resisténcia aos tuberculostaticos. Observou-se predominancia de microrganis-

mos pertencentes ao grupo |l de Runyon (36,1%)

, seguida dos grupos 1l {32,7%) e IV

(25,7%). As micobactérias fotocromogénicas (grupo 1) representaram 5,5% dos isolamen-

tos. Aproxi

rium fortuitum (18%), Mycobacterium scrofulaceum
tracellulare (11,1%), Mycobacterium kansasii (5,5%

madamente a metade das amostras estudadas (51
cobactérias potencialmente patogénicas para o homem, sen
(16,6%), Mycobacterium avium-in-
) e Mycobacterium tuberculosis

,9%) comportou-se como.mi-
do identificados Mycobacte-

(0,7%). No entanto, a impossibilidade de verificar os critérios de patogenicidade estabele-
cidos para micobactérias atipicas, impede uma melhor analise do significado desses isola-

mentos. Entre setenta e trés amostras exa
sisténcia aos tuberculostaticos utilizados (SM, INH e PAS),
tes na literatura.

Summary

minadas, cinquenta e trés (73%) mostraram re-

confirmando os dados existen-

Atypical mycobacteria isolated from human sources in Rio de Janeiro. Il — Bacteriological

study and drug susceptibility test

One hundred forty four strains of atypical mycobacteria isolated by the ““Laboratério Cen-

tral de Tuberculose do Rio de Janeiro”’,

mainly from sputum of patients suspected of ha-

ving tuberculosis, were analysed by biochemical tests and drug susceptibility testing. The

majority of atypical strains were identified
quency came group I organism (32,7%)

as Runyon’s group |l strains (36,1%). Next in fre-
and rapid growing mycobacteria (25,7%). Other

isolates were photocromogens (5,6%). About half the strains studied appeared to be po-

tencial pathogens belonging to the species Mycobacterium

fortuitum (18,0%), Mycobacte-

rium scrofulaceum {16,86%), Mycobacterium avium-intracellulare {11,1%), Mycobacterium

kansasii (5,5%) and Mycobacterium tuberculosis (0,7%
sistence 53 (73%) were found to be multiple
milar to the as findings of other workers.

Introducédo

A primeira tentativa de classificacdo de mico-
bactérias atipicas foi realizada por Timpe &
Runyon (30) e Runyon (26), dividindo-as em
quatro grupos, baseando-se na producdo de
pigmento, na presenca e auséncia de luz e na
velocidade de crescimento. A aplicacdo de ta-
xonomia numeérica, no génerco’ Mycobacterium,
permitiu o reconhecimento das espécies M. tu-
berculosis e M. bovis, descritas no passado,
como também a definicdo de novas espécies,
entre os microrganismos reunidos nos quatro

* Trabalho realizado no Instituto de Microbiologia, com o
Tecnologico (CNPq), FINEP e CEPG da UFRJ.

). Of 73 strains checked for drug re-
drug resistant (INH, SM and PAS) which is si-

grupos de Runyon (17, 22, 32). Adicionalmen-
te, a taxonomia numérica possibilitou a selecdo
de pequeno nimero de testes com um alto grau
de confianca, que podem ser usados pelos la-
boratdrios de diagndstico para a identificacdo
desses microrganismos (16, 34).

Nesse trabalho foi selecionado um pequeno
namero de testes, facilmente reprodutiveis e
importantes na definicdo das diversas espécies,
especialmente as patogénicas para 0 homem.
Simultaneamente, foi verificado o espectro de
resisténcia aos principais tuberculostaticos tes-
tados ''in vitro”'.

auxilio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
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Material e Métodos

Amostras utilizadas — Foram as mesmas referi-
das em trabalho anterior (7).

Classificacdo nos grupos de Runyon — Foram
analisados: tempo de crescimento, producio
de pigmento e incorporacio de ferro. Cada
amostra foi repicada a partir do crescimento em
meio liquido de Dubos, para dois tubos de Loe-
wenstein-Jensen, a partir de indculo de 0,1Tml.

O tempo de crescimento e a producdo de
pigmento, na auséncia e presenca de luz, em
_meio de Loewenstein-Jensen, foram realizados
segundo Tison & col. (31).

As amostras que cresceram em mais de cin-
co dias e n&o transformaram o citrato férrico
amoniacal foram consideradas de crescimento
lento.

Identificacdo de micobactérias de crescimento
lento (grupo I, Il e Il] de Runyon) — As amos-
tras de crescimento lento foram repicadas em
tubos de Loewenstein-Jensen e incubadas a
37°C. As culturas obtidas foram utilizadas nos
testes de niacina, reducao de nitrato e atividade
catalésica a 68°C.

A cada tubo de Loewenstein-Jensen foram
adicionados 2 ml de solucio tampdo fosfato
(M/45, pH 7.0), contendo nitrato de sédio (M/
100). Os tubos foram inclinados, para permitir o
contato da solucdo ao crescimento bacteriano
e mantidos a 37°C durante 15 minutos. A se-
guir, foram retiradas duas aliquotas de 0,1 ml
para o teste de niacina. Os tubos com o restan-
te da solugéo foram agitados em "“Vortex Jr.”’ e
duas aliquotas de 0,5 ml, da suspensdo restan-
te,- foram tomadas para os testes de atividade
catalasica a 68°C e reducfo de nitrato.

A presenca de acido nicotinico, a atividade
catalasica a 68°C e a reduciio de nitrato foram
estudadas pela técnica proposta por Andrade
{(1).

Adicionalmente, foram realizadas os seguin-
tes testes: atividade catalasica a temperatura
ambiente (18), hidrélise do "“Tween 80’ (33),
redugdo de telurito de potassio em trés dias {(13)
e tolerancia & 5% de cloreto de sédio (9).

Identificacdo das micobactérias de crescimento
rdpido (grupo 1V de Runyon) — Para a identifi-
cacdo das amostras de crescimento rapido,
além dos testes de reducdo de nitrato, hidrdlise
de “Tween 80" e tolerancia a 5% de cloreto de
sodio, ja descritos anteriormente, foram realiza-
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dos os relacionados a seguir: crescimento as
temperaturas de 42°C, 45°C e 52°C, em meio
de Loewenstein-Jensen, fermentacdo do inosi-
tol, sacarose e manitol (10), crescimento em
agar MacConkey (15) e atividade aril-sulfatésica
em trés dias (27).

Critério de identificacdo — As amostras foram
consideradas como pertencentes a determina-
da espécie, quando apresentaram apenas um

Unico teste com resultado divergente do espe-

rado.

Teste de sensibilidade aos tuberculostéticos —
Foi investigado pelo método das proporcoes
(), utilizando-se os seguintes tuberculostati-
cos: INH (isoniazida), PAS (acido para-amino-
salicilico) e SM-(estreptomicina).

Resultados

A distribuicdo das 144 amostras, de acordo
€om 0s quatro grupos propostos por Runyon
(26), mostrou predominancia de microrganis-
mos pertencentes ao grupo |l (36,1%), segui-
dos dos grupos Il (32,7%) e IV (25,7%). Oito
amostras comportaram-se como micobactérias
fotocromogénicas.

Identificacdo das micobactérias de crescimento
lento — Aidentificacdo dos microrganismos fo-
tocromagénicos esta representada na Tabela 1.
Todas as amostras apresentaram comporta-
mento bioquimico de M. kansasii, ndo sendo
observada qualquer divergéncia do comporta-
mento esperado, nos resultados dos testes utilj-
zados.

Entre as micobactérias do grupo I de Run-
yon, 24 foram identificadas como M. scrofila-
ceum, 2] como M. flavescens e 7 como M. gor-
donae (Tabela 1). Nenhuma das amostras esco-
tocromogénicas, de crescimento lento, apre-
sentou propriedades comuns s de V. szulgai.

As amostras pertencentes ao grupo I foram
identificadas como M. avium-intracellulares (16
amostras), M. terrae (10 amostras) e M. triviale
(2 amostras), excetuando-se duas amostras
que divergiram em mais de uma propriedade do
comportamento esperado para as espécies des-
se grupo. N&o foi observada a presenca de M.
xenopi (Tabela 1).

Uma das micobactérias no cromogénicas,
de crescimento lento, foi identificada como M.
tuberculosis.
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Tabela 1 — ldentificacdo das amostras de crescimento lento do género Mycobacterium {grupo |, Il e il de Runyon)

Espécies ou amostras Pigmento | Pigmento | Producdo Reducdo | Atividade cataldsica | Hidrdlise Reducdo | Tolerancia a
estudadas no escuro | fotoativo | de niacina | de nitrato | > 45 mm 2 68°C| do “Tween | de telurito 5% de
de espuma 80" em 5 de cloreto de
digs  jpotéssio em|  sodio
dias

M. kansasii -
8 amostras - -

i
|
|

+ o+ o+
i
]

M. marinum -

+ o+ o+ +
I
4
+

M. simiae

M. scrofulaceum
10 amostras

14 amostras

|
]
+ o+

M. szulgai
M. gordonae
4 amostras
3 amostras
M. flevescens
7 amostras
1 amostra
13 amostras

i

I

I
+ o+ o+

|
i
i
]
i

+ o+ +

1

B =
i
]
1

|
i
o4+ o+

i
+

M. avium-intracellulare
16 amostras

i I
ol
[
] 1
! i
+ +

T A T T I N

+
¢
I
]
|

M. xenopi

M. tuberculosis - -
1 amostra - -

+ +
+ o+
]
I
]
I
t

i
]
!
|

M. gastri - - - - - -
4 amostras = -
12 amostras - - -

i
i
|
|

!
|

M. terrae - - -
4 amostras - - -
6 amostras - - - -

+ +
3

M. triviale - - -
1 amostra - - -
1 amostra - - -

+ +
+ o+ o+ o+
T
]
3

i
H o+ o+

Amostras ndo identificadas:
2 amostras - - - -

¥
+
+

t
+

V — variavel

Tabela 2 — ldentificacdo das amostras de crescimento rapido de género Mycobacterium (grupo tV de Runyon)

- Transformago  Atividade . Fermentagdo  TolerAncia Hidrélise
Espécies ou . ) g Crescimento | . ‘ !
amostras de citrato  antisulfatasice om agar Pigmento Pigmento Crescimento _ ino- 4 5% de Reduglio de do “Tween
. . - i- .
estu da das férrico em - MacConkey no escuro  fotoativo 42°C 45°C 52°C “c; rn(arli si- cloreto nitrato 80" em 5
amoniacal 3 dias ro % 1ol de sédio dias
M. fortuitum + + + - - Ve - - v~ + + +
17 amostras + + + - - + - - - - - + + +
4 amostras + + + - - - - - + - + & +
5 amostras + + + - - + - - + + + 3
M. chelonei + + - - - - - - ~ - V* _ -
M. vacae + - - V* + + - - + + + + + +
2 amostras + - - + + + - - + + + + + +
1 amostra + - - + + - - - + o+ ¥ + +
1 amostra + - - + - + - = + + + + + +
M. diernhoferi + - - - - - - - + + - + +
3 amostras + - - - - - - - - + + + + +
M. phlei + - - - - - + 4+ - - - - + +
M. smegmatis + - - - - + + - - + + + + +
Amostras ndo
identificadas:
2 amostras + - - + - - - =+ + + + + +
1 amostra + - - - - - - - + - - + + +
1 amostra + . - - - - + - - - + - + + +

V* — variavel
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Identificacdo de micobactérias de crescimento

répido — Nesse grupo, M. fortuitum foi a espé-
cie mais prevalente, perfazendo o total de vinte
€ seis amostras. Quatro amostras foram identi-
ficadas como M. vaccae. As trés amostras de
M. diernhoferi estudadas diferiram do compor-
tamento esperado para essa espécie, apresen-
tando tolerancia a 5% de cloreto de sédio (Ta-
bela 2). Quatro amostras ndo puderam ser ca-
racterizadas, por apresentarem resultados di-
vergentes das espécies de micobactérias de
crescimento rapido, em mais de uma proprieda-
de estudada (Tabela 2).

N&o foram identificadas amostras pertencen-
tes as espécies M. phlei, M. chelonei e M.
smegmatis.

Identificacdo de micobactérias patogénicas —
A distribuicdo das amostras, nas respectivas
espécies, esta representada na Tabela 3. A me-
tade (51,9%) do total estudado comportou-se
como micobactérias de potencialidade patogé-
nica para o homem. Foram identificadas amos-
tras de M. fortuitum (18%), M. scrofulaceum
(16,6%), M. avium-intracellulare (11,1%), M.
kansasii (5,5%) e M. tuberculosis (0,7%).

Sensibilidade aos tuberculostéticos — Aproxi-
madamente 50% das amostras (73/144) foi
submetido ao teste direto de sensibilidade as
drogas, pelo método das proporcées. Os resul-
tados encontrados estdo apresentados nas Ta-
belas 4 e 5.
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Tabela 3 — Distribuic8o das amostras estudadas de acordo
com a espécie

Grupo Espécie N? de amostras %
t M. kansasii 8 5,5
M. marinum - —
M. simiae — —
It M. scrofulaceum 24 16,6
M. flavescens 21 14,6
M. gordonae 7 4,9
M. szulgai — —
H M. avium-intracellulare 16 11,1
M. gastri 16 1,1
M. terrae 10 7,0
M. triviale 2 1,4
M. xenopi - —
N&o identificadas 2 1,4
\% M. fortuitum 26 18,0
M. vacae 4 2,8
M. diernhoferi 3 2,1
M. chelonei — -
M. phlei - -
M. smegrnatis — —
N&o identificadas 4 28
M. tuberculosis 1 0,7
TOTAL 144 100

No grupo | de Runyon, a Gnica amostra tes-
tada foi resistente as trés drogas (INH, PAS e
SM). Entre as micobactérias dos grupos i, lll e .
IV, foi observada menor freqiiéncia de amos-
tras sensiveis ao PAS e a INH, do que & SM. As
amostras escotocromogénicas, de crescimento
lento {grupo 1), mostraram maior sensibilidade
a esses tuberculostaticos, do que as classifica-
das nos grupos il e |V (Tabela 4).

Tabela 4 — Sensibilidade das amostras estudadas aos tuberculostéticos

Nimero de amostras sensiveis

Grupo de Runyon Espécie scid
estreptomicina isoniazida acldo para-
aminosalicilico

| M. kansasii 0/1 0/1 0/1
1 M. scrofulaceum 4/7 3/7 2/7
M. gordonae 3/5 2/5 1/5

M. flavescens 2/3 1/3 1/3

it M. terrae 1/8 0/8 0/8
M. avium-intracellulare 4/11 /1 /11

M. gastri 3/13 0/13 0/13

M. triviale 0/2 0/2 0/2

Y M. fortuitum 1/19 0/18 1/19
M. vaccae 0/2 0/2 0/2

M. diernhoferi 2/2 1/2 1/2
TOTAL 20/73 8/73 7/73

Amostras sensiveis / total de amostras estudadas
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Cinquenta e trés amostras (73%) submetidas
ao teste de sensibilidade as drogas evidencia-
ram resisténcia multipla. A Gnica amostra de V.
kansasii ensaiada apresentou esse comporta-
mento, o mesmo ocorrendo com 42,8% (3/7),
63,6% (7/11) e 94,7% (18/19) das amostras de
M. scrofulaceum, M. avium-intracellulare e M.
fortuitum, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 — Resisténcia multipla dos tuberculostéaticos tes-
tados /n Vitro

L N? de amostras resistentes a Total de

Espeécie Tdr 2d 34 amostras

roga 2drogas r0gas oo iadas
M. kansasif 0 0 1 1
M. scrofulaceum 1 1 3 7
M. gordonae 1 1 2 5
M. flavescens 0 1 1 3
M. terrae 0 1 7 8
M. avium-intracellulare 0 3 7 11
M. gastri 0 3 10 3
M. triviale 0 0 2 2
M. fortuitum 1 0 18 19
M. vaccae 0 0 2 2
M. diernhoferi 0 1 0 2
TOTAL 3 11 53 73

Discussao

A distribuicdo dos microrganismos nos gru-
pos de Runyon mostrou discreta predominén-
cia de micobactérias escotocromogénicas
(36,1%) sobre as ndo cromogénicas, de cresci-
mento lento. Magalhdes & col. {20) encontra-
ram situacdo semelhante em pacientes de um
Sanatério de Tuberculose, em Recife. Apesar
das infeccSes pulmonares por micobactérias
escotocromogénicas serem raras (4, 25, 36) o
isolamento desse grupo em escarros de pacien-
tes tuberculosos é fato comum (26).

A patogenicidade das micobactérias atipicas
foi discutida por varios autores {19, 26, 29). Os
microrganismos implicados em processos in-
fecciosos s3o usualmente oportunistas, cau-
sando doencas quando hé diminuic8o de resis-
téncia local ou geral do paciente (14). No en-
tanto, a maioria dos isolamentos obtidos em la-
boratério € casual, correspondendo a bactérias
comensais ou saprofitas (21).

As micobactérias fotocromogénicas (grupo |
de Runyon) incluem trés espécies: M. kansasii,
M. marinum e M. simiae, todas dotadas de po-
tencialidade patogénica para o homem (28). No
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presente trabalho, M. kansasii constitui 5,5%
das amostras estudadas.

Diversos autores (11, 23, 39), relataram que
M. kansasii € usualmente inibido “in vitro” em
presenca de altas concentracoes de isoniazida,
estreptomicina e acido para-aminosalicilico. A
Unica amostra testada foi resistente as concen-
tracdes usuais desses tuberculostaticos, corro-
borando os resultados encontrados na literatu-
ra.

O grupo |l de Runyon apresenta as seguintes
espécies: M. scrofulaceum, M. gordonae, M.
flavescens e M. szulgai. As espécies M. scrofu-
laceum e M. szulgai podem produzir doenca no
homem (28, 34). Somente uma das 23 amos-
tras identificadas como M. scrofulaceum foi
proveniente de nodulo linfatico, enquanto a
maior parte (19 amostras) foi encontrada no es-
carro e, ndo apresenta significado clinico.

M. scrofulaceum usualmente apresenta alto
grau de resisténcia aos principais tuberculosta-
ticos (23). No entanto, Boisvert (4) e David (6)
encontraram 12% e 64%, respectivamente, de
amostras sensiveis a estreptomicina. Entre as
sete amostras identificadas nessa espécie, trés
apresentaram resisténcia multipla a estreptomi-
cina, a isoniazida e ao acido para-aminosalicili-
co e quatro foram sensiveis a estreptomicina.

As micobactérias ndo cromogénicas, de
crescimento lento, se distribuem nas seguintes
espécies: M. xenopi, M. avium-intracellulare,
M. terrae, M. gastri e M. triviale, sendo as es-
pécies patogénicas representadas por M.
avium-intracellulare e M. xenopi {16, 28).

Na colecdo examinada, 11,1% das amostras
foi identificado como M. avium-intracellufare,
com comportamento similar ao esperado em
todos os testes realizados. A maioria foi isolada
a partir do escarro (11/16}, sendo, as restantes,
quatro provenientes de urina e uma de lavado
brénquico.

M. avium-intracellulare geralmente apresenta
resisténcia aos tuberculostéticos usuais (4, 6,
8). Entre as 11 amostras estudadas, sete (63%)
foram resistentes simultaneamente a estrepto-
micina, acido para-aminosalisilico e a isoniazida
e, trés (27%) ao &cido para-aminosalicilico e a
isoniazida. Quatro (36%) foram sensiveis a es-
treptomicina, concordando com o0s dados de
David (6), que encontrou sensibilidade a esse
quimioterapico em 37% de amostras testadas
“in vitro™’.

As micobactérias de crescimento répido en-
volvem as seguintes espécies: M. smegmatis,
M. phlei, M. vaccae, M. diernhoferi, M. tham-
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nopheos, M. fortuitum e M. chelonei, M. fortui-
tum e M. chelonei sdo potenciaimente patogéni-
cos (18, 17).

No Rio de Janeiro, Andrade & Santiago (3)
relataram a presenca de 68,6% de micobacté-
rias de crescimento rapido entre as amostras de
micobactérias atipicas, das quais a maioria foi
posteriormente identificada como M. fortuitum
{2). Em Recife, essa espécie constitui apenas
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Radiagdo gama e
instabilidade em
Aspergillus niger*

Resumo

J.C. da Silva & J.L. de Azevedo

J. C. da Silva**

& J. L. de Azevedo***

Uma linhagem de Aspergillus niger, usada industrialmente na producéo de 4cido citrico, foi
submetida a mdltiplas irradiacSes com raios gama e a instabilidade da linhagem apés cada
irradiacéio foi-medida através do aparecimento de setores em colénias isoladas. A maior es-

tabilidade é obtida apds a primeira irradiac3o.

Summary

Gamma-rays and instability of Aspergillus niger

A strains of Aspergillus niger used for citric acid production was submited to gamma-rays
multiple irradiation and the instability of the strain was measured by the production of sec-
tors from isolated colonies following each irradiation. The greater stability is achieved after

the first irradiation.

Introducdo

O fungo Aspergillus niger apresenta grande
importéncia industrial na producdio de &cidos
orgénicos, principalmente 4cido citrico. Um
dos problemas relativos & producdo de 4cido ci-
trico, refere-se & queda ou flutuacées na produ-

* ¢do, sendo a instabilidade da linhagem empre-
gada, um dos fatores responsaveis por estas al-
teracGes como j4 foi verificado por diversos au-
tores (7, 8, 10). Apesar da importancia econ6-
mica de A. niger, para producdo de &cido citri-
co, sdo ainda poucos os estudos que se refe-
rem a instabilidade de linhagens nesse fungo
(6, 9, 13). Como salientam Ball & Azevedo (4),
a instabilidade genética constitui importante
problema para a indUstria de fermentacgo, ndo
somente como fator indesejavel. na queda de
producdo, mas também um meio Gtil de melho-
‘rar o rendimento, uma vez que a variabilidade
apresentada pode ser empregada no melhora-
mento genético. No presente trabalho, investi-
gou-se o possivel efeito da radiacdo gama (fon-
te de Cobalto 60), sobre a instabilidade de uma
linhagem de A. niger, de origem industrial.

Material e Métodos

Cultivo — A linhagem 10V10 de A. niger, de
origem industrial foi cultivada em meio Czapeck-
Dox modificado (11), constituido de NaNO,
(6 g), KH,PO, (1,56 g), KCI (0,5 g), MgSO, x
7H,0 (0,5 g), tracos de FeSO, e ZnSO,, Glicose
(10 g) e Agar (15 g). Os componentes foram
adicionados em um litro de 4gua destilada, o
pH ajustado para 6,8 e 0 meio autoclavado 15
minutos a 120°C.

Irradiacdo — Foi utilizada a fonte de Cobalto 60
do Centro de Energia Nuclear na Agricultura
{CENA), Piracicaba, Sdo Paulo. Conidios do
fungo foram submetidos a tempo de irradiaco
correspondente & dose de 80Kr. Apés a primei-
ra irradiacdo, os conidios foram semeados em
diluicdes apropriadas, de modo a permitir o
crescimento de colénias isoladas. Os mesmos
conidios foram submetidos a mais duas irradia-

~¢Bes, nas mesmas doses utilizadas anterior-
.mente e, também apods cada irradiac3o, os co-

nidios foram semeados de modo a dar colénias

*  Trabatho realizatio com auxilio financeiro do CNPq, especialmente pelo Programa Integrado de Genética.

**  Departamento de Biologia, UFPb, Jofo Pessoa, PB,

Brasil

*** Departamento de Genética e Evolugdo, UNICAMP, Campinas, SP, e Instituto de Genética, ESALQ, Univ. S. Paulo,

Brasil.
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isoladas. Conidios ndo irradiados foram usados
como controle.

Ensaio da instabilidade — A instabilidade foi
medida através de setores produzidos por colé-
nias provenientes de conidios irradiados e ndo
irradiados. Conidios de cada uma de 50 cold-
nias, provenientes de esporos ndo irradiados,
foram inoculados no centro de igual nimero de
placas de Petri contendo o meio utilizado. Igual
procedimento foi usado para coldnias prove-
nientes de conidios submetidos a uma, duas e
trés irradiacées, no total, portanto, de 200 pla-
cas (50 para o controle e 50 apos cada irradia-

Paulo), 9(3}, 1978 157

cdo). As placas foram incubadas a 28°C, por 10
dias, efetuando-se, apds esse periodo de tem-
po, a contagem de colénias, com € sem seto-
res.

Resultados e Discusséo

O numero de colonias, com setores prove-
nientes de esporos ndo irradiados, € irradiados,
esta apresentado na Tabela 1. Os dados refe-
rentes ao numero de coldénias, com setores, fo-
ram transformados em V' X + 0,5, para fins de
andlise de variancia. A Tabela 2 mostra a anali-

Tabela 1 — Numero de colénias com setores produzidas pela linhagem 10V10 de Aspergillus niger, apos irradiacdes com

raios gama (80 Kr)

Tratamento Namero de coldnias com setores™

Controle - 10(3,2403)** 10(3,2403) 8{2,9154) 10(3,2403) 9{3,0822)
12 irradiac@o 4(2,1213) 6(2,5495) 3(1,8708) 5(2,3452) 6(2,5495}
22 irradiacéio 8{2,9154) 6(2,5495} 9{3,0822) 7(2,7386) 10(3,2403)
3? irradiacdo 9(3,0822) 8(2,91564) 9(3,0822) 8(2,9154) 10(3,2403)

* 50 coldnias ensaiadas (5 grupos de 10} para cada tratamento

“* O pumero entre parénteses é a transformacéo de cada valor em VX + 0,5

Tabela 2 — Anélise de variancia para instabilidade da linha-
gem 10V10 de Aspergillus niger, apos irradiacdes com raios
gama {80 Kr)

Fonte de G.L Soma de Quadrado F
variacio """ Quadrados Médio
Tratamento 3 2,28 07412 14,8835%*
Residuo 16 0,7982 0,0498
cv. = 7,8%

** gignificativo ao nivel de 1%

Tabela 3 — Médias de colénias com setores comparadas
pelo teste de Tukey

Tratamento Médias”*
Controle 3,1437 a
12 irradiacdo 2,2872b
22 irradiagéo 2,9052 a
3% irradiacdo 3,0471 a

D.M.S. 5% = 0,3968

* Valores seguidos da mesma letra no séo diferentes entre si ao ni-
vel de 5%

se de variancia para a instabilidade da linhagem
10V10 de Aspergillus niger, apos irradiacdes
com raios gama. A Tabela 3 apresenta as com-
paracBes de médias de colénias com setores,
pelo teste de Tukey. Os resultados obtidos indi-
cam, em primeiro lugar, que a linhagem 10v10
de A. niger é bastante instével, o que, alias, es-
t4 de acordo com resultados anteriores, que
mostram que essa linhagem tem altas flutua-
cBes na producdo de acido citrico e produzem
setores (5). A queda de producdo, de colonias
com setores, apds a primeira irradiacéo, foi es-
tatisticamente significante. Uma explicacéo,
para esses resultados, talvez possa ser dada
através de resultados obtidos em trabalhos an-
teriores (5, 12) que mostraram ser a linhagem
10V10 possivelmente heterocaridtica, contendo
dois nlcleos de constituicdo genética diversa.
Assim, apds a primeira irradiagéo, pode-se su-
por o aparecimento de sistema de letais balan-
ceados (2), onde cada nlcleo contém um letal
recessivo. Esses conidios, com letais balancea-
dos, darfo coldnias estaveis, uma vez que qual-
quer segregacdo para homocariose serd letal.
Por outro lado, doses maiores de irradiacéo,
além de induzirem letais, produzem também
aberracBes cromossémicas em maior quantida-
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de e sabe-se que estas s3o responsaveis por

instabilidade mitdtica em fungos (1, 3). Assim,
para a finalidade de se obter linhagens mais es-
taveis, de interesse industrial, os resultados do
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Kinetic behavior of soluble fungal
alpha amylase from
Aspergillus niger

Summary

159

R. M. Attia*
Rawia F. Gamal**
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The kinetic behavior of fungal alpha amylasé was investigated. The enzyme from a local
isolate of Aspergillus niger (R-2347). The order of the reaction followed zero order. The
heat inactivation followed second-order reaction. The apparent temperature optimum fell
at about 40°C. The heat of the reaction (delta E), accompanied by the process has been
calculated from the slope of the Arrhenius equation to be 26100 cal/mole. The standard
free energy change (delta G) and the standard entropy change (delta S) were found to be
1206 cal/mole and +90.2 cal/mole/degree at 30°C. The values of thermodynamics quan-
tities at other temperatures also discussed. The pH optimum was at 4 - 5, The changes in
the state of ionization of the free enzyme or substrate not affect the maximun velocity. Mi-
chaelis constant {Km) was calculated at different pHs. The enzyme has one ionizing group

at pK 4.425 being a carboxyl group, i.e. aspartic, glutamyl.

Introduction

Alpha amylase from molds catalyses the al-
pha 1,4 glucan links in polysaccharids contai-
ning three or more alpha-1,4 linked D-glucose
units (4). It also attacks starch, starch deriviti-
ves, glycogen, related polysacchafide and ofi-
gosaccharides in a random manner (4).

This paper studied the kinetic behavior of so-
luble fungal alpha amylase from a local strain of
Aspergillus niger, R-2347.

Material and Methods

Organism — A preliminary screening program
for high alpha amylase producing molds grown
in submerged culture, indicated that Aspergil-
lus niger (R-2347) was one of the most active.
Stock cultures were maintained on yeast malt
agar slants (5) and transferred at 4 weeks inter-
vals.

Culture conditions — Culture of A. niger R-
2347, employed in this study, was grown in
250 ml baffeled Eriyenmeyer flasks, containing
50 ml portions of 15% whole ground N? 1 yel-
low corn and 2% corn steep liquor {2) at a pre-

* Microbiol. Res. Dept., Agric. Research Centre of Egypt.

sterilization pH of 4.5. After they were autocla-
ved at 120°C for 20 minutes, the flasks were
inoculated with 0.1 ml of the spore suspention
and then incubated on reciprocating shaker at
28°C for 4 days. At the end of fermentation pe-
riod, the culture was clarified and centrifuged.

Enzyme purification — After the culture super-
natant was passed through a Seitz filter to re-
move spores, it was concentrated 10 fold under
vacuum at 40°C. The concentrate was brought
to 25% saturation with ammonium sulfate by
slow addition of the salt and simultaneous stir-
ring. After keeping the mixture at 5°C for 30 mi-
nutes, the precipitate was removed by centrifu-
gation at 10000 xg for 15 minutes and discard-
ed. The supernatant was then brought to 60%
saturation with ammoniun sulfate and allowed
to stand overnight at 5°C. The precipitate was
collected and re-disolved in a minimum amount
of distilled water. The solution was dialyzed
against distilled water at 5°C. Further purifica-
tion was made by DEAE-cellulose chromato-

graphy.

Order of reaction — 40 ml enzyme solution,
contained 4 SKB units, were added to 20 ml of
0.5% Zulk. starch at pH 4.7. The mixture was

** Microbiol. Dept., Fac. of Agric., Ain Shams Univ., Egypt, ARE.
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incubated at 30°C in a waterbath regulated to
0.05°C and stirred continuously. 3 ml aliquots
were removed at 5 minutes intervals for enzyme
determination by the method of Attia & Samia
(1).

Reaction order of heat inactivation — The
enzyme in acetate buffer at pH 4.7 was rapidly
brought to 60°C in a waterbath regulated to
0.05°C and stirred continuously. Aliquots were
removed at 5 minutes intervals and immediatly
cooled in a freeze mixture to 10°C, and the
enzyme velocity was determined (1).

Temperature optimum — Mixtures containing
3 x 102M Zulkowsky starch in acetate buffer
at pH 4.7 and the enzyme to be tested, were in-
cubated at various temperatures within 20°-
70°C. After incubation period of 5 minutes, the
enzyme velocity was determined (1).

Enzyme assay — The method of Attia & Samia
(1), was used and it is summarized as follows: to
1 ml of 0.5% Zulkowsky starch in acetate buffer
at pH 4.7, 2 ml of the enzyme solution was ad-
ded. The mixture was incubated at 30°C for 5
minutes. At the end of incubation period, 1 mi
of iodine reagent was added and the transmit-
tance (T%) was measured at 660 nm.

Results

Order of reaction — When the enzyme velocity
was plotted against time as in figure 1, a linear
relationship was obtained for 30 minutes. Addi-
tion of more substrate neither restored the rate
nor stabilized the enzyme. This linear relation,
indicates that the order of the reaction followed

Figure 1 — Time course of the hydrolysis of starch by
fungal alpha amylase
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zero order. For these reasons precautions were
taken whenever possible, to keep the reaction
time within the limits where a constant rate of
zero order was observed.

Reaction order of heat inactivation — The heat
stability of an gnzyme is best expressed in
terms of the energy of inactivation under speci-
fied conditions. To calculate this, it was first
necessary to determine the reaction order of
the heat inactivation of fungal alpha amylase.
When the velocity was plotted against the time
of heating at 60°C, this did not yield a linear re-
lationship and neither did a plot of the log velo-
city against time of heating. Hence the heat
inactivation was not a zero or first order reac-
tion. When the reciprocal of the velocity was
plotted against the time of heating, however, a
straight lirie relationship was obtained as in fi-
gure 2, indicating that the heat inactivation of
this fungal alpha amylase followed a second or-
der reaction. The finding of a heat inactivation
of second order for this enzyme was rather
unexpected, as most enzymes follow a first or-
der reaction in heat inactivation (6).

Figure 2 — Inactivation of fungal alpha amylase as a se-
cond order process
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Temperature optimum — Figure 3, is a plot of
the relative activity of the observed reaction,ra-
te at various temperatures, under the standard
conditions (substrate, 3 x 10-2M Zulk. starch :
acetate buffer at pH 4.7 ; vol. 3 ml ; time 5 mi-
nutes). Figure 3 shows that the apparent tem-
perature optimum fell at about 40°C. Since the
enzyme was stable up to this temperature for
short periods of time, an increase in the rate
was manifest, but at 40°C and higher tempera-
tures the rate fell off sharply since denaturation
of the enzyme exceeded the increase in the rate
of the catalyzed reaction.
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Figure 3 — Effect of temperature on fungal alpha amylase
activity
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Energy of activation — The Arrhenius equation
(log k = ~E/1n R) = 1/T =+ constant), predicts
that when the log of the specific reaction rate
(k) is plotted against the reciprocal of the abso-
lute temperature (T), a straight line relation
should obtain (Figure 4). The slope of the line,
multiplied by 4.58 is the energy of activation of
the forward reaction (E) under the experimental
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Figure 4 — Effect of temperature on the heat activity of
fungal alpha amylase {delta E = 26100 cal/mole)
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conditions. The heat of the forward reaction
(delta E), accompanied by the process has been
calculated from the slope of the plot to be +
26100 cal/mole.

The standard free energy change of the reac-
tion (delta G) is given by the equilibrium cons-
tant of:

deltaG = -RT-1nk

Table 1 — Thermodynamic quantities of soluble fungal alpha amylase at various temperature

Temperature {(1/T) % 10+4 delta E delta G delta S
0°C cal/mole cal/mole cal/mole/degree
10 35 26100 + 413 +90.9
20 34 26100 - 364 +90.4
30 33 26100 ~1206 +90.2
40 32 26100 -2078.6 +90.1
50 31 26100 -2958.7 +90.1

The standard entropy change (delta S) of the
enzyme can be obtained from the following
equation:

deltaS = (E-G) /T

The values of both delta G and delta S are
clearly shown in table 1.

Effects of pHs — As shown in figure 5 the opti-
mum pH was at 4-5. Such bell-shaped curve
may be the result of variation of either V,_, or
K,, with pH, or they may represent an irreversi-
ble inactivation at extrimities of pH. To illustra-
te this, an experiment was done to clear the ef-
fectof pHon vV, and K .

A series of velocity measurements at diffe-
rent pHs with a sufficiently high substrate con-
centration were carried out.

Figure 5 - Effect of pHs on the activity of fungal alpha
amylase

100

60

40

Relative activity %

20

pHs (HCi-tris)



162

This was done to saturate the enzyme in all
cases, to eliminate any effects on the affinity,
and the whole of the enzyme is in the form of
{ES) complex and since the velocity of the reac-
tion is simply the rate of breakdown of the com-
plex into free enzyme and product. In this case,
the effect of pH on V__, will be determined only
by the state of ionization of the complex. Figure
6 shows that changes in the state of ionization
of the free enzyme or substrate not affect the
maximum velocity.

Figure 6 — Effect of pH on V and k., for fungal alpha
amylase acting on Zulk. starch (Lineweaver-Burk plot of
the inhibition effect of pHs)
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On the other hand they affect K_. Thus K.,
was equal to 0.0250, 0.0091, 0.0104 and 0.0119
at pHs 4, 4.5, 5and 5.5 respectively.

The effect of pHon V,, and K_ seems to be
competitive.
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Figure 7 — Effect of pH on K., for fungal alpha amylase
activity
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If we plot log K against pH as in figure 7, we
obtain a graph where the parameter K, has a
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one ionizing group at pH 4.425. This pK value
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Ocorréncia de grupos sorolégicos
de Escherichia coli
na flora intestinal*
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Resumo

Foram testadas, pela técnica de aglutinacdo rapida em lamina, 250 amostras de £. coli iso-
ladas de fezes, visando a determinac8o da especificidade de seu antigeno somatico. As
amostras foram obtidas de pacientes hospitalizados e de pessoas sem contato hospitalar.
Para a caracterizaciio do antigeno somatico foram empregados 16 antissoros, correspon-
dentes aos sorogrupos 01, 02, 04, 08, 07, 011, 015, 020, 022, 023, 050, 062, 071, 075, e
0135. Das amostras testadas, foi possivel determinarmos o sorogrupo de 33,2%, corres-
pondentes aos sorogrupos 06, 062, 050, 015, 075, 011, 018, 01, 07. Mostraram-se mais fre-
glientes os portadores intestinais dos sdrogrupos 06 e 062, isolados respectivamente de
10,0% e 17,1% das pessoas estudadas. N&o encontramos diferenca significativa nas taxas
de portadores intestinais dos sorogrupos caracterizados em relacfio aos grupos de indivi-
duos estudados.

Summary

Serogroups of intestinal Escherichia col

About 250 strains of £. coli isolated from feces of hospitalized patients and persons of the
community were tested, by the slide agglutination technique, employing 16 0- antisera {01,
02, 04, 08, 07, 011, 015, 020, 022, 023, 050, 062, 071, 075 and 0135). So we could determine
the 0 serogroup of 33,2% of the tested strains. Considering the intestinal carrier rate of the va-
rious serogroups, the more frequently found were those carriers of serogroups 06 {10,0%)
and 062 {17,1%). We could not find any difference in the carrier state rate of the various se-
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rogroups among different groups of patients studied.

Introducéo

Entre as bactérias que causam infeccdo uri-
naria, Escherichia coli é sem dlvida, o agente
que ocorre com maior fregliéncia. A grupagem
sorolégica de amostras de E. coli, isoladas de
urina, tem demonstrado que, apesar da exis-
téncia de grande variedade de sorogrupos,.a
maioria das infeccGes urinarias é ocasionada
por nimero restrito de sorogrupos (6, 7, 12,
13). Em nosso meio foram encontrados, como
mais prevalentes, os sorogrupos 06, 062, 07 e
075(5).

A maior prevaléncia desses sorogrupos, as-
‘sociados & infeccdo urinaria, ndo foi ainda es-
clarecida. Diversos autores advogam que al-
. guns sorogrupos seriam mais comuns por apre-
sentarem caracteristicas de maior patogenici-
dade (3, 11), enquanto outros tentam justificar

o fato pela ocorréncia daqueles sorogrupos dis-
seminados de forma mais ampla na natureza (8,
).

A investigacdo desta segunda possibilidade
tem sido realizada sobretudo em relacdo a flora
intestinal, seja pela sua proximidade com o tra-
to urinario, assim como pela importéncia da via
ascendente, como forma de contaminacgéo das
vias urindrias.

Em relacdo a estudos da flora intestinal, tém-
se conseguido estreita correlagdo entre 0s soro-
grupos causadores do processo infeccioso e
sua presenca no trato intestinal (8, 13). No en-
tanto, faz-se necessario levar em consideracdo
a possibilidade de contaminacdo retrégrada. O
esclarecimento desta situagdo exige investiga-
cdo dos sorogrupos de £. coli mais comuns no
contetdo intestinal de populacdo sd. Neste
sentido, poucos sdo os estudos disponiveis em

* Cadeira de Microbiologia e Imunologia, Faculdade de Ciéncias Médicas da UERJ, 20.000 Rio de Janeiro, RJ.
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que se tenha feito a comparac8o destes acha-
dos em individuos de uma populaco, ndo sen-
do ainda permissiveis conciusSes definitivas
{12, 13). ‘

Dados obtidos por alguns autores sugerem a
maior ocorréncia dos sorogrupos mais freqiien-
tes em infeccBes urindrias na flora intestinal de
individuos hospitalizados, constituindo portan-
to flora nosocomial. Kennedy, Plorde & Peters-
dorf {4) encontraram os sorogrupos 04, 06 e
075 em 40% das pessoas internadas em hospi-
tal'por mais de 10 dias, taxa esta que reduziu a
15% quando considerados individuos sem con-
tato hospitalar. Constituiu ainda motivo de dis-
cussdo, a maior ocorréncia destes sorogrupos
em ambiente hospitalar, havendo evidéncias de
que o uso de antibidticos seja fator importante
{14).

Em nosso estudo, procuramos averiguar se
ocorria o predominio dos sorogrupos de £. coli
encontrados mais freqlientemente como agen-
tes de infeccBes urindrias, na flora intestinal de
pessoas em contato com ambiente hospitalar
na de individuos alheios ao mesmo ambiente.

Material e Métodos

A colheita do material foi efetuada no Hospi-
tal das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médi-
cas da U.E.R.J. para os pacientes hospitaliza-
dos e nas residéncias das pessoas corrrespon-
dentes ao grupo sem contato com ambiente
hospitalar. Este grupo correspondeu a indivi-
duos residentes na cidade do Rio de Janeiro, de
ambos os sexos, e cuja idade variava de 20 a 50
anos.

Em nenhum dos casos havia suspeita clinica
de infeccdo urindria nem se encontrava em uso
de antibidtico.

As amostras de fezes foram colhidas em sali-
na glicerinada (2), perfazendo um total de 70,
sendo 20 oriundas de pessoas ndo hospitaliza-
das e 50 de pacientes hospitalizados, sempre
em periodo superior a b dias.

Os espécimes foram semeados por esgota-
mento em meio de Holt-Harris & Teague
{Merck). De cada placa foram isoladas de cinco
a dez amostras com caracteristicas coloniais de
£. coli, sendo entdo semeadas nos meios de
duplo-agtcar-uréia (10) e SIM (Difco), para
identificacdo bioquimica.

O preparo dos antigenos, das amostras de E.
coli, seguiu as técnicas recomendadas por Ed-
wards & Ewing (2), apds selecdo de formas
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bacterianas lisas, pela prova de termoestabili
dade (aquecimento a 100°C, por 2 horas e 30
minutos, em vapor fluente).

Os antissoros empregados na sorogrupagem
das amostras de £. cofi, corresponderam aos
sorogrupos 01, 02, 04, 06, 07, 011, 015, 020,
022, 023, 050, 062, 071, 075 e 0135 e foram, na
sua maioria, preparados em nosso laboratério,
exceto aqueles dos sorogrupos 01, 02, 04 e 022,
obtidos comercialmente (Difco).

No preparo dos antissoros, foram seguidas
as técnicas descritas por Edwards & Ewing (2).
Na caracterizacdo soroldgica das amostras de
E. coli, isoladas de fezes, foi utilizada a técnica
de aglutinaco rapida, em lamina, dos mesmos
autores. _ '

A andlise estatistica dos resultados encontra-
dos foi feita pelo teste do x2

Resultados

Das 350 amostras de £ coli, isoladas de
fezes, 100 mostraram-se autoaglutinaveis ao
teste de termoestabilidade, ndo sendo portanto
submetidas a exame soroldgico. De 250 amos-
tras lisas, 155 eram provenientes de 50 indivi-
duos hospitalizados e 95 de 20 pessoas sem
contato com ambiente hospitalar.

Submetendo-se as amostras lisas a prova de
aglutinacdo em lamina, pudemos determinar o
sorogrupo de 33,2% das amostras testadas. Ti-
vemos na amostragem, 12% de amostras reati-
vas ndo grupadas, que corresponderam aque-
las que reagiram com dois ou mais antissoros.

Ao analisar a distribuicio dos diversos soro-
grupos identificados, em relacéio ao nimero de
individuos, a partir de cujo contetido intestinal
se obteve amostras sorologicamente grupaveis,
pudemos caracterizar a maior taxa de portado-
res do sorogrupo 062, seguindo-se, em ordem

Tabela 1 — Distribui¢8o dos sorogrupos 0 de £. cofi em es-
pécimes fecais de 70 individuos (Rio de Janeiro, Brasil —
1976)

Sorogrupo 0 N? de portadores Percentual
062 12 17,1%
06 7 10,0%
050 6 8,5%
015 3 4,2%
075 1 1.4%
011 1 1,4%
01 1 1,4%
07 1 1,4%
TOTAL 32 45,4%
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Tabela 2 — Distribuiciio dos sorogrupos 0 de E. cofi isolados de fezes de pacientes hospitaliza-
dos e de pessoas da comunidade (Rio de Janeiro, Brasil — 1976)

Pacientes hospitalizados®

Pessoas da comunidade™*

Sorogrupos NtGmero

Percentual

Ndmero Percentual

062
06
050
015
075
011
07
0

O - OO = ;o

16%
10%

20%
10%
10%
10%
5%
5%

5%

8%
3%

3%

_—0 e = NN

TOTAL

—
©0

40%

w

65%

* Total de 50 pacientes hospitalizados
** Total de 20 pessoas da comunidade

decrescente de freqténcia, os portadores intes-
tinais dos sorogrupos 06, 050 e 015. N&o en-
contramos, entre as amostras testadas, repre-
sentantes dos sorogrupos 02, 04, 020, 022, 023,
071 e 0135.

Procuramos também averiguar a distribuicéo
dos portadores intestinais dos diferentes soro-
grupos, em relacéo a classe de pessoas estuda-
das (Tabela 2), o que nos permitiu concluir néo
haver diferenca na taxa dos portadores intesti-
nais, em relacdo a pessoas da comunidade ou
pacientes hospitalizados (P > 0,05).

Discusséo

Apesar de ser fato conhecido, ha mais de
duas décadas, que apenas alguns sorogrupos
de E. coli, dentre os 148 existentes, sdo isola-
dos com maior freqiiéncia, a partir de casos de
infeccdo urinaria, a causa desta predominancia
é ainda motivo de discussdo.

Uma possibilidade seria sua maior freqiéncia
no trato intestinal, sendo necesséaria, para a
comprovacdo desta circunstancia, a investiga-

cdo da constituicdio sorolégica dos represen-
tantes de E. coli na flora intestinal de pessoas

sis.

Em nosso estudo, considerando-se o nimero
global de pessoas que tiveram estudada a com-
posicdo antigénica das amostras de £. coli no
seu conteudo intestinal, observamos serem
mais freglientes os portadores dos sorogrupos
062 e 06, presentes em 17,1% e 10% dos espé-
cimes analisados. Comparando-se estas taxas
as encontradas com amostras isoladas de urina
(5), observa-se que os resultados sdo seme-
Ihantes, tendo sido caracterizados 14,5% como

pertencentes ao sorogrupo 06 e 8,0% ao soro-
grupo 062.

S3o escassos os dados de estudos compara-
tivos, visando estabelecer correlacdo entre a
frequiéncia de sorogrupos de E. coli na flora in-
testinal de pessoas s8s e em urina, de uma po-
pulacdo. Além disso, os resultados sf8o ainda
conflitantes. Vosti & col. {13) encontraram 0s so-
rogrupos 04, 06 e 050 na urina de 40% dos pa-
cientes com infeccdo e apenas 19,6% das fezes
de individuos s3os. Por outro lado, Turck & Pe-
tersdorf (12) identificaram os sorogrupos 06,
075, 04 e 01 em 57% dos espécimes de urina e
em 49,4% das fezes de pessoas sés.

Nossos dados sugerem que, em relagdo aos
sorogrupos 06 e 062, sua maior prevaléncia em
infeccBes urinérias esteja ligada a maior distri-
buicdo no trato intestinal de pessoas sds.

Por outro lado, os sorogrupos 07 e 075, con-
siderados como terceiro e quarto mais freqiien-
tes em urina (5), estiveram presentes nas fezes
em poucas ocasides, ndo nos permitindo justifi-
car sua maior freqliéncia em infeccdes do trato
urinario pela sua ubiqglidade. v

Comparando-se a taxa de portadores intesti-
nais dos sorogrupos caracterizados, em pes-
soas n3o ligadas a hospitais e pacientes em am-
biente hospitalar; ndo detectamos diferenca
significativa para os Vvarios sorogrupos. Estes
resultados diferem dos obtidos em investiga-
cSes anteriores, que haviam evidenciado a exis-
téncia de flora nosocomial, em relacéo a deter-
minados sorogrupos de E. coli. Turck & Peters-
dorf (12) verificaram que em pacientes hospita-
lizados, é mais freqliente o estado de portador
dos sorogrupos mais prevalentes em infeccoes
urinarias, que em individuos sem contato hos-
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pitalar. A aquisicdo destes SOrogrupos por pa-
cientes, em hospital, parece estar ligada a colo-
nizagdo intestinal pela ingestdo de alimentos
contaminados (1), ndo havendo evidéncias de
contaminacdo cruzada (14).

Algumas investigacées tém procurado escla-
recer o motivo pelo qual determinados sorogru-
pos estdo mais aptos a se instalar no trato intes-
tinal, predominando sobre os demais. A verifi-
cacdo de que estes sorogrupos eram mais co-
muns em pessoas em uso de antibidticos fez
surgir a possibilidade de se tratar de um proble-
ma relacionado ao nivel de sensibilidade destas
amostras a diferentes antibidticos. Porém,
verificou-se que, “in vitro”’, eram também sen-
siveis aos antimicrobianos em uso pelos pacien-
tes, afastando portanto esta hipétese (14). A
produgdo de colicinas, por amostras daqueles
sorogrupos, fazendo-as sobrepujar as demais,
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Isolamento de uma amostra
de Yersinia enterocolitica
das fezes de uma crianca,
na cidade de Sdo Paulo

Resumo
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Reis, M. H. L.*
Murahovschi, J.**
& Trabulsi, L. R.*

Uma amostra de Yersinia enterocolitica 03 foi isolada das fezes de uma crianca na cidade
de S#o Paulo. Tanto quanto sabemos, trata-se ua segunda amostra de Y. enterocolitica, de

origem humana, isolada na América do Sul.

Summary

Isolated strain of Yersinia enterocolitica from feces of a child in Séo Paulo City, Brazil

A strain of Yersinia enterocolitica 03 was isolated from feces of a child in S8o Paulo City,
Brazil. As far as we know this is the second isolate of Y. enterocolitica of human origin, in

South America.

Yersinia enterocolitica, a partir de 1972 inclul-
da na familia Enterobacteriaceae (Mollaret, H.
H. & Knapp, W. — Int. J. Syst. Bacteriol., 22:
401, 1972), tem sido responsabilizada, cada vez
mais, como agente de infecces no homem. As
mais variadas formas clinicas tém sido relata-
das, embora dois tercos dos casos de infeccéo
aparecam sob a forma de enterocolites, afetan-
do principalmente criancas (Mollaret, H. H. —
Ann. Bio!l. Clin., 30:1-6, 1972).

A amostra de Yersinia enterocolitica (275
Cll/77) foi isolada a partir das fezes de uma
crianca seni sintomatologia gastrointestinal, na
cidade de Sdo Paulo. O isolamento foi feito em
placa de SS agar, incubada a 37°C por 24
horas, embora as fezes tivessem sido também
semeadas em placas de MacConkey e Hektoen.

Os mesmos meios de isolamento foram utiliza- |

dos, com incubacdo a 28°C. A leitura das pla-
cas foi feita apGs 24 e 48 horas. Na placa de SS
as colénias se apresentaram com cor clara,
puntiformes, lisas e brilhantes. Suas caracteris-
ticas bioquimicas coincidiam com as de Y. en-
terocolitica (Tabeia 1). A tipagem soroldgica
realizada pela Dra. Deise P. Falcéo, da Faculda-

Tabela 1 — Caracteristicas bioquimicas da amostra 275
cn/77

Teste ou substrato Reacdo Teste ou substrato  Reacdo
H,S (TS1) - Salicina . -
Indo! - Inositol +11
VM - 28°C + Sorbito! +
VM - 37°C + Arabinose +
VP - 28°C - Rafinose
VP - 37°C - Ramnose
Citrato Simmons - Malonato -
Citrato Christensen - Mucato
KCN - Tartarato de Jordan -
Urease E Acetato de sodio -
Motilidade - 28°C - Maltose T
Motilidade - 37°C - Xilose -
Lisina descarboxilase - Trealose +
Arginina dihidrolase - Celobiose +
Ornitina descarboxilase + Glicerol-acido +
Fenilalanina desaminase - Glicerol-gas +
Glicose-acido + Eritrito)

Glicose-gas - Esculina

Lactose +23 Melibiose

Sacarose + ONPG - 28°C +
Manitol +  ONPG - 37°C +
Dulcitol - Oxidase -

Temperatura de incubagdo - 37°C, quando ndo especificada
+ reacdo positiva dentro de 1 a 2 dias

- reacdo negativa

+ 11 reacfo positiva apos 11 dias

+ 23 reacdo positiva apds 23 dias

* Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Escola Paulista de Medicina, Rua Botucatu, 862 — 3° an-

dar 04023, S&o Paulo, SP.

** Centro de Estudos 'Gomes de Mattos’’, Clinica Infantil do Ipiranga, Av. Nazaré, 361, Sdo Paulo, SP.
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de de Ciincias Farmacéuticas, UNESP (Arara-
quara, SP), revelou que a amostra pertence ao
grupo 03. O antibiograma, realizado pelo méto-
do descrito por Bauer & col. (Bauer, A. W.;
Kirby, W. M. M.; Sherris, J. C. & Turck, M. —
Amer. J. Clin. Path. Tech. Sect., 45:493-496,
1866), mostrou que a amostra é sensivel a sul-
fadiazina, estreptomicina, tetraciclina, cloran-
fenicol, canamicina, gentamicina, polimixina B,
sisomicina, &cido nalidixico, colistina e resisten-

te a penicilina G, cefalotina e ampicilina.

A amostra de Yersinia enterocolitica 275 Cll/
77 parece ser a segunda de origem humana,
isolada na América do Sul. O primeiro isola-
mento foi feito por Pizsolito & col., na cidade
de Araraquara, Estado de Sio Paulo, Brasil, em
1977. (In: Congresso Brasileiro de Microbiolo-
gia, VIIl, Rio de Janeiro, 1977. Resumo dos tra-
balhos. Rio de Janeiro, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, 1977, p. 74).
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