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OCCURRENCE OF TREHALOSE 6-PHOSPHATASE IN BAKER'S YEAST

ANITA PANEK AND NORMA OLIVEIRA DE SOUZA *
Department of Microbiclogy — National School of Chemisiry

Rio de Janeiro — Brazil

Accepted, March 18, 1963

The mechanism of trehalose synthesis in
brewer's yeast has been studied by Cabib
and Leloir (1958) who found that it is formed
through a condensation of uridinephosphate
glucose with glucose 6-phosphate forming on
intermediate trehalose-phosphate which is
then hydrolyzed to yvield trehalose and inor-
ganic phosphate. In a previous paper, Pa-
nek (1962) has reported a similar mecha-
nism for baker’s yeast, having, however, ob-
served that under the same experimental
as Cabib (1958), no trehalose
6-phosphate could be detected,
tence of a very active trehalose 6-phospha-

conditions
The exis-

tase could be responsible for these results.
The confirmation of this postulate is the
subject of this communication. A similar
activity in insects has been reported by
Friedmaon (1960),

The microorganism used was a strain of
Saccharomyces cerevisiae BIl diploid. Cell
free extracts were prepared by shaking for
10 min in a Mickle shaker with No. 12
ballotini beads, Protein was determined by
Sticklond’s method (1951). Trehalose 6-phos-
phate was a sample of synthetic material
prepered and kindly furnished as the ba-
rium salt by Dr, D. MacDonald of the Na-
tional Institute of Health, Bethesda, Mary-
land, and was converted to the sodium salt
before use.

(*) Supported by the National Research
Council of Brazil

The reaction products were separated by
paper electrophoresis on Whatman No. 1
paper and run on a Kelab apparatus (Swe-
den) in 0.2M borate buffer, pH 99 at 200v
for 5 hours. Trehalose was detected on
paper by Trevelyem's method (1950),

The reaction mixture contained: trehalose
6-phosphate (Na +, 0.02M) 0.lml; MgCl,
(0.1M) 0.05ml; Tris-HC1 (pH 6.0, 0.2M)
0 3ml; yeast cell free exiract (10mg/ml pro-
tein) 0.5ml; water up to 1.5ml. Incubation
at 25°C for 30min. The blanks were pre-
pared without trehalose B-phosphate ag well
as with o cell free extract inactivated by
boiling. At regular intervals inorganic phos-
phate was determined by the Bereblum and
Chain method (1938)

phate content of the extrac ws deduced.

The inorganic phos-
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Fig. 1 — Liberation of inorganic phosphate
from trehalose 6-phosphate by baker's yeast

cell free extraict,
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After 30min 10% trichloroacetic acid was
added and the mixture was centrifuged. The
supernatant solution, after elimination of the
acid, was spotted on paper electrophoresis.
One single carbohydrate spot corresponding
to trehalose was detected ond identified by
chromatography .

We have, confirmed Pcmek's
(1962) previous observation of the abscence
of trehcalose 6-phosphate alter a 30 min in-
cubation time. The presence of a trehalose
B-phosphatase activity is evident, since the
liberation of inorganic phosphate reaches, in
the first 10 min, 89 % of the total liberation
during a 30 min incubation.

therefore,

RESUMO

A existéncia tramsitéria de trealose-6-fos-
fato nas células de levedura de panifica-
gdo foi confirmada pela presenga de uma
aglio ativa de treclose fosfatase nestas mes-

mgs células. A liberagdo de fosfato inorgd-
nic:o atinge, nos dez primeiros minutos de
incubagao, a 899% da liberagdo total du-
rante o prazo de 30 minutos da experiéncia.
Uma tnica mancha de glicidio, correspon-
dendo & trealose, foi identificada por ele-
troforese apds tratamentio de trealose-6-fos-
fato por homogeneizados livres de células
de levedura de panificagdo.
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ESTUDO DE DOIS CASOS DE ORQUITE BRUCELICA EM SUINOS *

FRIDOLIM SCHLOGEL

Da Escola de Agronomia e Veterindria da Universidade do Parand
Do Instituto de Biologia e Pesquisas Tec¢nolégicas do Parand

Recebido para publicagdo em 10 de junho de 1963

A brucelose suina, doenga que se reveste
de importdncia econdmico-social, situa-se,
no Estado do Parand, em lugar de desta-
que, considerando-se que seu indice de fre-
qliéncia gira aroximadamente em tdérno de
25% de reagentes & prova de séro-agluti-
nagdo, freqiiéncia esta muito préxima da
que ocorre em nosso pals, segundo revisdo

de PACHECO e MELLO (1855)

No que se refere & brucelose humana por
Brucella suis, no Brasil, tendo em vista o
restrito nUmero de amosiras isoladas dos
casos e sua sistematizagdo, verifica-se que
sua ocorréncia é significativa, se compara-
da aos causados por Brucella abortus, bas-
tando para tanto consultar o oludido tra-
balho de PACHECO e MELLO (1955); entre
outras consideragdes, deixam
grande importéncia que representam suinos
infectados no contdgio humano

entrever a

Em suincs, parece pertencer a HIPOLITO
e cols. (1958) a primeira constatagdo e ti-
pagem em nosso pals, de amostras de Bru-
cella suis isoladas de casos de orquite bru-
célica, animais ésses reagentes & sdro-aglu-
tinagdo

As pesquisas de HUDDLESON (1943),
BENDTSEN e cols. (1954), SPINK (1956),

(*) Agradecemos ao Prof. Orizel Curial
pela descricfio histopatolégica de um dos
casos e aos Drs. Mozart Villaca e Egon
Merkle pela gentileza de nos destinarem os
animals.

MITH (1957), HIPOLITO e cols. (1958) e ou-
tros, demonstraram a predile¢do das bruce-
las pela genitélia de reprodutores suinos;
no presente trabalho descrevemos dois ca-
sos de orquite unilateral com isolamento do
agente etiolégico.

MATERIAL E METODOS

Os casos se referiam a reprodutores sui-
nos, sendo um Wessex Suddleback e outro
da raga Landrace, ambos estéreis.

Os animais apresentavam acentuada tu-
tumefaccdo testicular unilateral (figuras 1, 2, 3
e 4); um déles, devido ao grande cumento
do testiculo, locomovia-se com certa difi-
culdade.

A prova de séro-aglutinagéo lenta em tu-
bos, dos dols onimais, com antigeno de
Brucella abortus, foi positiva nos titulos de
1:1.280 e 1:2.560

Apbs o sacrificio de um dos suinos e cas-
tragdio do outro, os tesiculos comprometidos
pasaram cérca de 10 kg e 3,5 kg respecti-
vamente, ambos hipertrofiados (figura 5),
com comprometimento do ep.didimo e cord&o
funicular (ep.didimite e funiculite) em um
dos casos. Seu contetlido, colhido mediante
puncdo, foi semeado em ca'do tripticase so-
ja, adicionado de cristal violeta, na con-
centragdo final de 1:700.000, com a finali-
dade de impedir crescimento de agentes con-
taminantes, segundo recomendagdo de MEL-
LO e SILVA (1954) para hemoculturas; em



alguns frascos introduzimos reduzido jato de
CO,, na suposicéo remota de se tratar de
Brucella abortus,

RESULTADOS

As subculturas em meio de agar tripticase
soja resultaram neo desenvolvimento de co-
16nias julgadas tipicas de brucelas, mescla-
das com coldnias contaminantes (figuras 6
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e CEDRO (1953), realizadas com solucéio de
Fergusson e Hook;

b) — cromobacteriostase pela técnica de
CRUICKSHANK (1948)

¢Go da tionina, fucsina bdsica, violeta de

mediante impregna-

metila e pironina em papel de filtro;

¢) — determinag¢éo da capacidade sulfidri-

gena testada com papel de filtro embebido

Figuras 1 e 2 — Orquite brucélica em suino Wessex Suddleback, notando-se a acentuada
tumefacgdo do testiculo direito

e 7); esfregagos das colénias tipicas, cora-
dos pelo método de Gram, permitiram «
observagdo de germes com morfologia e

coloragéo compativeis com brucelas

em solugdio de acetato de chumbo o 10%,
seqgundo HUDDLESON (1943);

d) — comportamento das amostras subme-
tidas & agéo do dietiliditiocarbamato de sé-

Figuras 3 e 4 — Orquite brucélica em suino Landrace mostrapndo tumefacgdo
do testiculo esquerdo

A identificagfo definitiva de Brucella suis
nos dois casos aqui referidos, foi possivel
apds as seguintes provas:

a) — verificagdo da atividade uredsica se-
gundo recomendagdo de PACHECO e MEL-
LO (1950), RENOUX e QUATREFAGES (1951)

dic (DEDTC) como prova de diferenciacéo
na opinido de RENOUX (1952).

Os resultados dessas provas, aliados &
ndo exigénecia de CO2 para o isolamento
inicial, permitiram-nos concluir se tratar de
Brucella suis.
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A tentativa de isolamento do refetido ger-
me mediante inoculagdo do material origi-
nal em cobaio, deixa de ser referido e co-
mentado, em virtude de morte acidental dos
animais,

Exame histopatolégico de um dos casos:
o testiculo direito apresentou-se macrosco-
picamente muito aumentado de volume e
pesando cérca de 10 kg. As tanicas va-
ginal prépria e vaginal comum, muito es-
pessadas, mostravam-se aderidas. Ao corte,
revelou formagdo de cisto cujas paredes me-
diam 1, 2 a 3 ¢m de espessura, com as-
pecto rugoso interno e contendo liquido tur-
vo amarelado,

Ao exame microscdp.co, presenca de ade-
réncias fibrinosas entre a vaginal prépria e
a vaginal comum, parcialmente organizadas
por fibroblastos e capilares neoformados, A
parede do cisto era formada principalmente
de tecido {ibroso com infiliragdes focais de cé-
lulas plasmolinfocitdrias, observando-se ain-
da macréfagos contendo hemosiderina, In-

g (|

B a3 2 i -

Figwra 5 — A esquerda, tesiiculo com
intenza hipertrofic, compared; com o
normal, & direita

ainda células gigantes e iécos de cd'cifi-
cagdo.
O testiculo esquerdo apresentou aspecto
no:mal gos exames macio e microscédpico,
As lesdes histopatolégicas do presente ca-

so muito se assemelham &s relatadas por

HTPOLITO e cols, (1958).

Figuras 6 e 7 — Colénias tipicas (menores) de brucelas, mescaladas com coldnias
contaminantes em placas com agar tripticase soja

ternamente, uma camada de células epite-
lidides de espessura varidvel, cuja porgdo
mais interna parcialmente necrosada, apre-
sentava fécos de infiltragdo plasmolinfoci-

tdrias. Nesta mesma camoda observou-se

SUMARIO

No presente trabalho sdo descritos dois
casos de orquite brucélica unilateral em re-
produtores suinos.
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O estudo microbiolégico do contelido tes-
ticulor permitiu em ombos os casos, isola-
mento e tipilicagdo de Brucella suis.

De um dos casos se faz o descri¢gdo histo-
patolégica.

SUMMARY

This paper presents the description of two
cases of unilateral brucellotic orchitis found
in boars

Brucella suis was cultivated, in both ca-
ses, Ilrom the purulent exsudate originated
in the testis.

The histopathological picture of one of the
cases is described,
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ESTUDOS SOBRE A ESPORULAGAO NO GENERO CLOSTRIDIUM

]. A. ROSEMBERG * ¢ F. P. DE FRANCA **

Recebido para publicagdo em 24 de junho de 1963

1 — INTRODUGAO.

Os fatores que ativam e inibem a espo-
rulagdo na familia Bacillaceae, ndo sdo ain-
da bem conhecidos. No caso de bactérias
anoerébicas do género Clostridium, Elnner
(1956) propde um meio de cultura para ClL
perfringes; (1950), para Cl. tetani;
Wynne (1948) estuda o problema com Cl
botulinum. Pesquisadores como Smith e col.
(1959), Portellada (1960) e Notkater e col.
(1960) tém investigado o aspecto bioquimico
da esporulagdo em face a determinados fa-
tores e Adams e col. (1955)
adicdo de culturas de leveduras, visando
ativé-la, Observamos que para as espécies
de aplicacdo industrial, poucos dados havia

Bisset

estudarom o

sébre a esporulagdo e ainda mais, que era
reaqlmente um problema té-los esporulados,
ofim de se manterem vivos e serem usados,
ativos, nas fermentagdes.

Reunimos 11 cépas, pertencentes do gé-
nero Clostridium, patogénicas e sapréfitas.
Testamos diferentes meios de cultura, fize-
mos variagdes qualitativas e quontitativas
de substéncias e experimentamos diferentes
condicdes de cultivo, visando sempre a es-
porulagdo.

* _ Engenheiro quimico, bolsista do Con-
selho de Pesquisas da Universidade do
Brasil.

** __ Farmacéutico quimico, bolsista do
Conselho Nacional de Pesquisas.

2 — MATERIAL E METODOS.

I — Cépas ensaiadas:

a) Clostridium butyricum ATCC - 6014
b) Clostridium butyricum ENQ - RI-S
¢) Cl. acetobutylicum ATCC - 824

d) CL acetobutylicum ATCC - 10132

e) Cl, beijerinckii ENQ - RI-2

f) Cl. saprogenes ENQ - RI-8

g) Cl. sporogenes 10C

h) CL
i) Cl,
j} ClL
h) Cl.

histolyticum IOC
novyi I0C
septicum I0C
sp. ENQ - RI-6.

II — Substéncias:

Todos os componentes dos meios de cul-
tura usados foram do Difco Laboratories ou
Baltimore Biological Laboratory. Os coran-
tes o sais minerais, dos fabricantes Merck
ou NBC. O tioglicolato de sédio, da East-
man Chemistry. Os meios de cultura desi-
dratados usados, foram do Baltimore Biolo-
gical Laboratory.

Il — Meios de cultura:

Meios A — Mdstos amildceos e sacarineos.

a) De mandioca — farinha — 6%, per
tona — 02%, pH=68.

b) De soja — idéntico ao anterior.

¢) De cenoura — infuso de cenoura —

\00ml, pewtona — 02% . pH=68.
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d) De melago — melago a 8°Bx. — 100ml,
peptona — 0,2%,, sulfato de améneo — 0,3%,
fosfato dipotdssico — 0,1%, pH — 6,8

e) De batata inglésa — infuso de batata
-— 100ml, peptona — 0,2%, pH =68

Esterilizagdo dos méstos a | at/20 min,

Meio B -— Meio
BBL

Meio C — Idem, adicionado de CaCl, a
“5% e 0.05%.

lelo D — Idem, adicionade de MnCl, -

fluido ao Tioglicolato

1.5% e 0,05%.

Meio E — Idem, adicionado de acetato da
sbédin a 0.5% e 0,05%.

Meio F — Idem, adicionado dos 3 sais, a
05 e 0.05%.

Meio G — Idem, com conceniracées de
glicose, de 1.0 - 1,5 e 2,0%.

Meio H — Idem, com concentracdes de

agar-agar, le 9,075 - 0,15 - 0,3 e 0,35%,.

Meio I — Meio fluido ao Ticglicolato, por
nés preparado, completo

Meio ] — Idem, com omisséo de Tripti
case

Meio K — Idem, com omissdo de l-cistinc.

Meio L — Idem, com omissdo de glicose,

Meio M — Idem, com omissdo de extrato
de lévedo,

Meio N — Idem, com omiss&o de tiogli-

colato de sédio.

Meio O — Idem, com omissdo de resa-

zuring,

Meio P — Idem, com omissdo de agar-
agar.

Meio Q — Idem, com omissGo de cloreto
de sédio.

IV — Condigdes de cultivo:

Indculos: Partimos sempte de culturas jo-
vens, em Meio Tioglicolato BBL, obtidas o
37°C. Usamos (,5ml para cada inoculacdo.

Condi¢des de cultivo:
Nos meios A — 37°C/96 horas.

No meio B — 37°C, em pH de 50 — 8,0
— 70 — 80 por 96 horas. 25°C, em pH
de 50 — 60 — 70 — 8,0 por 96 horas.

Nos demais meios (de C a Q) — idéntico
a A, {

V — Pesquisa dos esporos e contagem:

segundo o método de Wirtz,
por Bartholomew e Mittwer
(1957). O vdlor numérico em percentagem,

Coloragéo,
modificado

na contagem se refere & relagdo, em 20
campos, de esporos para células totais,

3 — RESULTADOS.
(Veja quadros)

4 — DISCUSSAO DOS RESULTADOS :

Observando-se o quadro I, relativamente &
esporulagdo nos 5 médstos, temos a idéia de
que os germes sapréfitas tendem mais a es-
porular néstes meios naturais do que os pa-
togénicos, Melago e batata inglésa sdo os
substratos mais indicados, embora néo haja
nenhum ideal, S6 uma cédpa patogénica, Cl.
seplicum esporulou, e sdmente no meio de
soja,

A influéncia de célcio, mongands e ace-
tato, quando adicionados ao meio Tioglico-
lato BBL nd&o monstram acentuada capaci-
dade ativadora da esporulagdo, em face ao
meio sem adigdes. Em alguns casos, até
inibe o processo, como se observa para Cl.
beijerinckit,

A influéncia de glicose é marcante, Quan-
do foi retirada do meio Tioglicolato, houve
inibigdo da esporulagéo para 6 dos 7 ger-
mes ndo patogénicos. Em alguns casos, o
aumento da concentrag&o de glicose, parece
trazer qumento de esporulagdo, como se ob-
serva para Cl. butyricum — ENQ — RIS,
Cl. acetobutylicum ATCC — 10132, Cl sa-
progenes ENQ — RI-3 ¢ CI, sp. ENQ — RI-6.

Ao lado da influéncia de glicose, j& men-
cionada, observa-se que de todos os com-
ponentes do meio Tioglicolato, cistina e agar-
agar tém fungdes dignas de registro. A pri-
meira, quando retirada, favoreceu o espo-
rulagdo para 6 cépas. Sabemos due dgru-
pamento tiol e sulfidrila tém agdo importan-
te nos processos de divisdo celular; & pro-
vével que a auséneia de tais grupamentos
(no caso, por eliminac¢do da l-cistina), pro-
voque o fendmeno da esporulacdo e néo o
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QUADRO 1
Esporulagéo em face a diferentes meios de culturas
BSPORULACKO 45
LN 8E chPAS § chPAS P
a b c d [2) f z h i k
Mandioca - hel 75 | X L 50 = o = i
g [Soia - sl |2 |22 2. o | £
jé Cenoura - 75 | = - 50 | 50 o - = -
= |Melaco =, 7515 |+ 5 | = - - = 50
Batata - 50 | 50 | - 50 | 50 | + | - X 50
Normal X |lsol* j- |sof7s]|- |- - |7
+ CaCl2 0,5% t s |- |- [* |75]- [% e
+ CaClp 0,05% 2 jx p- jx (2 f. ] * | 5o
+ MnClp 0,5% - |- f=-1-1% |- 1-1- - b
= |+ MnClp 0,05% = |- {50|- - |75]- |2 - | %
~ |tAcet. Na 0,5% T lsolmns]- 1% lms]|- |- | 2
9 |+Acet. Na 0,058 |- |- |75]|- |- |so]|- |- - | 5°
§ + 3 sais 0,5% - - - - = = - - - -
% [+ 3 sais 0,05% = {7 {s0ol- |75~ |- |- - |1
8 |+ glicose 1,0% - 150 |75]- |- 1]- |s0]- = x
S |+ glicose 1,5% - 75l - | X | |2 | = 75
2 + glicose 2,0% - 100 | 75 | - . 50l m x 75
+ agar-agar 0,15% | - 7% | 50 | - = 50 | - = . 75
+ agar-agar 0,304 | * |75 | 75 |2 |59 | 45 [ _ | _ - |75
+ agar-agar 0,35% | * 75 | 50 | 50 75 50 | - = = 75,
Normal * sl (sl |- |2 - | so
B sem Trinticase - ~ 50 | - + L - - - =
E sem l-cistina 50 1o | = X lioo |50 | * - - 1100
S o sem glicose - - - - - - 50 - - -
ﬁ"z sem extrato lsvedo| - 75 {50 | - |50 |100 | - ¥ - 50
Ec?' % sem tioglicolato * hoo | % - 7% | = * - = 50
-g “|_sem remazurina 2 lsol75]- [s50|- |- |- - |t
®  |sen agar-agar SR I S AP I IS P -
sam _NaCl + |15 1501 - sg | £ | - - - | *
S = saprélitas (+) = raros esporos

P = patogénicas

auséncia de esporos

NOTA — As letras designando as cépas, sfo as mesmas usadas no item 2.
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QUADRO II

Esporulagéio em face a diferentes condigdes

de cultivo, no meio Tioglicolato BBL, ex-
pressd em %,
cBras 1°c pH
5,0 6,0 7,0 H,0
a 25 - = a2 R
s M LI = = 50
b 25 15 - 100 -
+
37 = 100 15 =
+

. 25 | - 50 | -
-y - 50 | -
25 - - = =

d
57 | - - - b
. 25 Kk _S50_ i) -
37 |+ lwo | s0 | -
? 25 = 15 50 =

+

57 | - 75 | * | -
25 - - - -
¢ 37| - - |
h e e e
37 | - - - -
N 25 | - | - - |-
037 = = = o
25 = = = =

J
37 5 = = =
-+ " 26 - - 100 -
by - 51 =

da divisdo. Para as demais cépas, sua cu-
séncia foi indilerente, com excegdo de Cl
saprogenes, Agar-agar, quando
acarreta inibigdo total da esporulagdo.

ausente,

5 — CONCLUSOES :

I — Dentro das condigdes de nosso tiro-
balho, os germes patogénicos prdaticamente
ndo esporulam.

II — Relativamente cos saprétitas:

a) Néo é possivel generalizar a esporula-
Gdo, para um determinado meio. O fendme-
no é varidvel, de cépa o c¢épa, dentro dos
meios estudados.

b) Glicose e agar-agar tém importante
papel na esporulogdo, quando ausentes, ha&

inibigdo do processo.

c) l-cistina parece ser inibidor da espo-
rulagdo.

d) Usando o meio Tioglicolato, as melho-
res condigbes sdo: temperatura de 25°C, em
pH de 6,0 a 7,9, cultivo de 96 horas.

e) Os fatores estudados tém que ser con-
siderados isoladamente. Dois setores que le-
vam & esporulagdo, quando associados po-
dem inibi-la.

f) Sugerimos que seja estudado o proble-
ma da esporulagdo, relativamente dao meta-
bolismo de compostos de enxdfre, pois ima-
ginamos que haja intima relagdo entre os
dois

SUMMARY

Sporulation of saprophytic and pathogenic
species of the genus Clestridium has been
studied
conditions, pathogens practically do not form

in different culture media. In our
spores. The saprophytes display no uniform
behaviour, species having different
optimum conditions.

each
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AVALIAGAO DE UMA PROVA PARA A L-AMINO ACIDO OXIDASE NO
DIAGNOSTICO DE BACTERIAS INTESTINAIS

IVONE ROCCO SUASSUNA * ¢ ITALO SUASSUNA *

Recebido para publicacdo em 25 de junho de 1963

A formagdo do dcido tenil-piriivico em cul-
turas de Proteus « partir da fenil-alanina
foi demonstrada por Henriksen & Closs (1938)
e Closs & Henriksen (198)

Henriksen (1950) aponta o interésse dessa

Posteriormente,

caracteristica para a delinigdo do género
Proteus,

Interessado em estudar a decomposigdo de
4cidos aminados por bactérias intestinais,
Singer (1953), descreveu uma reagdo do clo-
reto férrico com produtos derivados do ata-
que a diversos amino &cidos, o que resul-
tava em coloragdes coracteristicas de acbr-
do com o d&cido aminado considerado, O
mesmo autor assinalou também o interésse
da prova para a classificagdo de entero-
bactérias (Singer & Bar-Chay, 1954). De-
monstrou em seguida que os compostos que
reagiam com o cloreto térrico correspondiam
aos dcidos cetdnicos dos amino &cidos con-
siderados (Singer & Volcani, 19855), e corre-
tamente associou ésse achado com as veri-
ficagdes anteriores de Stumpf & Green (1944)
que haviam relatado agdo semelhante de
Proteus sdbre treze diferentes amino dcidos,
o saber: nor-leucina, fenil-alanina, leucing,
triptofanio, metionina, tirosina, nor-valinga,
histidina, orginina, iso leucina e é&cido alia-
amino butirico, enunciados na ordem de-
crescente de suas velocidades de reagdo.

Quer como o emprégo da L-fenil-alanina
ou com o triptofdnic — adotado por Singer

% Instituto de Microbiologia da Univer-
sidade do Brasil - Rio de Janeiro - Gua-
nabara.

& Volcani (1955) — os estudos que se se-
guiram pusetain cin evidéncia a utilidade
dessa prova, ndo s6 para para o identifi-
cagéo de Proteus como também para o gru-
po «Providence», Esies latos sdo apreciados
em numerosos relatos que também introdu-
zem uma variedade de técnicas para a sud
execugdo (Buttlaux & cols., 1954; Butticux,
Moriomez & Papavassiliou, 1956; Clarke &
Shaw, 1954; Shaw & Clarke, 1955; Hamida
& Le Minor, 1956; Ewing, Davis & Reavis,
1957; Falkow, 1957, Stewart, 1959; Le Minor,
1959; Bachrach, 1960; Edwards, Fife & Ewing,
1961).

No presente trabalho apresentamos os re-
sultados obtidos com o emprégo de uma
dessas técnicas que nos pareceu particular-
mente conveniente & identificagdo de rotina
de bactérias intestinais, discutindo alguns
aspectos préticos do seu cmprégo. Resul-
tados parciais haviam sido onteriormente
apresentados (Suassuna, Suassuna & Diogo-
Machado, 1961).

MATERIAL E METODOS

A técnica que adotamos foi a preconizada
por Ewing & cols. 1957), a qual descreve-
mos aseguir

O meio de cultura bésico constitue-se de:

Extrato de levedo .. 30g¢g
DL-fenil-alonina . .. ; 20 g
Foslato mono-dcido de sédio 10 g
Cloreto de sédio ....... 50 g
Agar . . ..iviiriiiiiion. 1209

Agua destilad 1000 ml
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Distribuir em tubos, esterilizar a 120° C
durante 10 minutos e deixar solidificar em
posicdo acentuadamente inclinada

O inéculo foi feito com alca ou agulha
a partir dos meios comuns de triagem, Sem
ser propriamente macico, o inéculo, tanto
quanto possivel, foi abundante

Apés periodo de incubagdo adequado fa-
zia-se leitura pela adigdo de algumas gé-
tas de cloreto férrico em solugdo o 10 %
Observava-se o aparecimento em alguns se-
gundos de coloragéio verde progressivamen-
te penetrando a comada de agar seb o
crescim-nto

Cérca de 200 das amostras estudadas cor-
responderam a amostras tipo de «Providen-
ce» Proteus, Salmonella e Shigella, em re-
exame de seus caracleres bioquimicos du-
rante o periodo déste estudo. As demais
foram isoladas ou identificadas em o nosso
laboratério, o partir de material humano e
onimal de natureza variada, havendo pre-
dominio de amostras provenientes de fezes.

RESULTADOS E DISCUSSXO

Tédas as amostras provadas foram incuba-
das duronte 20 a 24 horas no meio teste.
Os resultados obtidos. de acérdo com «
identificagéio das amostras nos testes bio-
quimicos usuais, sGo condensados no Qua-
dro 1. Ressalta désses resultados que de
777 amostras de grupos bacterianos defini-
dos como L-amino dcido oxidase-negatives,
em nenhuma oportunidade foi encontrado
um resultado que se pudesse interpretar co-
mo positive. De modo inverso, enire 879
amostras de proteus e providence apenas
24 9% -corresponderam o resultados duvido-
sos ou negativos, Essa dltima porcentagem
& praticamente « mesma obtida por Ewing
& cols, 1957), sbbre 764 amostras dos mes-
mos grupos, Vale acrescentar, no entanto,
que as quatro espécies de Proteus estavam
em geral escassamente representadas nessa
ultima série, devido ao ntmero elevado de
amostras de providence,

Considerando ainda o0s resultados do
Quadro 1, p8de ser observado que 41 amos-
tras (5,2 %) correspondentes em sua maioria
a Escherichia, Salmoneila e Citrofacler, mos-
traram leve colorag@o esverdeada quando o

meio teste era adicionado do reagente, resul-
tados que de inicio interpretamos como du-
vidosos, Resultado semelhante ocorreu ape-
nas em 5 amostras de Proteus ou «Providen-
ce». Além désses casos, um pequeno nu-
«Providence» e Pro-
reagbes mais

mero de amostras de

teus morganii demonstrou

fracas que as usuais,

Reagdes duvidosas do tipo apontado j&
haviam sido referidas por Ewing & cols.
(1957), que alertaram sdbre « possibilidade
de a extenséo do tempo de incubag¢do poder
revelar resultados positivos em grupos defi-
nidos come negativos. De fato, na maioria
dos casos ésses autores adotaram um pe-
riodo de incubagdo de apenas 4 horas para
proteus e providence. Inversamenle, com o em-
prégo de condigdes experimentais diversas,
observou Uemura (1942) que o formacgdo do
&eido fenil-pirtivico por P. vulgares era rdpi-
damente seguida de descarboxilagdo para
Geido fenil-acético. Também com o emprégo
do triptofdnio como substrato, foi assinalada
ror Suassuna (1962) o rdpida decomposigdo
do dcido indolpirtivico com acumule de &ei-
do indol-acético entre outros produtos.

Diante dessas possibilidades de interferén-
cio com os resultados do teste, em uma ex-
periéncia em que se incluiu o maioria das
amostras selecionadas por seus resultados
fracos ou duvidosos, ao lade de outras de
comportamento normal, comparamos os pe-
riodos de incubagéo de 4 e de 20 - 24 horas.
O Quadro 2 expressa os resultados alcan-
gados,

Em relagdo « grupecs L-amino dcide oxi-
dase-negativos verifica-se que para ambos
os perfodos de incubag&o. com a repetico
das provas n&o foram confirmadas as rea-
¢des interpretadas como duvidosas nas con-
digbes de rotina. Quanto o P. mirabilis e
P. vulgaris observa-se que em relagdo aqos
grupos L-amino d&cido oxidase positivos sd@o
os dotados de maior atividade, vez que com
4 horas os resultados s&o essencialmente se-
melhantes «os obtidos com o periodo mais
prolongado de incubagdo. Situagdo inversa
ocorre em relagdo a «Providence» e &s duas
outras espécies de Proteus, particularmente
P. morganii, Bste Gltimo, como vimos ante-
riormente, apresentara um maior ntimero de
resultados positivos fracos nas condicdes de
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rotina, Parece claro, diante désses dados, que
um periodo curto de incubagdo, nas condi-
coes adotadas oferece desvantagens no que
diz respeito & especificidade da prova, Adi-
cionalmente, ésses resultados ndo parecem
sugerir que a degradag¢do do dcido cetdnico
pesquisado possa ser fator de grande in-
fluéncia nas condigdes de emprégo do teste,
porque em nenhum caso reagdes mais for-
tes foram surpreendidas com 4 horas de in-
bug¢do se comparadas com as obtidas em
20 -24 horas.

Ewing & cols. (1957) apontaram a vanta-
gem do meio sélido que usamos sdbre os
meios liquidos devido o um maior nGmerc
de resultados positivos em testes paralelos
e, & maior estabilidade da reagdo corada
com o cloreto férrico, muitc mais fugaz
quando realizada nos meios liquidos, Refe-
rem ésses autores que uma das vantagens
do emprégo da fenil-alanina sébre outros
possiveis substratos, como o triptofdnio, é o
baixo custo da primeira. A metionina tam-
bém pouco dispendiosa ofereceu resultados

QUADRO 1 — Comportamento de 1656 amostras de bactérias intestinais em relagdo
ao teste da fenil-alaning
N Negativo ou duvidoso Positive
GRUPO p 'd
rova
) N‘o % N." o/o
Salmonella . ....... 157 157 100,0 0 —
Salmonella typhi ... 15 15 100,0 0 —
Citrobacter . ....... 82 82 100,0 0 ==
Shigella . .......... 152 152 100,0 0 —
Escherichia , ....... 223 223 190,0 0 —
KAHA * ... .. 107 107 100,0 0 —
Pseudomonos . ..... \ 32 32 100,0 0 —-
Achromobacter . .. \ 9 9 160.0 0 o
Sub-total i \ 777 777 100,0 0 ==
Providence . .. ... . 185 13 7.0 172 93,0
Proteus vulgaris ... 37 0 — 37 109,0
Proteus mirabilis . .. 317 1 0,3 316 99,7
Proteus morganii ... 226 4 1.8 222 98,2
Proteus rettgeri ..... 114 3 2,6 111 97,4
Sub-total ... ... .. 879 21 24 858 97,6
* Klebsiella, Aerobacter, Hafnia ou Serratia.
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QUADRO 2 — Resultados do teste da fenil-alanina em dois diferentes
periodos de incubacgdo

N.° Tempo Acido fenil-piravico
GRUPOS mon ) -
Provado incubacao

(horas) — =+ + +4

4 10

Proteus vulgaris 10 20-24 10

4 1 6

Proteus mirabilis 7 20-24 1 6

4 12 1 9

Proteus morganii 25 20-24 1 2 1 21

4 5 1 5

Proteus rettgeri 11 20-24 3 8

4 1 2 1 9

Providence 13 20-24 1 1 11
4 18
Chigella 18 20-24 18
4 19
Escrerichia 19 20-24 19
‘ 4 25
SAC, * 25 20-24 25
4 14
K AHS, ** 14 20-24 14

— 'negativo, 4 duvidoso, | e |} Dpositivos

* Salmonella (14) Arizona (5)

Citrobacter (6)

#* IKlebsiella (3) Aerobacter cloacae (3) A. aerogenes (2)
A. liquefaciens (2) Hafnia (2) Serratia (2).

menos satisfatérios em sua experiéncia. Co-
mo j& apontamos, Stumpf & Green (1944)
verificaram que o fenil-alanina era o segun-
do dos amino dcidos sbbre os quais era
mais intensa o desonimagdo oxidativa em
dque se inspira a prova. Por outro lado, em
relagdo ao triptofénio, foi demonstrado (Suas-
suna, 1962) que em condigdes de elevada

concentracdo de indol, devida & agdo da
triptofanase, podem resultar reagdes coradas
com o cloreto férrico, introduzindo-se désse
modo um fctor potencial de perturbagdo no
que respeita & interpretagdo da prova.
Parece-nos assim que « técnica adotada
reune condigbes favordveis de economia, fa-
cilidade de execugdo e, sébretudo, de espe-
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cificidade . A sua maior utilidade parece cor-
responder & caracterizagdo do grupo «Provi-
dence» e sua diferenciagéo com P. morganii
e P. retigeri quando empregada em asso-
ciaglio com o teste da urease, ao qual ndo
deve substituir como sugerido por alguns de

seus introdutores
RESUMO

Sdo apresentados resultados obtidos em
rotina do diagnéstico de enterobactérias com
o emprégo do teste da fenil-alanina (Ewing
& cols., 1957), para a evidenciacdo da
L-amino dcido oxidase. Discute-se as con-
digbes de seu emprégo e as vantagens re-
lativas o outras técnicas descritas para o
mesmo propodsito.

SUMMARY

The results obtained in actual routine of
identification of enteric bacteria, by using
the phenylalanine test of Ewing & cols.
(1957), are presented. Technical aspects re-
lated to this and other similar tests are
discussed .
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Nosso trabalho procura demonstrar um ci-
clo vital do virus da doenga de Newcastle
em gélulas HelLa e fibroblasto de emibrido
de pinto, pela verificagdo do efeito citopa-
togénico.

O ciclo vital, ou seja, a adsorgdo do virus
sdbre a célula, e perlodo de laténcia ou
eclipse e o liberagéo das particulas de vi-
rus produzidas nas células, j& é bem co-
nhecido e estabelecido em bacteriblagos,
onde foi primeiro estudado, Apresenta DEL-
BRUCK (1942) detalhada exposigbo s8bre o
assunto. Sabe-se que cada particule de vi-
rus é composta de duas unidades — uma
ligada & adsorgéio do virus na célula viva
e contém os elementos da especifio(idade; a
outra é responsdvel pela multiplicagéec das
particulas de virus. Assim um virus em pre-
senga da célula viva, absorve-se ou prende-
se & mesma, num periodo de tempo maior
ou menor, conforme sua afinidade para com
a célula. Uma vez adsorvido, h& um periodo
durante o qual aparentemente desaparece e,
virtualmente, por isso, nenhum virus pode
ser detectado, por tempo varidvel, depen-
dente do virus estudado, da natureza da cé-
fatdres
Findo éste periodo, denominade periodo de

lula e de outros circunstanciais.

(*) Tese de doutoramento, abril de 1963,
E A VUP.

laténecia ou «eclipse», numerosas particulas
s@o libertadas pelas células.

Diversos autores estudaram um ciclo vital
do NDV, em diferentes tipos de -o&élulas e
através diferentes métodos. BANG (1953), por
exemplo, estudou, pela microscopia eletré-
nica, o NDV em fibroblasto de embrido de
pinto, verificando a formagdo de projegdes
na superficie das células infectadas que,
aparentemente, apds o destruigéo celular,
liberariam particulas recém-formadas.

MAESTRONE (1954)
mento do virus sébre cultura de membrana

titulo
nante, comprovandeo maior atividade desta

comparou o cresci-

cério-alantéide, com o hemagluti-

para a produgéo celular.

QUESADA e CONTINI (1954) compararam
paralelamente o crescimento do Myxovirus
multiforme em fibroblasto de embrido de
pinio e o titulo de hemaglutinagéo dos flui-
dos infectados na 9.2 hora, parecendo con-
tempordnea com o segundo ciclo do desen-
volvimento do virus dque, segundo os auto-
res, chegara entdo a seu grdu mdéximo de
maturidade ou proliferagdo,

Enqontraram LEVINE e SAGIX coincidén-
cia de titulo entre formagdo de placas em
camada monocelular de f{ibroblasto de em-
brido de pinto, método de DULBECCO (1952)
e a titulag@io em ovos embrionados, O cres-
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cimento do virus exibia um periodo latente
de 3 para 4 horas, seguido por perfodo de
liberag@o, com duragdo de 4 a 8 horas e
uma média de produgdo, por célula, de 18
a 37 particulas

SAGIK e LEVINE (1957) verilicaram que o
ataque do virus & célula é mdximo e cons-
tante entre pH 50 e 9.0, caindo para um
minimo a pH 4,0 e pH 10,0 a 10,5. Parece ha-
ver maior multiplicagdo do virus entre pH
68 e 7.7 em temperatura de 37°C. Salien-
tam os autores que a eluigcdo pode ocorrer
mesmo quando sdomente uma particula de
virug é relacionada (em eritrécitos), na tem-
peratura de 37°C.

RUBIN, FRANKLIN ¢ BALUDA (1957), estu-
dando quantitavamente os vdrios estdgios
da infecglio do NDV &s gélulas de embriGo
de pinto, cultivodas pelo método de DUL-
BECCO (1952) determinaram o velocidade
constante para a adsor¢éo. Encontraram que,
durante o periodo exponencial de multipli-
cag¢do viral, o virus liberado e aquéle asso-
ciado &s células se correspondiam guantita-
tivamente. Segundo os autores o tempo ne-
cessdrio para a eluigéo de uma particula de
“virus, apés sua formagdo e depois de ad-
quirir caracteristica infectiver, é aproximer-
damente de 80 minutos. Determinaram que o
aparecimento da primeira progénie do virus
ocorre 3 a 4 horas apds a infecgdo.

KOHN e GOLDWASSER (1957) wverifica-
ram que o periodo latente de uma amostra
de NDV, em fibroblasto de embrido de pin-
to, método de DULBECCO (1952), era de 9
horas, seguido de um periodo de liberagdo
oom duragdo de 3 a 4,30 horas. Calcularam
que a produg¢do média, por célula, era de

300 particulas,

BANG ¢ WARWICK (1957), em estudo com-
parativo de duas amostras de NDV sdbre
células de membrana alantéica, em cultura
primdria, verificaram que cérca de 80 9, do
virus se adsorvia &g células dentro de meia
horar, Para as duas amostras, uma virulenta
e outra avirulenta para embrides de pinto,
encontraram diferenga de poder destrutivo
para com as células, sendo maior para a
primeira amostra.

HORVATH (1958) encontraram um perfodo
de laténcia de 3 « 4 horas para o NDV, em

fragmentos de membrana cérioalantdide, se-
guido de dois ciclos de multiplicagde do vi-
rus separados por periodo constante

DEINHARDT e cols. (1958), em estudo mi-
nucioso sébre a relagdo existente entre o
célula hospedeira e o virus, encontroram
elementos que sugerem uma reprodugéo li-
near do virus com libera¢do do mesmo, si-
multaneamente & sua formagdo .

No presente trabalho procuramos determi-
nar um ciclo vital do NDV, considerando o
tempo de adsorgdo, laténcia e liberagéo,
verificados pela infectividade do fluido de
cultura &s células HelLa e libroblastos de
embrido de pinto. A nossa experimentagdo
baseou-se nos valdres médios de infectivi-
dade, expressos pela DITC50, sem preocupa-
¢Go do numero de particulas produzidas

MATERIAL E METODOS

1. AMOSTRA DO VIRUS: Utilizamos em
nossds experimentagbes amostra de virus de
doenga de Newcastle, da colecdo do Labo-
ratéric de Virus do Instituto de Microbio-
logia, det Universidade do Brasil. Esta amos-
tfra, quando testada, mostrou possuir titulo
infeccioso, em DITCS50, nc diluigdo de 10-5
para fibroblasto de embrido de pinto e
10—3 para células HeLa. Quando inoculada
em ovo embrionado matava o embrido em,
aproximadamente, 40 horas. O liquido alan-
téico acusava titulo hemaglutinante de
1:1.280. Para nossas experiéncias partimos
de um «pool» de culturas de células Helq,
e de fibroblasto de embrido de pinto, in-
fectadas pela amostra do virus..

2. CULTURA DE TECIDOS: a) Hela —
utilizamos células na cepa em uso no La-
boratério de Virus, que eram mantidas em
meio de GEY e GEY (1936), ligeiramente
modificado naquele laboratério :

Sol, mae A

Na Cl (J. T. Baker Chemical Co.) 700 g
K Cl (I. T. Baker Chemical Co.).. 37 g
NaHPO, — 12 H,O (J. T. Baker
Chemical Co.) ................. 3,0lg
KH,PO, (]. T. Baker Chemical Co.) 0,24g
Glicose (E. Merck) ............... 100 g
Vermelho de Fenol « 0,1% (Fisher
Scientific Co.) ................ 100
Agua deionizada q. s. p. ........ 1.000 ml
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Esta solugdo era conservada a 4'C e, no
momento do uso, diluida a 1:10, esterilizada
por autoclavagem a 110-115°C, durante 10
minutos.

Sol, B
Mg Cl, — 6 Hy0 (E. Merck) 0,42g
Mg SO, (J. T. Baker Chemical Co.) 0.14g
Ca Cl, (J. T. Baker Chemical Co.) 0,34g
Vermelho de Fenol a 0,1% (Fisher
Scientific Co.) ......... ... .. ... 1 ml
Agua deionizada q. s. . ...l 100 ml

Esterilizada por autoclavagem o 110 -

115°C, por 10 minutos.

Sol, C

NaHCO, (J. T. Baker Chemical Co.) 2,25g
Vermelho de Fenol a 0,1% (Fisher

Scientific Co.)

Agua deionizada q. s, P c.vi..

Apds saturagdo com CO, era distribuida
em tubos com capuz atarrachado e autocla-
vada o 110 - 115°C, por 10 minutos.

Sol. salina de GEY ¢ GEY, completa

Solugdo A ......... 909,
Solugdo B ......... 5%
Solugéo C ......... 5%

A solugdo salina completa era acrescida
de 10% de sbéro humano, 109, de hidrolisado
de lactoalbumina (a 5% em sol. de GEY
A+ B) e 10% de exirato de levedo (a 1%
em sol. GEY A 4+ B). Adicionavam-se anti-
bidticos — penicilina 1.000 U/ml, estrepto-
micina 1.000 U/ml, Mycostatin 50 U/ml. As
células, mantidas neste meio, eram tripsi-
nizadas, quando do uso, com solugdo de
tripsina  (Difco 1:250) a 0,5%. diluida em
solugdio salinag ABC para 0,1%. A suspensdo
de células assim obtida era centrifugada a
1.000 rpm, por 3 minutos, sendo o precipi-
tado na proporgdo de 1:100,
aproximadamente, em solugdo salina com-
pleta e inoculada em 50 ml de meio cons-
tituido de solugdo ABC 85%, lactoalbumina
10%, séro de coelho 5% e atnbidticos, meio
&ste designade como M2, O M2 contendo «
suspensdo de células era distribuido em
100 tubos 12 mm x 100 mm, de vidro neutro

ressuspenso

Pyrex, na quantidade de 0,5 m] por tubo.
Os tubos de ensaio contendo as células, de-
pois de perfeitamente fechados com rdlha de
borracha, eram incubados o 37°C, por apro-

ximadamente 24 horas. Apds éste periodo
04 ml, por tubo, de
solugdo constitulda por solugdo salina ABC
959%, sbro de coelho 5%

fim de translormar o M2 em meio de iné-

eram dcrescentados
e antibidticos, a

culo (M3), O M3, no qual o multiplicagao

de células é minima, constituiu o meio para
nossdas experiéncias.

b) Fibroblasto de embriGo de pintoe —
Ovos embrionados, com ¢ dias (PAUL, 1957),
eram convenientemente desinfectados na re-
gido da clmara de ar e abertos com te-
soura, O embrido era colocado em placa
de Petri contendo solugéo  salina balancea-
da GEY (ABC), onde sofria lavagem e ex-
tirpgdo dos olhos. Apds uma segunda la-
vagem ncas mesmas condigdes, o embrido
era colocado em vidro de relégio contido
em placa de Petri e, com auxilioc de te-
sourd, reduzido a linos fragmentos, Adicio-
navam-se 10 ml de solugdo ABC, para sus-
fragmentos que entdo,

pender os eram,

transferidos para tubo de ensaio onde se
sedimentavam, sendo o sobrenadante abon-
donado. Os fragmentos eram lavados por 3
vézes com solugdo ABC. Retirado o sobre-
nadante da Gltima lavagem, adicionava-se
tripsina (4 partes de tripsina a 0,5% em 1
parte de solugdo C de GEY), na quanti-
dade de 7 ml por embrido, e agitava-se
durante 5 minutos por pipetagens sucessi-
vas, com pipeta provida de borracha para
cota-gotas, conservando o tubo com os frag-
mentos em banho maria o 37°C, para me-
lhor agdo da tripsina. Obtinha-se assim o
embrido microfragmentado., O homogenei-
zado de células era fliltrado em gaze, rece-
bido em tubo de centrifuga, e centrifugado
a 1.000 rpm por 3 minutos. Abandonava-se
o sobrenodante e ressuspendiam-se as cé-
lulas em solugdo ABC, para retirar o ex-
cesso de ftripsina, centrifugando-se nova-
mente nas mesmads condigdes. O precipitado
erq ressuspenso no seguinte meio, ajustan-
do-se o pH em térno de 7.6:

Sol. de GEY ABC .... 30%,
HLA , . ... ... ..., 5%
Séro bovino ..... ... 55/5
Penicilina . s 10.000 U/ml
Estreptomicina . ,..... 10.000 U/ml

Mycostatin 90 U/ml
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Utilizamos dois embrides para 100 ml do
meio acima. Distribuimos, sob agitagdo, 0,9
m] por tubo de 12 mm x 100 mm, num
total de 100 tubos de vidro neutro Pyrex,
techando-os com rdlha de borracha e in-
cubando-os « 37°C, por 24 horas.

A vidraria utilizada nas culturas citadas
passava pelo seguinte processo de limpeza
e esterilizagdo:

l. — Fervura em dgua de sabdo, por 60
minutos;
— Lavagem em dgua corrente;
— Fervura em dgua deionizadg;
Lavagem em dgua deionizade;

— Secagem em estulo;

@ oo W
|

— Esterilizagdo o 160°C, por 120 mi-
nutos,

3. INOCULACAO DO VIRUS NAS CUL-
RAS: a) Cultura de HeLa — Utilizamos cul-
turas de 24 horas aproximadamente, em tu-
bo de ensaio, inoculadas com DITC50 de
virus, calculada pelo método de REED e
MUENCH (1960). Em tantos tubos quantos
fossem necessdrios era inoculada diluigdo
do virus que, no tubo indculo, desse dilui-
¢Go de DITCS0. A partir déstes tubos, mar-
cados «indculo», era retirado o fluido (flui-
do inicial designado doravante por F 1),
apds 5, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos, sen-
do cada inéculo substituide por nove fluido,
que designaremos por F 2, O fluido inicial,
F 1, era titulado por diluigdes sucessivas,
para cada tempo, em tubos de cultura de
HeLa, incubadas a 37°C. Visava éste pro-
cedimento medir, pela verificagdo posterior
do efeito citopatogénico, a quantidade de
virus existentes no F 1 e, portanto, ainda
ndo adsorvida ou, se fdsse o caso, o ad-
sorgdo total.

Do fluido (F 2) que substituiu o fluido
inicial, retirdvamos cada hora, contada a
de 0,1 ml, que eram diluidos sucessivamen-
te em tubos contendo cultura de células
partir do momento da inoculagdo, indculos
Hela. Pretendiamos, assim, verificar a que
tempo, aproximado, se daria o liberagdo do
virus, sempre pela posterior verificagdo do
efeito citopatogénico.

Por ocasido da substituigdo do F 1 pelo
F 2, o lengol de c¢élulas e as paredes in-

ternas do tubo eram lavados com M3, «
37°C. Visava esta lavagem a retirada de
particulas adsorvidas.

Em cada diluigdo e passagem de fluido
era feila homogeneizagdo por pipetagens
sucessivas, usando-se uma nova pipeta para
cada diluigdo. Nos intervalos das semeadu-
ras a cultura era conservada em estufa a
37.C.

b) Fibloblasto de embriao de pinto — Pa-
ra verificag@o do periodo de adsor¢do, eclip-
se e liberagdo do virus da doenga de New-
castle em fibroblastos de embrido de pinto,
usamos o mesma técnica descrita para cé-
lulas Hela, modilicada apenas quanto ao
meio de cultura

RESULTADOS

Os resultados obtidos vém representados
nos grdlicos que seguem, onde sdo compa-

©o— fibroblasto de embrido de pinto
A----HeLa

pilicdo do virus

L ‘ FIY
* N R R
Tampo em mint%es g1

“
E -3
30
3 X i
LN ¥,
S !
3 ]
St e
L.... i
P gyt 7 N 5 7 - .*"—w——-‘f",
w30 amocad 8 W e g0 W "
Tempo ¢m mrimilos fg i

Diluizdo do virus

A R W B VO |

T R
Tzmpo am feran riay



piuicZeda virs

do Virus

piluicdo

cdo do Virys

Dilur,

Diiuicdo do Virus

1072

1074

Tempo am horas

1 i 3

P4

¥

f L]
Tenpo em horas

tuicgo go Virus

Aspectos do efeito citopatogénico do NDV
em fibroblastos de embrido de pinto.
(oc. 10 x obj. 45)

rados os eleitos produzidos em fibroblasto de
embrido de pinto e em células Hela.

A figura 1 mostra os resultados, expressos
em valéres médios, pela DITC50, da adsor-
¢Go do virus, medidos no fluido inicial.

Na figura 2 temos o intensidade da libe-
ragéo do virus, expressa em DITC50. Re-
sulta da titulagdo do F 2, em func¢do dos
diversos tempos em que o F 1 ficou em
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Aspeclos do efeito citopatogénico do NDV
em {ibroblasto de embrido de pinto.
(oc. 10 x obj. 45)

Aspectos do efeito citopatogénico do NDV
em células HelLa.
(Aspecto Panor&mico)

sendo os valdres

contato com as células,
dados pela média aritmética dag DITCS0, dos
diversos tempos.

As figuras 3,4, 5 6, 7, 8 ¢ 9, comparam
e demonstram o DITCS50 por valéres encon-

(oc. 10 x obj. 45)
Aspectos do efeito citopatogénico do NDV
em células Hela,

Aspectos do efeilo citopatogénico do NDV
em células HelLe,
(Aspecto Panor&mico)

trados no F 2, para ambas as culturas, apés
5, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos, respecti-
vamente, de contato do F 1 com as células.
Referem-se & titulagdo no F 2 até 9 horas.

COMENTARIOS

O eleito citopatogénico nos permitiu veri-
ficar a existéncia ou ndo do virus nos flui-
dos analisados e o titulo alcangado pelas
diluigées sucessivas do mesmo. Traduziu-se,
principalmente, por descontinuidade do len-
col celular ocasionada por desprendimento
das células que, de inicio, tornavam-se ar-
redondadas e de bordos erigados. Observa-
mos que a soluglio na continuidade da ca-
mada celular era progressiva e com rdpido
desprendimento de t6da a camada, Verifi-
cou-se freqgilente formagdo de sincicios, no-
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tando-se que as células infectadas apresen-
tavam maior relringéncia.

Estes efeitos mostravam-se com maior in-
tensidade em menor tempo para os libro-
blastos do que para as células Hela.

Em preparagdes coradas, feitas a partir de
laminulas colocadas nos tubos de cultura, e
sébre as quais cresciam as células poste-
riormente infectadas, podia-se notar, em
complementagdo, citoplasma vacuolar, mui-
tas vézes com granulagdes eosindfilas e em
progressiva desintegragdo, nucleos picnéti-
cos e ocorréncia freqliente de células gi-
gantes.

O exame repetido do fluido inicial, no
qual inoculamos dose conhecida de virus,
e no qual foi o mesmo pesquisado apds os
diversos periodos de contato do fluido viru-
lento com a cultura de células, fornece da-
dos para a verificagdo da adsorgdo do vi-
rus. Para células Hela a adsorgdo deu-se
somente apds 15 a 30 minutés de contato,
conforme o experiéncia. Tal discordéncia
pode ser explicada pela maior ou menor
afinidade das particulas de virus pelas cé-
lulas, pelo bloqueio de sua agdo por ma-
terial estranho o elas aderido, segundo
SCHLESINGER, citado por DELBRUCK (1942).
Outra explicagdo aceitdvel para esta discre-
péncia pode ser a variogdo, embora minima,
de particulas na porgde (0,1 ml) de fluido
inoculado, Estas mesmas rozdes podem ex-
plicar a adsorgdo total em alguns casos
(experimentos 3 e 6 cos 90 minutos e 2, 3
e 5 gos 120 minutos, e parciais em outros,
para os mesmos tempos. Igudalmente, al-
guns valéres podem ser devidos a alguma
particula de virus ndo removida da parede
do tubo ou de sbbre o lengol de células,
pela lavagem efetuada por ocasidio da troca
de fluidos. Podem também, como observa-
ram DEINHARDT e cols. (1958) serem pro-
venientes de uma multiplicagdo linear do
virus, com liberagdic de poucas particulas
face a uma adsor¢éo minima.

Para d’adsorg&o do virus em fibroblastos
de embrido de pinto, hd maior concorddm-
cia para os mesmos que para células HeLa.
A intensidade de adsorgdo parece ser maior
até 60 minutos, Também cos 5 minutos j&
hd adsorgéo eficiente, como evidencia a li-
beragdo para éste periodo de adsorgao.

A liberagdo do virus, pesquisada no I 2,
parece iniciar-se apds 2 a 3 horas, contadas
da inoculagdo, para libroblasto de embrido
de pinto, alcangando um mdéximo entre o e
8 horas. Para HeLa a liberagdo parace ser
mais demorada, iniciondo-se sdmente apds
4 o 5 horas da inoculagéo e alcangando
seu maior gréu entre 7 e 9 horas.

Em fungdo do tempo que o F 1 licou em
contato com as células e durante o qual
deu-se a adsorgdo, parece ndo haver dife-
renca bastante signilicativa para o libera-
¢lo do virus em fibroblasto de embrido de
pinto, entre 15 e 60 minutos, havendo ligei-
ro aumento para os 90 minutos e 120 minu-
tos, como se observa na figura 2, Nesia
mesma figura e para o mesmo objetivo em
cultura de células HeLa, a intensidade de
liberagdo do virus parece ser maior acs 60
minutos

Quanto o periodo de laténcia, para o vi-
rus estudado, a andlise dos diversos qua-
dros, que expdem os resultados encontrados,
permitem-nos deduzir que é de 2 a 3 ho-
ras para fibroblastos, e de 4 a S horas para
células Hela

CONCLUSOES

Os nossos estudos sdbre o periodo de ad-
sorcéo, laténcia e liberagdo da amostra de
NDV, frente & células Hela e fibroblastos
de embrido de pinto, permitem concluir que:

1. Hela.

a. — A adsor¢cdo mais intensa se proces-
sa somente apds 30 minutos de contato do
fluido virulento com a camada celular;

b. — O periodo de laténcia tem duragdo
de 4 para 5 horas;

c. — A liberagdo se inicia apés a o ho-
ras, parecendo a'cangar um mdximo entre 7
e 9 horas

2. Fibroblasto de embrido de pinto

a. — Apés 5 minutos de contato do fluido
virulento com o lengol celular j& existe ad-
sorgdo;

b. — O periodo de laténcia parece ser de
2 a 3 horas;

¢ — A liberagdo das particulas virais ini-
cia-se apés 2 a 3 horas, alcangando um
mdzxido entre 5 e 8 horas.
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3. Em relagdo ao conjunto podemos con-
cluir ainda, com o método empregado, que
parece haver maior afinidade da amostra
estudada para fibroblastos de embrido de
pinto do que para células Hela.

RESUMO

Pesquisou-se a adsorgdio, laténcia e libe-
ragdo de uma amostra do virus da doenga
de Newcastle em cultura de tecido de fibro-
blasto de embriGo de pinto e em células
HeLa. Buscou-se evidéncias, que permitis-
sem concluir o proposto, na verificagéo do
efeito citopatogénico do virus, frente d&s cé-
lulas citadas. Para tanto foi o virus inocula-
do na cultura de tecido e apés 5, 15, 30,
45, 60, 90 e 120 minutos, trocou-se o fluido
destas culturas, pesquisando-se no fluido ori-
ginal a presenga de virus por inoculagdes,
em diluigdes sucessivas, em novas culturas,
sendo apés verificado, pelo efeito citopato-
génico, o titulo alcangado. No fluido que
substituiu o fluido original pesquisou-se, pelo
mesmo método, a presenga do virus depois
de 1, 2, 8, 4,5 6, 7, 8 ¢ 9 horas.

Os resultados, baseados em DITC50, per-
mitiram concluir que a absorgéio era efetiva
aos 30 minutos, aproximadamente, para He-
La, e que aos 5 minutos j& se processava,
com bastante evidéncia, em fibloblasto de
embrido de pinto, Para o periodo de latén-
cia encontrou-se uma duragdo de 2 o 3 ho-
ras para fibroblasto e 4 a 5 horas para
HeLa, depois do que iniciava-se a liberagdo,
com um mdxima entre 5 e 8 horas para as
primeiras células ¢ 7 a 9 para as segundas.

SUMMARY

The adsorption, the period of latency and
the liberation of particles of a sample of
the virus of Newcastle disease, in tissue cul-
ture of chicken embryo fibroblasts, and in
Hela cells, was studiend. The main aim of
this work was to look for evidences of cyto-
pathogenic effect of the virus on the men-
tioned cells. The virus was inoculated in
tissue culture and the fluid of these cultures
was changed in different times from 5 to
120 minutes. The presence of the virus was
tested in the original fluid after inoculation,
as well as in new cultures obtained after

successive dilutions. The titrations were car-
ried out in the baosis of the cytopathogenic
effect.

From the DITC5) determinations, it was
possible to conclude that the adsorption was
effe¢tive at 30 minutes for the Hela cells
and 5 minutes for fibroblasts. The duration
of the period of latency was of 2 to 3 hours
for fibroblasts and of 4 to 5 hours for the
HeLa cells. The maximum liberation was bet-
ween 5 to 8 hours for fibroblasts and bet-
ween 7 to 9 hours for Hela cells.
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REVISTAS CIENTIFICAS

Em artigo recente, Gutierrez-Vasquez (1),
redator da Revista Latinoamericana de Mi-
crobiologia, faz judicioso comentdrio a res-
peito de publicagdes cientificas de biologia
nos paises latinoamericanos. H& muito pen-
samos no assunto, concluindo do mesmo

modo que éle.

Enumera Vasquez defeitos e deficiéncias
daquelas publicagdes e suas causas, desde
deficiéncias de planejamento até o forma de
sua apresentagao. Essas falhas poderdo e
deverdo ser corrigidas, pensamos nds, com ©
progresso técnico e cultural dos biologistas
dos paises latinoamericanos, Tudo indica que
uma transformagdo neste sentido estd se
operando, a cultura désses povos vai atin-
gindo um desenvolvimento satisfatério e per-
mitird a expans@o de sua capacidade e in-
teligéncia.

Todavia, j& se tem feito, e se fazem, ex-
celentes trabalhos de biologia nesses pai-
ses, os quais deixam de ser conhecidos pela
distribuigdo pequena e pela exiguidade do
numero de cépias. Resulta que tais traba-
lhos ficam com cardter puramente local, De
outro lado, as publicagdes n&o obedecem a
um critério padronizado ou standard, o que
lhes tira em parte o valor.

De outro lado as instituigdes oficiais, que
sdo as que reunem os melhores investiga-
dores e as condigbes mais favordveis para
pesquisar, retém erréneamente os trabalhos
ali realizados para serem publicados em
revistas préprias, cuja diregéo e divulgagdo
s@o deficientes e muitas vézes dirigidas por

(1) Gutierrez Vasquez — Rev. Latinoame-
ricana de Microbiologia, 4: 1, 1961.

funciondrios pouco qualilicados para essa
fungdo.

Em vez de inGmeros jornais e revistas de
medicina e biologia, lutando todas com ca-
réncia de recursos e trabalhos para mante-
rem regularidade de publicagéo e nivel ele-
vado do padrdoe cientifico, deverica-se redu-
zir o seu numero & decimg parte ou menos,
conforme as possibilidades de cada pals,
para poder elevar o padrdo publicitdrio e
cientifico com beneficio de todos e do pré-
prio pais. Aqueles deleitos fazem os bons
investigadores menospresar a literatura na-
cional por suas deficiéncias e se voltarem
pata a literatura dos paises organizados on-
de seus conhecimentos ficom assim a ela
subordinados, sem poderem colaborar no
progresso geral com as luzes dos seus pro-
prios trabalhos, apagados e retidos no es-
treito mérito do respetivos paises.

Nos paisez latinoamericanos em fase de
desenvolvimento cultural, ndeo se compren-
de uma pletora de revistas cienlificas cheias
de fa’has e com trabalhos deficientes, feitos
muitos para satistozer a vaidade dos dire-
tores daqueles estabelecimentos. Melhor se-
rd ter pouco e bom. Ademais, essas revistas
prejudicam os bons trabalhos diluidos e in-
clusos entre outros deficientes, na heteroge-
neidade daquelas publicagoes.

Fazemos nossas as explicagdes de Vas-
quez, que ndo hd& propdsitos demolidéres
mas apenas critica construtiva no sentido
de melhorar o padréo das publicagdes, se-
lecionando trabalhos que obedegam o um
minimo de perfeigio que tragam realmente
progresso aos conhecimentos cientificos &
tenham suficiente difusdo.
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ATIVIDADES DAS SOCIEDADES
FEDERADAS
— SAO PAULO —

Reunido de Junho de 1962:

Resultode de Laboratério sébre o voci-
nagdo contra a poliomiclite (tipo Sabin),
realizada em Sd&o Paulo. Dados corolé-
gicos

Reunido de Outubro de 1962:

1) Trobulsi, L. R, & Ewing, W, H — Uso
do meio de acetato de sédio na deter-

minagdo entre Shigella e Escherichica.

2) Coli Brito, T. Tava Neto, E. — Blastomi-
cose disseminada da cobaia.

3) Martins de Castro, R. & Avelar Alchor-
me — Micresporum cookei; seu isola-
mento de roedores silvestres brasileiros.

Reunido de Dezembro de 1962:

1) Santa-Rosa, C. A. & Pestana de Castro,
A. F. — Leptoespirose.
tres como reservatérioc em Sdo Paulo,

Animais silves-

2) Camargo, A. — Consideragdes sbbre a
sorologia da Toxoplasmose.

3) Taunay, A. E., Bastos, C. O. & Martins,
H. — Epidemia de meningite por Sal-
monella grumpensis.

CONCURSO DE DOCENCIA

Para concorrer ao titulos de Docente-Livre
de Higiene e Legislagdo Farmacéutica da
Faculdade de Farmdcia e Odontologia da
Universidade do Ceard, nossa conssécia
Farmacéutica MARIA ZELIA ROUQUAYROL
apresentou a seguinte tese: Diarréias Infantis
em Fortaleza, Contribui¢dto o seu estudo
com especial referéncia &s shigeloses»,

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL DE
SAO PAULO

Esta moderna InstituigGo foi ideada e or-
ganisada em 1958 pelo Prof. Carlos da Silva
Lacaz, Catedrdtico de Microbiologia e Imu-
nologia da Faculdade de Medicina da Uni-
versidade de Sdo Paulo, com o colaboragao
dos Profs, Antonio Dacip Franco do Amaral
e JoGdo Alves Meira, das Cdatedras de Para-
sitologia e de Doengas Tropicais,

Reuniu o Instituto o antigo Pavilhdo de
Virus e Rickettsias e as cdtedras de Micro-
biologia e Immunologia, Clinica de Doengas
Tropicais e Infectuosas da mesma Facul-

dade.

Além das finalidades do ensino dessas cd-
tedras, o Instituto destina-se a estudo de
doengas chamadas tropicais, portanto inte-
ressantes para o nosso pais.

Instalado num moderno edificioc de 2 pavi-
mentos, [unciona anexo & Fac, de Medicina,
porém como entidade prépria e tem o se-
guinte organogramda :

I — Conselho Administrativo, composto do
Diretor ou Vice-Diretor da Faculdade de Me-
dicina e dos Profs. das Cdtedras de Micro-
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biologia e Imunologia e Parasitolegio e de
Doengas Tropicais e Infectuosas

II — Orgdo Executivo:

A — «) Diretor; b) Departamento de Mi-
crobiologia; ¢) Clinica de Doencas Tropicais
e Infectuosas

B — 1) Diviséo de ensino de Pos-gradua-
¢ao; 2) Divisdo de Zoologia Médica, clima-
tologia e Geografia médica

Elementos de cooperagao: Departamento de
Analaomia Patoldgica; Servigo de Hemato-
logia; Departamento de Histopatologia; De-
;artamento de Fisiologia; Departamento de
Enzino'ogio; Departamento de Farmacologic;
Clinica Dermatolégica; Secgdo de Bioestalis-
tica; Servigo de Nutri¢Go

O Instituto mantém ligagées com o Insti-
tuto Oswaldo Cruz, Dep. de Endemias Ru-
rais, Facu'dade de Higiene e Sadde Publica
de S&o Paulo, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Faculdade de Medicina Ve-
terindria, Instituto Adolfo Lutz, Instituto Bio-
légico e mais alguns servigos publicos do
Estado.

Além dos cursos pertinentes &s cadeiras
constantes dos componentes do Instituto, nele
se prelecionam cursos de aperfeigoamento
(pos-graduagdo) para médicos tropictalistas.

Organizou um Museu de Medicina Tropi-
cal e promoveu campanhas de Educagdo Sa-
nitdric, constantes do seu programa de ati-
vidades.

Edita uma bem elaborada Revista de Me-
dicina Tropical, regularmente publicada, um
Boletim informativo das suas atividades e

possue uma biblioteca especializada.

Constitue o corpo docente do Instituto al-
gumas dezenas de médicos integrantes das
Cdtedras que o compdem e de outras Ins-
tituigdes e Servigos do Estado

Funciona como coordenador dos Cursos o
Dr. Raymundo Marting de Castro, a quem
se poderdo dirigir os interessados para obter
informagdes, inclusive bolsas de estudo.

Enderégo do Instituio : Avenida Dr. Arnaldo.
Caixa Postal 2921, — Sdo Paule — Brasil.

XV REUNIEO ANUAL DA SOCIEDADE BRA-
SILEIRA PARA O PROGRESSO DA CIENCIA

Por ocasiGo da XV Reunifo da Sociedade
Brasileira pora o Progresso da Ciéncia, rea-
lizou-se em Campinas (Sdo Paulo), no dia
10 de julho de 1963, um encontro informal
de sécios da Sociedade Brasileira de Micro-

biologia, no qual participaram:

Rahme Nelly Neder — Piracicaba, Sd&o
Paulo

Sérgio Olave Pinto da Costa — Curitiba,
Paran&

JoGo Lucio de Azevedo -— Piracicaba,

Séo Paulo

Waldenor Barbosa da Cruz — Rio de

Janeiro, Gb

Migue! Fiéres da Cunha — Rio de Ja-
neiro, Gb,

Irene Picard Fléres da Cunha — Rio de
Janeiro, Gb

Adenir Perini — S&o Paulo, S.P.

Celso Bianco — Sé&o Paulo, S.P.

Rudolf L. Hausmann — Ric de Janeiro,
Gb.

Foram abordados vdérios tépicos referentes
& nossa Sociedade, principalmente em rela-
¢do & «Revista Brasileira de Microbiologian.
Foi constatada, de inicio, a necessidade de
maior colaboragdo, por parte dos sécios, no
sentido do envio de trabalhos originais ou
de revisdes atualizadas, afim de que o re-
vista possa, de agora em diante, ter a sua
publica¢do regularizada, inicialmente em
dois nlimeros por ano. Desde que exista a
garantia da publicagdo regular, ndo have-
rGo de faltar, de certo, contribuicdes cadc
vez mais freqientes Reiteramos aqui, pois,
o apélo cos sécios e demais interessados,
para due remetam os seus manuscritog &
reda¢do da Revista, J& estd em preparacdo
o nlimero seguinte e aceitamos também con-
tribui¢ées para o primeiro ntmero do Vol. 4,

a ser publicado no inicioc de 1964.



TRABALHOS DE MICROBIOLOGIA PUBLICADOS EM 1962

Solicitnmos nos sécios gue publicam tra-
balhos em outras revistas, que Nnos remetam
as respectivas referéncias, para publicacio.

FPEREIRA, O. A, MOREIRA, L. P. & RO-
JAS, I&. — IZncefalomielite eqiliina em
Conchas, Sido Paulo, Brasil: Incidéncia
de anticorpos inibidores da hemaglutina-
cAo no homem e em equideos, Rev. Inst.
Med. Trop., Sado Paulo, 4: 149-151, 1962.

FERRI, R. G. & OLIVEIRA, 1. D. — Rea-
cfio de precipitagio entre extrato eritro-
citdrio e proteinas séricas, em dupla di-
fusfio e imuno-eletroforese em gel de
dgar. Rev. Hosp. Clin.,, 17: 27-34, 1962,

EWING, W. H. & TRABULSI, L. R. —
Further studies with cultures of Shigelln
classified according to the method used
in the USSR. International Bulletin of
Bacteriological Nomenclature and Taxo-
nomy, 12: 1-8, 1962.

CASTRO, R. M. & ALCHORNE, M. M. A, —
Microsporum cookei; seu isolamento de
roedores silvestres brasileiros. Rev. Inst.
Med. trop., S&o Paulo, 4: 35-37, 1962,

MONTEIRO, E. I. — Experimental beha-
viour of the etiologle agents of South
American Blastomycosis and Xeloid
Blastomycosis in the chick embryo. Sa-
bourandia, 2: 12-13, 1962.

CASTRO, R. M. & BELLIBONI, N. — Uber
Sporotrichintest bei Patienten mit ge-
heilter Sporotrichose. Mykosen, 3: 24-26,
1962.

MONTEIRO, E. V. L. — Blastomicose sul-
americana experimental em ovos enm-
brianados. Bol. Acad. Nac. Med.,, 13: 57~
62, 1962,

BRITO,, T., MEIRA, J. A. & BASSOI, O. N.
— Contribuicdio ao estudo da malaria.
II — Tatologia do ftigado na malaria
aguda. Rev. Inst. Med. trop., Sdo Paulo,
4: 105-111, 1962.

RRITO, T., CASTRO, R. M. & SAMPAIO, S.
A, P. — Histopathology of the Sporo-
trichinskin test. Dermatologia, 125:; 121-
131, 1962,

BRITO, T., & ENGE, L. G. H. B. — Pneu-
monia intersticial plasmocelular pelo
Puneumoceystis carinil, Estudo anitomo-
clinico de trés casos. Rev. Inst. Med,
trop., Sdo Paulo, 4: 261-268, 1962.

1.ACAZ, C. 8., FERRI R. G, FAVA NET-
TO, C. e BELFORT A. E. -—— Aspectos
imunoquimicos mna Dblastomicose sul -
americana e blastomicose queloideana
(Doenca de Jorge Ldbo). 'Med. Cir.
Farm., 208: 63-74, 1962.

LACAZ, C. S. — Simpdsio sdbre Tétano. Rev.
paulista med., ¢0: 111-124, 1962,

I.ACAZ, C. 8. — Emilio Ribas e sua partici-
pagio na profilaxia da febre amarela e
da febre tiféide. Ara. Hig. e Safide
Pub., 27: 67-68, 1962.

SERRANO, J. A. — Isolamento de Clostrl-
dium tetani do c6to umbilical e de ma-
terial onfalectomizado procedente de re-
cém-nascidos com tétano. Rev. Med., 44¢:
71-80, 1962.

PEREIRA, A. M., GONCALVES, A. P, LA-
CAZ, C. 8, FAVA NETTO, C. & CAS-
TRO, R. M. — Imunologia da esporotri-
cose. I. A prova da esporotriquina apés

a cura da esporotricose. Rev. Inst. Med.
trop. Sdo Paulo, 4: 383-385, 1562.

PEREIRA. A, M., GONCALVES, A. P, LA-
CAZ, C. 8, FAVA NETTO, C. & CAS-
TRO, R. M. — Imunologia da esporotri-
cose. II. A prova da esporotriquina em
criangas sem esporotricose. Rev. Inst.
Med. trop. SAo Paulo, 4: 386-388, 1962.

IBSTEVES, M. B.,, PEREIRA, O. A, NILSSON,
M. R. & TRAPP, E. E. — A reaciio de
imuno-aderéncia em arborvirus do grupo
A isolados no Brasil. I. Comparacio com
as reacdes de fixacgiio do complemento
e inibigAo da hemaglutinacgio. Rev. Inst.
Med. trop. Sfio Paulo, 4: 351-357, 1962.

TRABULSI, L. R. & EDWARDS, P. R. —
The differentiation of Salmonellan galli-
narum by biochemical methods. Cornell
Veterinarian, 52: 563-569, 1962,



REVISTA BRASILEIRA DE MICROBIOLOGIA 61

LACAZ, C. 8. — Adolfo Lutz (1855-1940). Rev.
Brasil. Malariol e Doengas Trop., 14:
167-168, 1962.

WANTUIL CORREA DA CUNHA — Porta-
dores de Estafllococos Coagulase Posi-
tivos em Hosgpitals do Rlo de Janeiro
— GB.

(Estudos da Incidéncia entre pessoas em
servico e doentes hospitalizados).

Tese aprovada de concurso — Rio de
Janeiro, 1963.

A. ASCHWAB, D. O. VOSS & M. BACILA —
Estudo da cadela respirat6ria de bacté-
rias A temperatura do nitrogénio ligui-
do. Ciéncia e Cultura. 14: 4, 1962.

E. T. OLIVEIRA, R. 8, FURLANETO & N.
P. SANTOS — Preparo do sbro antibo-
tulinico tipo A, Cléncia e Cultura. 14: 4,
1962.

RUBENS ROCHA VIEIRA — A sensibilidade
de bactérias e antibléticos. Nova técnica
para avaliar “in vitro”, a sensibilidade
de bactérias e antibi6ticos. Ciéncia e
Cultura. 14: 4, 1962.

A. ASCHWABB e C. H. M. VIANA — Anae-
rébios do aparelho digestivo de planér-
bideos. Ciéncia e Cultura. 14: 4, 1962.

C. A. BANTA ROSA, A. F. PESTAINA DE
CASTRO e C. TROISE — Leptospirose

bovina. Inquérito sorol6gico na regido
de Campinas. Arch. Inst. Biol. 28: 18,
1961.

C. A, SBANTA ROSA, A. F. PESTANA DE
CASTRO e A. D. CALDAS — Isolamento
de leptospira icterohaemorrhagiae e lep-
tospira hyos de sufnos abatidos em ma-
tadouro. Arquiv, Inst. Blol. 29: 31, 19362.

C. A. SANTA ROSA, A. F. PESTANA DR
CASTRO e C. TROISE. Isolamento de
leptospira pomona de sufno em 8. Paulo.
Arquiv. Inst. Biol. 28: 19, 1962.

C. A. SANTA ROSA, A. F. PESTANA DE
CASTRO e C. TROISE — Isolamento de
leptospira icterohaemorrhagiae de bovi-
no em S. Paulo. Arquiv. Inst. Biol. 28:
13, 1961,
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