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ERGOSTEROL BIOSYNTHESIS IN PSYCHROPHOBIC YEASTS

M. E. de LiMa, J. ANGLUSTER and L. R. Travassos (%, 2)

SUMMARY

Incorporation of **CHj-labelled methionine was used to monitor synthesis of
ergosterol in psychrophobic yeasts of the species Cendida slooffii, Torulopsis pin-
tolopesit, Torulopsis (Candida) boving, and Saccharomyces telluris. Two more
yeasts ‘were studied for comparison — Torulopsis glabrata and Saccharomyces
cerevisiae.

Sterol synthesis was determined at the extremes of the growth range —
25-28°C and 40-43°C — as well as at the optimum temperature for each strain,
Highest sterol synthesis was in aerated cells previously grown in stationary cultures
rather than with forced aeration. Most strains grew very poorly in anaerobiosis.
Sterol synthesis as a rule was higher at the lower temperatures, being inhibited
as the temperature was raised irrespective of the optimum for each strain.

Three different procedures were used for sterol recovery from whole yeast
cells. The best yield was obtained with cold acid (30°C) treatment prior to
saponification in KOH 209% at 100°C. A dual physiological form of ergosterol
which is acid labile could not he detected in the strains studied. Only ergosterol
was characterized in the extracts by thin-layer chromatography and U.V. spec-
troscopy. )

INTRODUCTION

The influence of temperature on the bio-
synthesis of ergosterol in yeasts was studied
by Starr & Parks?'. Maximal yield in
Saccharomyces cerevisiae was obtained when
yeast cells were incubated at temperatures
near the optimal temperature of growth —
30°C. A 35°C sterol synthesis was depressed
and markedly inhibited at 40°C and above.
Complete lysis of cells occurred at 45-50°C.

S. cerevisiae able to synthesize ergosterol
in aerated cultures need an association of
ergosterol and fatty acids for anaerobic
growth ® %, The specificity of the fatty acid
requirement was studied by LicuT et al 1*
and that of ergosterol by Prouprock et al. 5.

At 40°C, cultures of S. cerevisiae die in a
rate similar to that observed in bacteria by
thymine deprival. This could be abolished
by supplementing yeast extract and oleic
acid . Starr & Parks*® identified er-
gosterol besides oleic acid as the indispensable

factor for growing S. cerevisiae at 40°C in
aerobiosis, The coincidence of nutritional
requirements in anaerobiosis and at high
temperatures is noteworthy, SHERMAN ¢ ob-
served the induction of petites as an impor-
tant temperature effect.

Psychrophobic yveasts have a high mini-
mum temperature being saprophytes of
warm-blooded animals ®, Since these yeasts
are somewhat specific for their hosts and are
not usually found outside the animal body,
the study of the physiology of synthesis of
essential metabolites may contribute to the
understanding of these ecological constraints.

In the present paper we studied the syn-
thesis of ergosterol at different temperatures
in psychrophobic yeasts — Candida slooffii,
Torulopsis  pintolopesii, Torulopsis bovina,
Saccharomyces telluris — and in strains of
Torulopsis glabrata and Saccharomyces ce-
revisiae for comparison. :

(1) Departamento de Microbiologia Geral, Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do Ric

de Janeiro, GB, Brasil

(2) Fellow of the Conselho Nacional de Pesquisas

(Brasil)
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MATERIAL, AND METHODS

Strains — The [lollowing strains were
used: Candida slooffii 2419 from the Centra-
albureau voor Schimmelcultures {CBS);
Candida slooffii 2689 received from L. do
Carmo Sousa, Inst. Gulbenkian de Ciéncia,
IGC, Oeiras, Portugal; Candida stooffii 71/
811E from N. van Uden (1GC); Torulopsis
pintolopesii 2616 from L. do Carmo Sousa,
originally from CBS; Torulopsis pintolopesii
2405 from N. van Uden (IGC); Torulopsis
(Candida) bovina 2760 from the CBS; Toru-
lopsis bovina 276074, a carnitine-less mulant
isolated by Travassos et al.*'; Torwlopsis
glabrata isolated [rom human gastric juice
by J. Angluster and M. L. Lima, Instituto
de Microbiologia, UFRJ; Saccharomyces tel-
luris from L. do Carmo Sousa (IGC); Sac-
charomyees cerevisiae 188 from the Ileisch-
man Labs. Strains were maintained accord-
ing to CURY et al. .

Chemicals — The [following substances
and solvents were used: ergosterol, Aldrich
Chem. Comp.; DL-methionine, California
Corp. Biochem. Res.; L-methionine-Me-*C,
New England Nuc. Corp. (specific activity
13.2 mCi/m-mole); 1,4-bis-2- (4-methyl-5-
phenyloxazolyl) benzene and diphenyloxazole,
Sigma Chem. Comp.; toluene, E. Merck D.;
petroleum ether (50-60°C) from the Centro
de Pesquisas de Produtos Naturais, UFR].

Measure of radioactivity — Radioactivity
was measured in a Packard Tri-Carb Liguid
Spectrometer. Solution used was: Dipheny-
loxazole 4 to 5 g, 1,4-bis-2-{4-methyl-5-phe-
nyloxazolyl) benzene 0.1 g, toluene 1000 ml.

Incorporation  of  methionine-fe'*C
Yeast cells were grown in a medium with
the following composition: peptone (Difco)
19, yeast extract (Difco) 0.5%, glucose
2%, agar 1.5%; pH 6.5. The medium was
dispensed in 1 liter volumes into 2 liter

flasks. Flasks were incubated at 37°C for
48 hours, without shaking. For S. cerevi-
sige incubation was made at 30°C. For

inocula cells from 24 hours slants were re-
suspended in 5 ml sterile saline and trans-
ferred to the 2 liter flasks. Grown cells
were harvested and washed 4 times with
phosphate buffer (0.1 M), pH 6.0. Washed
yeasts were suspended in the phosphate
buffer + glucose 2%. Incubation was done
for 2 hours at the temperatures indicated in
the tables. After 2 hours DL-methionine
10 mg% =+ L-methionine-Me-**C 0.02 mCi%
were added and incubation was prolonged

{or 5 hours. Cell suspensions (final volu-
me 5 ml) were dispensed in 50 ml flasks
and shaken at 136 rpm. After incubation,
the volumes were adjusted to 5 ml in all
systems and aliquots taken for determina-
tion of cellular dry weight. For exiraction
of sterols, cells were harvested and washed
thrice in distilled water,

Extraction of ergosterol-"C — Three pro-
cedures were used:

1) Routine saponification - Washed
cells were suspended in distilled waler plus
equal volume of KOH 40%; the flasks were
covered with aluminum foil and heated at
160°C for 6 hours,

2)  Hot acid reatment — Cells were
suspended in distilled water plus equal vo-
lume of HCI 0.1N:; flasks were heated at
100°C for 1 hour, cooled, and alkalinized

with KOH 409 until pH 10.

3) Cold acid treatment and saponifica-
tion — Cells ‘were suspended in distilled
water plus equal volume of HCI 0.1N; flasks
were incubated at 30°C for 1 hour; the su-
pernatant was discarded and the residue
collected and saponified with KOH 209 w
100°C for 6 hours as in 1.

Aligquots (0.5 ml) of the saponified ma-
terials were taken and extracted with petro-
leum cther until no mor> radioactivity was
extracted. To determine radioactivily ex~
tracts were dried at 70°C under nitrogen.
The final residue was taken in a known
volume of petroleum ether and aliquots
added diveclly into the scintillation solution.

Anaerobic growth — Brewer anaerobic
jars were used. Alr was substituted by a
mixture of wnitrogen 95% + CO. 5%.

Yeasts were incubated for 96 hours at 37°(

Thin-layer chromatography - It was
made in plates coated with 50 g silica gel
G (Merck) in 110 ml distilled water. Plates
were dried and, before spotting the material,
activated at 100°C for 10 minutes. Solvent:
benzene:ethyl acetate (5:1). Spots were
located with anisaldehyde 1 g, acetic acid
100 ml, conc. sulphuric acid 2 ml

RESULTS
While presenting the results, several as-

pects concerning experimental conditions
need to be discussed:
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Time of incubation with methionine-Me~
“C -— This time was fixed to 5 hours in
our experiments, The same time of incuba-
tion was used by Apams & Parxs' whe
found high levels of hot acid-extractable er-
gosterol (or ergosteryl palmitate) in S. ce-
revisiae. By routine saponification however,
the highest yield of ergosterol was only ob-
tained after 8 hours of incubation. In
Candide slooffii (strain 2419} synthesis of
base and acid-labile ergosterol was maximal
after 5 hours (Iig. 1).

&

N R ey ®
o PROCEDURE A

X PROCEDURE 8
4 PROCEDURE

cpmx 10%/g ary celis

1
!

/4"\‘ P

4 L L
0 4 ] 12 16 20 24

HOURS

Fig. 1 — Time course

thesis in Candida slooffii. Procedures: A — Cold

acid and saponification; B - Routine saponifi-

cation; C — Kot acid treatment. (For details
see Material and Methods).

analysis of sterol! syn-

Temperature of incubation — The {ollow-
Ing temperatures were chosen: a) 37°C for
all strains; b) maximal growth temperatu-
res for psychrophobic yeasts — 43°C for
C. slooffii, T. bovine and S. telluris; 40°C
for T'. pintolopesii; for S. cerevisiae and T.
glabrata we used 43°C and 44°C, although
these temperalures are not maximal for grow-
ing these yeasls; c¢) temperatures lower than
37°C — 25°C for 7. boving and T. glabrata;
28°C for C. slooffii, T. pintolopesii, S. tellu-
ris. and S. cerevisice. With the choice of
these temperatures we intended to compare
sterol synthesis at the extremes of the growth
range as well as at temperature near the
optimal one for most strains.

Carbon source -— Resulls reported by
ApaMs & Parxs' suggest differences in
sterol synthesis ‘when the carbon source was
glucose or galactose. Since psychrophobic
yeasts will only utilize glucose in growth

experiments ®, we never used galactose as a
carbon substrate.

Conditions for growing the yeasts (aero-
biosis and anaerobiosis) — The relationship
of  biosynthesis of mitochondria (or chon-
drioids) and ergosterol synthesis, discussed
by several Authors'® '3, would suggest thal
acrated, anaerobically grown cells are proner
to synthesize higher amounts of ergosterol
than aevobically grown cells. This was
actually true in S. cerevisice *°. Growth of
most of the psychrophobic yeasts was very
poor in anaerobiosis with the exception of a
few strains.  One of these, C. slooffii 2419,
synthesized much more ergosterol when
grown previously in aerobic stalionary cul-
ture than when in anaerobiosis (Table I).
Forced aeration of the culture did not also
predispose C. slooffii to increased synthesis
ol ergosterol, when cells were incubated
afterwards with methionine. At 37°C and
43°C however, and depending on the extra-
ction procedure used, some values for sterol
synthesis by cells grown with vigorous shak-
ing were higher than those by cells grown
in stationary culture. Since the highest
yield at 28°C was obtained with cells from
stationary cultures, this was the general pro-

cedure for growing other psychrophobic
yeasts,
Extraction procedures — The three pro-

cedures used were selected {rom those tested
by Apams & Parks ‘. The three procedures
gave the best yields in S. cerevisize and hot
acid hydrolysis could eventually liberate a
second physiological form of ergosterol.
Results obtained in the present paper are
represented in Tables I, 11 and IV. Sterol
synthesis differs greatly from strain to strain.
No definite separation of species can be
made on this basis. Highest levels of ergos-
terol were found in 7. glabrate and S. cere-
visiee. Rise in temperature was always
followed by lowering capacity of sterol syn-
thesis (Table II). C. slooffii at its minimal
growth temperature will synthesize about 4
to 10 times more ergosterol than at 37°C and
43°C, temperatures neaver the optimal —
42°C®.  Sterol levels recovered after hot
acid treatment were very low in all yeasts
including S. cerevisize. The highest concen-
tration was detected in T. glabrata (Ta-
ble 11T1). Ergosterol levels recovered in the
third extraction procedure —- cold acid +
saponification with KOH 209 at 100°C —
were generally higher than those in the other
methods (Table IV). One strain of T. pin-
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TABLE T

Incorporation of the radioactivity from methionine-Me-%C in the sterols of €. slooffii

(strain 2419) grown in aerobiosis and anhaerobiosis
cpm X 10-5/g dry cells

Growth at 37eC with/in: Extiraction procedure
280C 37°C 430C
Saponification 3.94 5.31 4.37
Forced aeration (1) Hot acid 0.23 0.42 1.26
Cold acid and saponification 3.01 6.22 3.32
Saponification 12.9%5 .30 1.36
Stationary culture (2) Hot acid 1.28 1.14 0.53
Cold acid and saponification 13.38 13.11 3.80
Saponification 1.07 0.19 0.23
Anaerobiosis (3) Hot acid 0.16 0.21 0.18
Cold acid and saponitication 2.02 Q.49 0.25

(1) A 3 1 flask with 1 | glucose Sabouraud’'s medium shak'en at 200 r.p

The same as (1) without shaking
After Material and Methods

(2)
3)

tolopesii and the strain of T. glubraia were
exceptions. With the third extraction proce-
dure rise in temperature stimulated synthesis
of ergosterol in 7. glabraie and inhibited
that in all other yeasts. Lysis of cells in
the glucose-phosphate solution was more pro-
minent with yeasts of the genera Candida
and Torulopsis. Strains of Saccharomyses
-~ either S. telluris or S. cerevisiae — were
more resistant to lysis at 37°C and 43°C
(Table V). No viable-cell counts were
done.

In all extracts from all strains the only
sterol identified by thin-layer hromato-
graphy and U.V. spectroscopy was ergoste-
rol. No evidence was obtained for an acid-
labile form of ergosterol as characterized in
S. cerevisiae*. Condition of growth in ae-
robic stationary culture was however diffe-
rent from that used by Apams & Parxs™.
Strains studied were also different.

DISCUSSION

Psychrophobic yeasts might behave diffe-
rently from a mesophyle like S. cerevisice
at least in relation to the temperature effects
on the synthesis of essential nutrillites. Since
they are obligate saprophytes and have opli-
mal temperatures for growth at 37°C and
above, an activation of the whole metabo-
lism — in particular sterol synthesis and
building up of cell membranes — al these
temperatures should be expected. Tempe-

.m.

rature determined death of S. cerevisiae at
40°C and lysis at 45-50°C*® was at least in
part counteracted by ergosterol and oleic
acid. This could suggest that the incapa-
city for growing at elevated temperatures
denoted lack of endogenously formed ergos-
terol. Internal composition of lipids may
well determine the temperature range lor
growing microorganisms 7. Results with psy-
chrophobic yeasts were in this respect
unexpected. Highest sterol synthesis was
observed at the lower temperatures tested,
irrespective of the optimal temperatures of
growth. Levels of ergosterol synthesized by
S. cerevisiae were much higher than for
Candida and Torulopsis species. T. glabrata,
a doubtful obligate saprophyte ** whose mi-
nimal temperature is low %, synthesized ne-
vertheless ergosterol in a rate comparable to
S. cerevisiae. The grealer resistance to lysis
exhibited by S. cerevisiae and S. telluris
might be correlated with the diploid stage
in their life cycles . A higher synthesis of er-
gosterol at low temperatures may on the
other hand indicate a higher integrity of
the membranes in these conditions, as sug-
gested for Tetrahymena ™,

Upon extracting ergosterol from yeasts we
confirmed the results of Apams & PaRrks'
that not all sterol is recovered by routine
saponification. Best yields were always
obtained with cold acid treatment prior to
routine saponification. Since we could not
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TABLE V

Celiular lysis (%) during aerated incubation with methionine in
glucose-phosphate solution (*)

Strains 25°C 28°C 370C 400C - 430C 440C
Candida slooffii — 2419 — 27.67 29.64 —_— 34.42 —
Candida slooffii — 2689 24.80 26.24 e 32.22 | -
Candide slooffit — TL/811LE e 31.56 54.84 s 41.19 -
Torulopsis pintolopeski —- 2616 e 43.01 44.50 44.96 e [
Torwlopsis pintolopesii — 2405 | 31.72 32.02 34.75 e —-
Porulopsis boving — 2750 22.12 19.05 20.84 e 26.91
Torulopsis boving --— 27607T: 22.61 22.10 27.13 — 52.04 e
Torulopsis glabrata 22.21 — 30.00 el 37.24
Saccharomyces telluris - 10.91 13.40 — 11.06 ——
Saccharomyces cerevisiae — 12.18 14.24 — 18.85 e

(*) Lysis is determined by subtracting the dry cellular weight at the end from that at the

beginning of the incubation.

detect a dual physiological form of ergoste-
vol which is acid labile, the differences in
the yields by the two procedures may be
attributed to the morphology of the yeast
surface. They could be due to the presence
of polysaccharides insoluble in alkali — in-
solubility of glucan in alkali is prominent
in intact cells, This insolubility is hard to
conform with the high branched structure
of the polysaccharide ¥, so Bacox et al.’
proposed that an insoluble membrane of chi-
lin and other components would hinder ex-
traction of glucan and glycogen from whole
cells. Ulira=sonic treatment or mild acid
conditions increased permeability of this
membrane. The combination of cold acid
and hot alkali treatment used by us might
eventually favour solubility of surface poly-
mers and hence lipid extraction.

RESUMO

Biossintese de crgosterol em leveduras
psicrofébicas

Foi estudada a sintese de esterois em leve-
duras psicroféhicas, medida pela incorpora-
cdo do grupamento metila de metionina-Me-
“C na [ragdo ndo saponificavel cxtraida
com éter de petrdleo. As leveduras cstuda-
das pertenciam as espécies: Candida slooffii,
Torulopsis  pintolopesii, Torulopsis (Candi-
da) bovina ¢ Saccharomyces telluris. Para

efeito de comparagfo foram estudadas igual-
mente 1 amostra de Torulopsis glabrata e 1
de Saccharomyces cerevisiae. As temperatu-
ras empregadas para a incubagio em pre-
senca de metionina, das células ndo proli-
ferantes, foram selecionadas tendo em vista
o minimo, 4timo e maximo térmicos para o
crescimento de cada espécie.

Nas condicBes cmpregadas, a sintese de
esterdis era marcadamente deprimida com
o aumento da temperatura, mesmo quando a

lemperatura oOtima de crescimento estava
proxima da temperatura méxima. - Néo

ocorreu, em todos os casos, uma relagio de-
[inida entre sintese de esterdis e tempera-
tura Otima. Ao contrario, a sintese era
major nas temperaturas minimas de cresci-
mento. Comparando os diferentes métodos
de extracio dos esterdis, foi ohservado que
em todos os casos 0 Processo de tratamento
prévio com acido a 30°C e posterior sapo-
nificacdo a quente, era mais eficiénte. De-
terminando-se a sintese de esterol em Can-
dida slooffii em fungio do tempo, ndo foi
observada outra forma fisiologica do ergos-
terol extraivel em Aacido a quente e que
f[6sse predominante nas primeiras horas de
incubacio. Em todos os extratos etércos
obtidos apds os diferentes [ratamentos, e em
todas as amostras, somente foi observada a
presenca do. ergosterol: identificado por cro-
matografia em camada fina e pelo espectro
no ultra-violeta.
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RESISTANCE TO NINE DRUGS OF SHIGELLA STRAINS

IN SAO PAULO BETWEEN 1963 AND 1968

Luiz R. TrabBuLst (1), Maria Elisa Zuwriani (V)

and Maria Regina Fernandes de Torrpo (%)

SUMMARY

The resistance to sulfadiazine (Su), streptomycin (S), letracyclin (T), chlo-
ramphenicol (C), kanamycin (K), helaciline (He), cephalotine (Ce), nalidyxic
acid (NA) and gentamycin (G) of 330 Shigelle strains, isolated in Sfo Paulo
between 1963 and 1968, was determined quantitatively. Based on the resistance
levels of the 330 slrains, it was possible to characterize 2 different populations:
one sensitive to each drug, the other resistant to each of the first 5 drugs. In general
the resistant populations increased during the 5 year-period, never exceeding,
however, the sensitive populations, with the exception of the Su-resistant one
which, since 1963, represented about 90% of the sitrains. The most frequently
encountered types of resistant strains were Su, SuS, SUSTC, and SuSTCK. The
number of the Su strains decreased, while the number of the SuSTCK strains
increased progressively from 1963 on. The frequency of the others varied from
year o year.

i

INTRODUCTION

ISOLATED

Within the past years the drug-resistance
of Shigella and other Gram-negative bacte-
ria has been invesligated extensively in va-
rious countries. The interest in the subject
was stimulated by the ever increasing num-
ber of drug resistance strains and, ahove
all, by the discovery of resistance transfer
from one bhacteria to another by cellular
contact.

From the comparison of the results re-
ported from various countries it is evident
that not only the magnitude of the problem
differs, but also that the drugs involved, the
patterns and, in some cases, the evolution
of resistance deviate ®% %3 Thus, detailed
knowledge of the sensitivity of this impor-
tant intestinal pathogen is of local and ge-
neral interest.

The purpose of this paper, which comple-
ments a previous investigation™, is the
study of the present state, the evolution and

(1) Present address:

cina, S&oc Paulo, Brasil
(?2) Present address:
pinas, S&o Paulo, Brasil

Departamento de Microbiologia,

the patterns of drug-resistance in Shigella
cultures isolated in Sdo Paulo.

MATERIAL AND METHODS

Shigella strains — a total of 330 Shigella
strains, isolated in our laboratory or sent to
us for identification between 1963 and 1968,
was studied. Table 1 gives the subgroups
to which the strains belonged and the num-
her of strains studied each year. All strains
were keplt in nutrient agar tubes, stoppered
with a paraffined cork and protected from
light. The majority of the patients infected
by these Shigelle strains came from the Ca-
pital, while some stemmed from different
areas of the State of S&o Paulo. At the
time of the feces cultures, these patients sul-
fered from diarrhea, but it was not known
whether they had received antibiotics or
not.

Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Escola Paulista de Medi-

Instituto de Biologia, Universidade de Cam-
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TABLE I

Subgroups, number and isolation year of the 330 Shigella strains studied

ith
Strains 1963 1964 1965 1966 1967 1968 Wétat‘;u’: Totat
Shigella dysenteriage 1 3 1 1 0 ¢} 0 [}
Shigella flexneri 47 34 51 41 3 44 25 274
Shigella boydii 0 1 0 1 0 0 0 2
Shigella sonnei 4 3 13 5 11 9 3 48
Total 52 41 65 48 43 53 28 330
Drugs — the following drugs were used: countered (the example of the He-population
sulfadiazine — Su (A/S Synthelic) ; strep-  is included in Fig. 1).
tomycin — S (streptomycin sulfate, Fontou- The minimum resistance levels of the

ra Wyeth); tetracyclin — T (Tetracyclin
chlorohydrate, Quimase S/A); chloramphe-
nicol C (Lepetit) ; kanamycin — K (kana-
mycin sulfate, Laborterapica Bristol); heta-

ciline — He (potassium hetaciline, Labor-
terédpica Bristol) ; cephalotine — Ce (Cepha-
lotin, Lilly); nalidyxic acid — NA (Win-
throp) ; and gentamycin — G (Garamycin,
Schering).

Resistance determination — the plate di-

fution method was used. For Su, nutrient
agar (Lab-Lemco Agar-Oxoid), containing
5% hemolyzed horse blood, was used *. For
the other drugs, DST agar-base (Oxoid)
was used. The concentration of Su, S, T,
C and K varied from 1 to 1000 pg/ml,
while the concentralion of He, Ce, NA and
G varied from 1 to 50 pg/ml (expressed
as base of the drug). He was dissolved in
phosphate buffer, pH 8, Ce and NA in
waler conlaining NaOH 1IN. G was dis-
solved in waler and the others according
to the methods of Groves & Rawnparn™

The inoculum was the quantity contained
in a platinum loop of 2 mm diameler, taken
from a broth culture (Lab-Lemco Broth
Oxoid) of 18 hours, diluted 1:1000 with the

same medium.

RESULTS

Table 11 gives the drug-resistance levels
of the 330 Shigella strains. When the resis-
tance levels are represented graphically
(Fig. 1), two distinct populations are in
evidence for Su, S, T, C and K, one sen-
sitive, the other resistant. As to the other
drugs, only a sensitive populalion was en-

sensitive population were lower than 1 ug/ml
for all drugs. With reference to S, K and
Ce, the maximum resistance levels were
lower than 10 wg/ml. As to the resistant
populations, the minimum resistance levels
were equal or higher than 100 pg/ml for
Su, 50 pg/ml for K and 10 ug/ml for S
and C. It was not possible to establish
maximum resistance levels for the sensitive
populations or minimum resistance levels for
the resistant populations to T. However,
transfer experimentes (1mpublished data) de-
monstrated that the strains resistant to 5
pg/ml or more, transferec their resistance
and thus, these levels would be lower than
5 pg/ml and higher than 1 pg/ml. The
maximum levels were equal or higher than
1000 pg/ml for Su, S and K, and equal or
higher than 200 pg/ml for T and C, ho-
wever lower than 500 pg/ml.

The average of the resistant populations
is characterized by resistance levels equal or
higher than 1000 wg/ml for Su, between
50 and 500 pg/ml for S, between 50 and
200 pg/ml for T and C, and 500 and 1000
pg/ml for K. Table I gives the maximum
and minimum levels for the sensitive and re-
sistant populations.

The number and the percentages of the
strains within each population are shown in
Table IV. The resistant populations were
represented by 298 strains (90.30%) for
Su; 148 (44.84%) for S; 92 (28.48%)
for T; 59 (17.87%) for C; and 47
(14.24%) for K. Iig. 2 shows the varia-
tion of the two types of populations with
known isolation dates between 1963 and
1966. For all drugs an increase of the po-
pulations, uniform or not, was noted. With
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the exception of S, where the resistant popu-
lation predominated over the sensitive one in
1968, and Su, the resistant population of
which was very large since 1963, the sen-
sitive populations were larger than the re-
sistant ones, in spite of the increase in size
of the latter.

Table V gives the number and the per-
centages of the strains with different resistan-
ce patterns. The frequency of these strains in
their decreasing order was: Su (46.00%),
SuS (21.66%) ; SuSTCK (12.33%); SuSTC
(7.00%) ; SuST (5.66%); SuT (3.33%);
SuSTK (2.66%); S (0.66%); SuTCK and
SuK (0.33%). No exclusively C., K-, or

T-resistant strains were found.

Fig. 3 shows the frequency variations of
the strains of known isolation date, exhibit-
ing the most {requently encountered resist-
ance patterns. It is evident that the fre-
quency varied considerably from year to

TABLE V

Resistance patterns of the 300 resistant
Shigella strains studied

no. %
SuSTCK 37 .12.33
SuSTC 21 7.00
SuSTK 8 2.66
SuTCK 1 0.33
SusST 17 5.66
Sus 65 21.66
suT 10 3.33
SuK 1 0.33
Su 138 46.00
s 2 0.66

Sulfadiazine (Su) — Streptomycin (8) — Tetra-
cyelin (T) — Chloramphenicol (C) — Kanamycin
(K) — Hetaciline (He) -— Cephalotine (Ce) —

Nalidyxic acid (NA) — Gentamycin (G)
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year. However, the SuSTCK strains in-  crease of the SuSTCK strains was observed.

creased uniformly and progressively hetween
1963 and 1967, while the Su strains suffered
a marked reduction within the last 3 years.

DISCUSSION

From the above results it is evident that
the number  of Shigella strains resistant to
Su extremely high in our area; in decreasing
order of frequency, strains resistant to S,
T, C and K were found. Although neither
the length of time nor the degree of use of
ecach drug can be ascertained with precision,
a narrow relationship exists between these
factors and the number of resistant strains
(Table IV), particularly when 5 older drugs
(Su, S, T, G and K) and the 4 more ve-
cently introduced drugs are considered (He,
Ce, NA and G). The selecting role of the
5 drugs in establishing the vesistant popu-
lations is evident from Fig. 2, which gives
the variations occurring -during the past 5
years. The decrease of the sensitive popu-
lations and the increase ol the resistant ones
were, up to a degree, a: consltant for each
drug.

Of the 300 resistant strains (Table V),
138 were resistant only to Su, 2 to S and
160 to 2 of more drugs, with a predomi-
nance of the SuS; SuSTCK, and SubTC
strains.  The phenomenon of selection with
respect to these strains is also evident, since
a decrease of the sirains exclusively resistant
to Su and a progressive and consiant in-

However, it should be noted that the inten-
sity of the increase was not the same for all
years. In 1967 this increase was slight,
while in 1968 even a reduction of the num-
her of the latter strains was noted. Anyway,
a selection does occur and among the se-
lected strains those with the largest number
of resislances are prone to predominate.
The comparison of the present vesults
with those of other Authors in different
countries or areas, suffers from certain limi-
tations, since the drugs used were not al-
ways the same and the degree of their
use undoubtedly varied from place to place.
However, the scarceness or even absence
ol Shigelle cullures with vesistance 1o a
single antibiotic is noteworthy, as well as the

fact that antibiotic-vesistance is almost al-

ways associated with Su-resistance ® ¢ and

that the exclusive resistance to Su is relati-
vely [requent%. On the other hand, while
the SuSTCK strains are among the most
frequently encountered ones in our area,
they have nol been found in other coun-
tries % %,

Finally, the almost perfect characterization
of sensilive and resistant populations and
the possibility of distinguishing between the
two with great accuracy through the maxi-
mum resistance levels of the sensitive popu-
lations and the minimum resistance of the
resistant ones, must be stressed. The esta-
blished limits are evidently only valid for
the method used, however, the results indi-
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cate that the distinction between a sensitive
and a resistant hacteria is perfectly feasible.
Turck et al. 7 arrived at the same conclu-
sion, measuring the inhibition halo of nu-
merous enterobacteria cultures, studied by
the disc method.

The characterization of a resistant or a
sensitive bacleria up to now has been some-
what arbitrary or the bhlood concentration
attained by a drug has been taken as a
hasis. The results of this study, as well
as the results of other Authors mentioned
that the characterization
Concurrently, the maxi-
mum resistance levels of sensitive popula-
tions, determined by the methods used, arc
equal or lower than the blood concentrations
of the drugs*.

indicate
ahsolute,

above 7,
can be

RESUMO

nove drogas de amostras de
Shigella isoladas em Sdo Paulo

Resisténcia «

Foi investigada quantilativamente a vesis-
téncia de 330 amostras de Shigella, isoladas
em Sdo Paulo, entre 1963 e 1968; a sulfa-
diazina (Su); estreptomicina (S); Lletraci-
clina (T); cloranfenicol (C); kanamicina
(K); hetacilina (He) ; cefalotina (Ce); aci-
do nalidixico (NA); e gentamicina (G).
Tendo-se por base a distribui¢io dos niveis
de resisléncia das 330 amostras, foi possivel
a caracterizacdo de duas populagBes distin-
tas, uma conslituida por amostras sensiveis
e oulra por amoslras resistentes, com relagio
as 5 primeiras drogas. Com relagio as 4
Gltimas, somente a populagio sensivel foi
enconirada. De modo geral as populagbes
resistentes aumentaram de tamanho no de-
correr dos cinco anos, nfo se lornando, po-
rém, maiores do que as sensiveis, com exce-
cio da populaciio resistente & Su que desde
1963 representou em térno de 909% das
amostras. Foram mais freqiientes as amos-

tras Su, SuS, SuSTC e SuSTCK.

O nimero das amosiras Su diminuiu e o
das amostias SuSTCK aumentou progressi-

10. ZULIANT,

vamente a partir de 1963. A [reqiliéncia
das demais variou de ano para ano,

REFERENCES

1. GROVES, D. C. & RANDALL, W. A, —
Assay Melhods for Antibiotics. A Labora-
tory Manual. New York, Medical Iincyclo-
pedia, 1953.

2. HARPER, G. J. & CAWSTON, wW. C. — The
“in witro” determination of the sulphona-
mide sensitivity ol bacteria. J. Path. Bact.,
57:59-66, 1945,

3. MITSUHASHI, S.; HASHIMOTO, H.; EGA-
WA, R.; TANAKA, T, C. & NAGAT, Y. —
Drug resistance of enteric bacteria. IX —
Distribution of R factors in Gram-negative
bacteria trom clinical sources. J. Bact., 93:
1242-1245, 1967. '

4, PULLEN, F. W, - Bacterial resistance to
antibiotics.  Areh. Surg., 81:942-952, 1960.

5. RUBINSTEIN, 8. 3; PIECHARD, D.; BAU-
DENS, J. G, & FLOCH, Th, - Multirésis-
tance aux autibiotiques: comparaison des

souches selon leur sous-groupe et leur ori-

gine. Ann, Inst. Pasteur (Paris), 117:213-
221, 1969,
6. SCHUH, V. & ALDOVA, . -- Multiple

drug resistant Shigellae.
Orig., 200:460-467, 1966.

Zbl. Bakt., I., Abt.

7. TURCK, M. T.; LINDEMEYER, R. I &
PETERSDORF, R. G. -— Comparison of
single-disc and tube-dilution techniques in
determining antibiotic sensitivities of Gram-
negative pathogens. Adnn. Intern. Med., 58:
56-65, 1965.

8. WATANABE, T, - Infeclious drug resis-
tance in enteric bacteria. New Hnagl. J.

Med., 275:388-894, 1966.

9., WILLIAMS, R. B. & EWING, W. H. — The
susceptibility of Shigelle and Escherichia
to antimicrobial agents. June 1964. U. S.
Department of Health, Education, and Wel-
fare. P.I.S.

M. E. & TRABULSI, L. R, —
Sensibilidade “in wvitro” a sulfadiazina e a
5 antibioticos de 166 amostras de Shigella,
isoladas em S&o Paulo, Brasil. Rev. Insl.
Med, trop. Sdo Paulo, 10:70-77, 1968.

Recebido para publicacfio em agosto de 1970.






Rev. Microbiol,
1(2)79-8%, outubro-dezembro, 1970

NOVA ESPECIE DE ACTINO-
ELYTROSPORANGIUM

ELYTROSPORANGIUM RSPIRALE:
PLANACEAE DC GENERO

J. O. Falcao de Morals (1)

RESUMO

D80 estudadas duas amostras de actinomicetos isoladas de solo colhido nos
arredores da cidade do Recile, as quais se revelaram com as caracteristicas do
género FLlytrosporangium Farcko pr Moraws, Barista & Massa, 1966, isto é,
produzem no micélio vegelalivo espordngios em forma de vagens, os quais en-
cerram uma [ila de esporangidsporos aproximadamente globosos ¢ imébveis, e
formam micélio aéreo provido de conidios em cadeias, como acontece no género
Streptomyces.

As duas amostras estudadas pertencem & mesma espéeie e se distinguem da
espécie-tipo do género, tdnica alé agora descrita, principalmente por apresentar
micélio vegetative creme ou amarelo, micélio aéreo cinza com uma tonalidade
marrom, e por ulilizar sacarose, rafinose, i-inosiltol e d-xilose quando fornecidos

como tnicas fontes de carbono para nutricéo.
Em razdo de produzir, com muila [reqiiéncia, hifas aéreas espiraladas a
espécie recebeu o nome de L. spirale sp. nov.

Cultura-tipo:

Amostra C9A, depositada na ATCC sob o ntmero 25664,

INTRODUCAO

Entre os Actinoplanaceae -— actinomicetos
produtores de esporiingios — ha um grupo

que se caracteriza por produzir esporangios
com a [orma de vagens. O primeiro gé-
nero désse grupo foi descrito por Cross &
col.® sob a denominacao de Microellobos-
poria ¢ por Tsycanov & col.* com o nome
de Macrospora. Ista 0ltima denominagio,
no entender de Brcker & col.® nfo pode
ser aceita por ler sido validamente e com
outra alribuicio, empregada por Fuckrr®.

Em 1964 o Autor estudou uma
isolada de solo que se distingue de Micro-
ellobosporia Cross & col.? pelo fato de pro-
duzir, como Streptomyces, cadeias de coni-
dios no micélio aéreo. TEsse microrganismo
foi denominado Elytrosporangium (do grego

cultura

Llytron = vagem) brasiliense, género e es-
pécie noves »°.  Posteriormente, na [alia
e no Japdo foram descritos dois  novos

géneros produtores de “‘vagens”: Ductylospo-

4 a 5 de novembro de 1969,

rangium *° e Kitasatoa ', os quais se distin-
guem de Elytrosporangium porque possuem
esporanglosporos moveis,

() preseate trabalho ¢ o resultado do es-
tudo de duas amosiras isoladas de solo dos
arredores da cidade do Recife, as quais se
enquadram  perfeitamente na descricdo do
género FElytrosporangium. As duas perten-
cem a uma mesma espécie, a qual é diferente
de F. brasiliense. A essa espécie é dado o
nome de Elytrosporangium spirale, em razio
da facilidade com que produz hifas aéreas
espiraladas.

MATERIAIS E METODOS

[solamento — As amostras de solo foram
suspensas e diluidas em dgua esléril. Golas
das diferentes diluigbes foram postas em pla-

cas de Pelrli e meio de Czapek adicionado,

Trabalho apresentado por ocasido da I Jornada Brasileira de Microbiologia, Rio de Janeiro (GB),

(1) Instituto de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil
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Culturas As culturas aqui estudadas -
C9A e IM2 — foram isoladas em abril de
1967. Antes do estudo [oram conservadas
em tubos com 4gar inclinado (Czapek e
Glicose agar), sob oOleo mineral, mantidas
durante dois anos em refrigerador.

Meios de cultura — Para estudo cullural
e morfolégico foram empregados meios de
uso corrente no estudo dos aclinomicetos. A
composi¢io désses meios, que pode ser en-
conlrada em varias publicagbes ® % **, ¢ dada
w seguir, para maior comodidade dos inte-
ressados:

)

1)  Agar nutritivo:
Peptona, 5 g; Agar, 10 a 20 g, confor-
me a procedéneia;  Agua destilada,

1000 ml; pH 6,8 a 7,0.

ixtrato de carne, 3 g;

2)  Agar glicose: Peptona, 5 g; Glicose,
20 g; NaCl, 5 g; Agar, 10 a 20 g;
Agua destilada, 1000 ml; pH 6,8 a
7,0,

3)  Extrato de levedura-cxirato de malle
agar: Extrato de levedura, 4 g; Ex-
trato de malte, 10 g; Glicose, 4 g;
Agua destilada, 1000 ml; Agar, 10 a
20 g; pH 7,3

V) Baiata glicose dgar: Decocto de 200 g
de bhatatas descascadas, filtrado através
de algoddo, acrescido de: Glicose, 5 g;
Agar, 10 a 20 g; Agua de torneira,
até 1000 ml; pH ndo ajustado.

5)  dgar Czapek: Nitralo de sodio, 2 g;
Fosfato di-basico de potdssio, 1 g; Sul-
fato de magnésio hepta-hidratado, 0,5 g;
Cloreto de polassio, 0,5 g; Sulfato fer-
roso hepla-hidratado, 0,01 g; Sacarose,
30 g; Agar, 10 a 20 g; Agua destila-
da, 1000 ml; pH 0,06.

6)  Amido-sais minerais d¢gar: SoLugio [:
Amido solavel, 10 g. Fazer uma pasta
do amido com uma pequena quantidade
de 4gua destilada [ria ¢ levar a um
volume de 500 ml. Sorugko I1: Fos-
fato di-bésico de potassio, anidre, 1 g:
Sulfato de magnésio hepta-hidratado,
1 ¢g; Cloveto de sédio, 1 g; Sullato
de amdnio, 2 g; Carbonato de calcio,
2 g; Agua destilada, 500 ml.  Solu-
¢io para lragos de sais (Sulfalo ferroso
hepta-hidratado, 0,1 g; Cloreto man-
ganoso tetra-hidratado, 0,1 g; Sulfato
de zinco hepta-hidratado, 0,1 g; Agua

0. F. de

destilada, 100 ml), 1 ml. O pH
deve ficar entre 7,0 e 7,4. Nio ajus-
tar se estiver dentro désses limites.
Misturar a suspensdo com a solugio de
sais. Agar, 10 a 20 g; Liquefazer o
agar sob vapor fluente por 15-20 mij-
nutos,
7)  Asparagina-glicerol dgar: L-Asparagi-
na (anidra), 1 g; Glicerol, 10 g;
Fosfato di-bésico de potassio (anidro),
1 g; Agua destilada, 1000 mil.  Soly-
¢do para lragos de sais (ver meio n.° 0),
1 ml O pH desta soluco é apro-
ximadamente 7,0-7,4. Nio ajustar se
estiver nesta faixa. Agar, 10 a 20 g

8) Adgar aveia:  Aveia, 20 g; Agar, 10 a
20 g. Cozinhar ou submeter a vapor
fluente 20 g de aveia em 1000 ml de
dgua destilada por 20 minutos. [iltrar
alravés de pano. Juutar agua destila-
da para recompor o volume de 1000 ml,
Juntar 1 ml da solugio para tragos
de sais (ver meio u” 6). Ajustar o
pH a 7,2 com hidroxido de sodio. Jun-
tar o agar. Liquefazer a vapor fluente
por 15-20 minutos.

9y Tirosina dgar: Glicerol, 15 g; L-Tiro-
sina, 0,5 g; L-Asparagina, 1 g; Fosfato
di-basico de potassio anidro, 0,5 g; Sul-
fato ferroso hepta-hidratado, 0,01 g; Sui-
fato de magnésio hepta-hidratado, 0,5 g;
Cloreto de sodio, 0,5 g; Agua destila-
da, 1000 ml. Solugdo para tragos de
sais  (ver meio n® 6), 1 ml. pH
7,2-74. Agar, 10 a 20 g. Liquefazer
sob vapor fluente por 15 a 20 minutos,

Observagio —- Para eslerilizar 8sses
meios geralmeute usamos 115°C, 30 mi-
nutos, ou 120°C, 20 minutos.

As culturas foram incubadas a 30°C ¢
observadas apds 7, 14 e 21 dias de cultivo.

Os métodos de estudo seguidos sfo os
indicados, salve algumas ligeiras modifica-
¢oes ¥,

As lécnicas de observaghes microscopicas

sfo as seguidas em nosso laboralorio .

Fotomicrografias -—— Voram lomadas cm
microscopio Leitz, modélo Laborlux, com

camara Leica superponivel e dispositivo Mi-
cas, geralmente com o emprégo de contraste
de fase ¢ em imersio sdbre a laminula, em
preparagbes tmidas.
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Figs. 1-9 — E. spirale.

Figs. 1 e 2 — Micélio aéreo com cadeias de conidios.

Culturas

de 11 dias em malte-levedura Aagar.

594 x. Fig. 3 -— Micélio vegetativo com esporan-
Observacdo a fresco; contraste de fase. 594 X. Figs.
De Asparagina-glicerol agar, 23 dias. KEsporangios imaturo
corados a f{resco com cristal-violeta e observados em con-

gios. De Tirosina-agar, 23 dias.
4 ¢ 5 — DMicélio vegetativo.
(FFig. 4) e maduro (Fig. 5)

traste de fase, por imersio sbébre a laminula. 1478 x. Fig. 6 — Germinacfo de espo-
rangiosporos. 1478 x. Fig. 7 — Micélio vegetativo corado pelo Gram (condensacdes
Gram-positivas). 1478 x. TFigs. 8 e 9 -— Esporangios em cachos. Asparagina-glicerol
agar, 23 dias. 1478 x. (Fig. 1 -~ amostra IM2; as demais sdo da amostra CSA).
RESULTADOS As coldnias sio semelhantes as de Strepto-
D o o Fl . ol myces, isto é, sdo duras, sécas, algo pene-
vy Y is S 3 .} o > . ~ r
F .e§cngaoM Ge slytrosporangium - spirate frantes no melo; sua coloragao varia de
ALCAO DE IMORAES, sp. nov. incolor a amarelo claro, a castanho, con-
L i . . forme o meio empregado.
Micélio vegetativo — As hifas tém cérca

de I p de difimetro; sfo longas, ramificadas,
geralmente mostrando condensacbes plasma-
ticas facilmente visiveis pelo uso de coran-
tes basicos; essas condensacgdes (Fig. 7) pa-
recem confirmar as observagbes anleriores*
de que estdo relacionadas com o processo
de formagéo dos esporangios.

Espordngios — Podem se formar apés o
5.° dia de cultivo — melhor apés o 10.°
dia. Localizam-se nos extremos das hifas
vegetativas ou ao longo das mesmas, isola-
damente (Iigs. 3, 4 e 5) ou em cachos
(Figs. 8 e 9). Os esporangidésporos sdo
globosos, iméveis e seu ntmero varia “en-
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tre 1 e 6; seu didmelro se compreende
entre 1 e 2 p. A germinagio désses esporos
pode ser vista com certa facilidade desde
que o micélio substratal, esmagado entre la-
minas, seja suspenso em agua ou em meio
liquido diluido e incubado por 24 a 48
horas (Figs. 6 e 7).

Micélio aéreo — Cérca de 1 a 1,5 p de
diametro. Em tudo semelhante ao micélio
aéreo de Streptomyces: hifas com didmetro
ligeiramente maior do que o das hifas vege-
tativas; produgio de conidios formando ca-
deias nos extremos das hifas (estas séio espi-
raladas) (Figs. 1 e 2). Os conidios aéreos
sao globosos e t8m cérea de 1 p de dia-
metro. Quando esporulado o desenvolvimen-
to aéreo lem, praticamente em lodos os
meios, uma coloracio com uma lonalidade
marrom clara,

Aspecto das culturas sébre diferentes meios
— Agar nutritivo — Colénias incolores a
creme claras, brilhantes, sem micélio aéreo.
Pigmento sollvel ausente.

Agar glicose — Colonias amarelas ou cre-
me-amareladas. Reverso amarelado. Micélie
aéreo branco. Pigmento solivel ausente ou
amarelo claro.

Exirato de levedura-exirato de malte dgar
— Desenvolvimento castanho claro a mar-

rom, precocemente recoberto com um mi-

célio aéreo cinza-marrom claro. Reverso
marrom. Pigmento sollivel marrom. Espo-

rangios abundantes no micélio substratal,

Batata glicose dgar — Coldnias de cor

amarelada a marrom claro; micélio aéreo
escasso, cinza-marrom claro. Reverso cre-
me a castanho. O meio apenas escurece li-
geiramente.

Colbnias castanho
claras, sem micélio aéreo. A balala apenas
escurece um pouco.

Batata em cunha —

Agar Czapek — Crescimento creme claro,
superficie brilhante. Micélio aéreo ausente
ou retardado. Pigmento solivel ausente ou
amarelo esverdeado.

Amido-sais minerais dgar — Coldnias cre-
mes, recobrindo-se logo com um micélio aé-

reo cinza-marrom claro. Pigmento soluvel
amarelado. Reverso marrom claro.  Lspo-
rangios produzidos.

Asparagina-glicerol dgar - Crescimento

amarelo esverdeado a castanho claro, reco-
berto com micélio aéreo cinza-marrom cla-

ro. Pigmento solivel amarelado. FEsporin-
gios abundantes.

Agar aveia — Desenvolvimento amarelo-
marrom. Micélio aéreo cinza, bem desen-
volvido. Reverso marrom escuro. Pigmen-
to solavel marrom claro.

Tirosing dgar — Colonias de cdr creme

gue logo se recobrem com micélio aéreo cin-

za-marrom claro. Reverso marrom alaran-
jado. Leve pigmento solavel alaranjado.
Esporéngios abundantes.

Leite tornassolado (Oxoid) -~ Desenvol-

vimento marrom, em anel, com algum micé-
lio aéreo cinza. Peplonizagio completa aos
21 dias.

Gelatina peptona (Oxoid) — Desenvolvi-
mento moderado, creme claro, superficial. Pig-
mento solGvel ausente. Liquefacio de 80 a

1009% aos 21 dias.

Caldo glicosado — Colénias incolores, ao
longo das paredes sob o liquido, e em depo-
sito. Pigmentos ndo produzidos.

Hidrélise de amido — Positiva, 7 a 8 mm
a0 5.° dia e I3 a 15 mm ao 10.° dia.

Reducio de nitrato a nitrito — Positiva
para a amosira C9A e negativa para a IM2.

Melaning — Nao produzida.

Utilizagao de compostos de carbono (Meio
de PripHAM & GorTLiEB?®) — Tddas as fon-
tes de carbono testadas (L-arabinose, saca-
rose, d-xilose, i-inositol, d-manitol, d-iru-
tose, ramnose ¢ rafinose) foram utilizadas.

Atividade aniagonista —- Negativa, em es=
irias cruzadas, pava baclérias, leveduras e
fungos [ilamentosos.

QUADRO I

Desenvolvimento de Blylrosporangium spirale nos

meios: Extrato de levedura-extrato de malte

agar (no 3) e Asparagina-glicerol agar (n° 7),

em diferentes temperaturas (Ultima observacho
ao 4.0 dia)

Temperatura . o Micélio
oC Meio 3 Meio 7 aéreo
45 + + -
(banho dagua)

37 + 4+ +++ + A4+

30 + -+ + ++

22 + + (+)

~ Nulo; (+) Muito fraco; + Fraco; ++ Mode-
rado; ++-+ Bom
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QUADRO 1II
Diferencas entre K. spirale sp. nov. e H. brasiliense
E. spirale E. brasiliense
Desenvolvimento creme claro, bom, su- Desenvolvimento incolor, raso, melhor
Agar Czapek perficie brithante. Algum micélio aé- visto contra a luz, Micélio aéreo au-
P reo pode existir apdés 20 dias. Pigmen- sente ou muito retardado. Pigmento

to solavel amarelo claro.

soluvel ausente,

Desenvolvimento amarelo.

Micélio aé-

Desenvolvimento incolor a creme acin-

reo branco ja existente ao 8o dia, pas- zentado. Micélio aéreo néo produzido.
Agar glicose sa a cinza-amarelado. Reverso mar- Reverso da mesma c6r do desenvolvi-

rom, Pigmento solivel amarelado ou mento, Pigmento soliivel ausente,

ausente,

Desenvolvimento amarelado. Micélio Desenvolvimento incolor a acinzentado.

Asparagina

. za-marrom.
glicerol Aagar

estd marrom claro,

aéreo precoce, branco, que passa a cin-
O reverso passa de ama-
relado a marrom. Aos 28 dias 0 meio

Micélio aéreo retardado,
deado. Reverso incolor.
Iavel ausente.

cinza esver-
Pigmento so-

Desenvolvimento
célio aéreo cinza,
Reverso marrom escuro.
lavel marrom claro.

Agar aveia

amarelo-marrom. Mi-
bem desenvolvido.
Pigmento so-

Deseanvolvimento incolor, Micélio aéreo
retardado, branco a cinza claro-esver-
deado. Reverso incolor. Pigmento so-
lavel ausente,

Extrato de
levedura-extrato
de malte agar

célio  aéreo cinza-marrom.
marrom escuro.

relo-marrom.

Desenvolvimento castanho-marrom. Mi-
Reverso
Pigmento soliivel ama-

Micélio aéreo
Reverso in-
Pigmento soli-

Desenvolvimento creme,
branco a cinza esverdeado.
color a castanho claro.
vel ausente,

Utilizacdo de

compostos  de Sacarose e rafinose: positiva, i-Inosi- Sacarose e rafinose: negativa, i-inosi-
p tol e d-xilose: positiva. tol e d-xilose: fraca ou negativa.

¢arbono

Hifas aéreas Espirais abertas, longas. Espirais fechadas, curtas.

Producdo de Positiva em muitos meios,

esporangios

Quase exclusiva em Czapek e em “Corn
meal”.

Temperatura de crescimento — Desenvol-
vimento fraco a 22 e a 45°C; moderado a

30°C e bom a 37°C (Quadro I).

Culture tipo — A descrigio se baseia no
estudo de duas culturas (C9A e IM2), C9A
tATCC n.* 25664), sendo considerada a

cultura tipo.

CONCLUSAO

As duas amostras estudadas, pelas suas
caracteristicas morfologicas se enquadram
perfeitamente no género Elytrosporangium;
por outro lado, pelas suas caracteristicas cul-

turais e bioquimicas sfo facilmente diferen-
ciadas da Unica espécie descrita — E. bra-
stliense (Quadro 1II), justificando-se,
désse sua descricBo como espécie
nova.

modo,

SUMMARY

Elytrosporangium spirale: @ new species of
Actinoplanaceae of the genus
Elytrosporangium

Two strains of a new species of the genus
Elytrosporangium FarcXo pe Morais, Ba-
TisTs & Massa, 1966, belonging to the
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Later on, it was employed for diagnostic
purposes ** 1 15 14 15,43 showing salisfactory
sensibility and specificity.

Lirron & FreunD * studied the appea-
rence of complement fixating antibodies, in
experimental condition, employing vaccines
with adjuvants. They attempted to establish
a relationship between the antibodies detected
by CF test and those detected by neutraliza-
tion test, but emphasized that there could
not be made any extrapolation to other con-
ditions.

LeBELL et al. ®* studied 87 cases of per-
sons vaccinated against rabies, and observed
the appearence of both complement-fixating
and neutralizing antibodies, The later al-
ways appeared earlier and lasted longer, but
the Authors did not allempt to establish a
correlation between them.

LEBEDEVA ®, in his study of 26 cases,
points out the efficiency of the test for eva-
luation of immunity.

The present study reports the results
obtained with the CF test in the evaluation
of immunily against rabies as compared to
those shown by the classic serum-neutrali-
zation method. We did not attempt to es-
tablish the maximal sensibility of the test
under study, since our main purpose was
the standardization of a simple and inex-
pensive procedure that could be easily in-
troduced as routine test in anti-rabies vacci-
nation services.

)
I

0

MATERIAL AND METHODS
1 — Patients
199 patients, totaling 286 cases, were

classified in 3 groups (A, B, C) according
to their history of vaccination against rabies:

Grour A: persons vaccinated for the first
lime 112 cases

Grour B: persons revaccinated — 36 cases

Grour C: persons vaccinated and/or revac-
cinated in the past -—— 138 cases

In different instances the samc patient
was included in more than one group, the-
refore the number of cases is greater than
the number of patients,

Group A patients received 14 doses of
vaccine, with a booster dose 46-60 days
after the starting dose.

Group B patients, which had already re-
“ceived at least 14 doses of vaccine, more
than a year ago, were now revaccinated with
10 or more doses.

Group C had received at least one series

of 14 doses. Any reinforcement received
after 6 months or more was considered as
a new series, for this group.

2 — Serum samples

After blood collection the serum was
aseptically separated and stored at —25°C
until use.

Tables 1 and II show the period of serum
collection. As can be seen on Table I, on
no occasion it has been possible to obtain
the serum sample from all patients at the
same time.

The reproductibility of the test was studied
using 48 serum samples which had been
collected, separated and paired in another
laboratory, withoul our participation.

3 — Complement-Fixation Tests

These tests were performed after the me-
thod described by Furton & DuMsrnL
modified by Swmope*%, by microtechnique on
special plales **,

Procedure: 1 drop (0.025 ml) of serial
twofold dilutions of serum was mixed with
an equal amount of antigen (diluted 1:8)
and 2 drops (0.05 ml) of complement con-
laining two units 1009% hemolitic. The mix-
ture was then incubated for 1 hour at 37°C,
before the addition of 2 drops (0.05 ml) of
2 2 per cent suspension of sensitized sheep
red blood cells.

After a second incubation period of 30
minutes at 37°C, with shaking after 15 mi-
nules, the plates were transferred to a re-
frigerator (4°C) for 30 minutes, when the
results were read. The highest dilution
showing 0 to 50% of hemolysis was taken
as end point. The diluent used in these
tests was always a solution of Veronal buf-
fered saline.

Anligens: two antigens were employed,
starting from brains of newborn infected
mice,

a) Anti-rabies vaccine prepared accord-
ing to Fuenzaripa & Paracios s,

The titer of this antigen was obtained by
block titralion against hyperimmune sera
prepared in dovkeys. The optimal dilution
1:8 (1:4 — 1:16) has been maintained
constant for over 3 years, up to this date.

b) As control antigen a suspension of
normal newborn mouse brain prepared by
the same procedure as described above
(I'veNzaripa & Paracios ™), was used at
the same dilution (1:8) in all tests, in order
to detect antibodies against nervous tissue,
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TABLE T

Results of vaccination and revaccination against rabies.
Evaluation by complement-fixation test

87

RESULTS
PERIOD OF - 4 >4 *AC SERA MEAN
BLO0D NUMBER
COLLECTTON ox Ne 5 | we % ne % | no % TITER
(dayn) SERUN
a ., 15 .
5 4 0 - 2 100 91 100.0 9 -
| = “n
[ E 3 1 - 20 36 9 27.3 15 b5 4|6 18.2] 3 9.1 3 2.0
< =
% § § 21 -~ 30 62 12 20.0 6 10,0 | 22 36.7 | 20 33,3 2 9.9
> 31 ~ 45 62 2 3.2 18 29.2 | 16 25,5 | 26 41.6 7.8
46 - 60 60 1 1.6 24 40.0 | 20 33.31 15 25.0 h,2
61 - %0 66 13 19,4 | 31 46.6 | 22 53.2 7.0
0 - 2 34 19 6y.2 5 16,1 ] 3 9.7 b 12.9 3 2.5
% - 20 30 30 100,0 89.8
- v
mlogo9 21 - 30 12 12 160.0 76.8
£e z <
[23 led ©
I 8 w» 31 - ks 22 22 100.0 60.5
(G} ; [
] 46 - &0 16 16 160,0 55.6
61 -9 13 1 7.7 1 ?.71 11 84,6 30.0

= AC

The presence of anti-complementary acti-
vity was not observed, even when the anti-
gens were used undiluted.

Brains of adult mice, rabbits and sheep
infected with C.V.S. strain, as well as the
Flury type of vaccine against rabies, were
also used as antigens, but the results were
not as good as with the Iuenzalida type
vaccine,

4 — Serum-neutralization tests (NT)

The NT tests were performed following
the technique developed by ArTanasiu® for
titration of antibodies in human sera.

Serum samples and virus were diluted in
29% horse serum solution supplemented with
1.000 units of penicillin and 500 micro-
grams of streplomycin per ml.

The virus employed was represented hy
a 5% suspension of mouse brain infected

with the C.V.S. strain. It was stored at
—25°C until wuse,.
The inoculated animals were ohserved

during 15 days. Death, occurred after the
7th post-inoculation day and preceded by
characteristic symptoms, were computed in
the results,

RESULTS

In the study of reproductibility of the
test, performed with 96 serum samples (48

Anti-complementary.
sera

excluded.

pairs), the same result in both members of
each pair was obtained in 41 occasions.
The other 7 pairs presented a variation of
never more than one dilution.

Table I shows the results of antibody
search by complement fixation test with the
serum from cases of groups A and B (vac-
cinations and revaccinations done for the
present study).

Serum samples with titer under 1:2 were
considered negative. The highest titer was
1:256, obtained only in cases of revacci-
nation.

As can be seen, the appearence of anti-
bodies had been observed in all patients
by the end of vaccination. In 3 cases the
antibodies were detected rather late (after
45 days in 2 cases and 60 days in the third).

The maximal mean titer was 9.9, attained
within periods ranging from 21 to 30 days
(Table 1).

All cases of revaccination  showed an
ecarlier and more intense response, the ma-
ximal mean titer being 89.8, reached within
14-20 days.

Of the 138 patients in Group C, 63
showed complement-fixating antibodies; for
the remaining 75 the result was negative.
The correlation with the time elapsed since
the last vaccination and with the number
of previous vaccinations can be seen on

Table 11,
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TABLE II

Persistent antibodies in persons with past vac-
cination. Evaluation by complement-fixation test

Last Number Sera
R . of
vaccination series

Positive |'Negative | Total
6 to 12 ‘ 1 8 2 10
months + 1 6 0 6
1 to 3 1 5 23 28
years +1 30 2 32
3 to 5 1 1 11 12
years +1 10 6 16
more than 1 1 22 23
5 years + 1 2 9 11
Total ............ a3 75 138

The serum neulralization test was carried
out with 109 serum samples selected during
different phases after anti-rabies vaccina-
tion: a) sera remaining negative by CI' test
after vaccination; b) positive sera under
same conditions; ¢) positive and negative
sera when tested for residual antibodies
{patients of Group C); d) positive samples
from patients of Group B collected at diffe-
rent times during and after revaccination.

The 109 serum samples were divided in
groups of 15-20 according to availability of
mice for inoculation. Virus titration varied
from 18 to 60 LD;, in the different tests.

Table III shows the results and their re-
lationship with the titers obtained by CF
test.

TABLE III

Correlation between serum-neutralization and

complement-fixation tests

CF
Titers
— 2 4 >4 | Total
NT
<25 23 23
w2
& 25
@ to 6 19 5 30
-
- 125
-
> 125 6 14 36 56
Total 29 25 19 36 109

As can be observed, sera with positive
CT test results always showed a serum neu-
tralizing titer above 1:25; sera with com-
plement-fixating power over 1:4 correspond
to neutralizing titers higher than 1:125.

DISCUSSION

The protective role of antibodies in im-
munity against rabies has been repeatedly
demonstrated. HAaBEL**  expressed it as
follows:  “Although they are nol the only
mechanism, it is now known that sernm anti-
hodies have an important participation in
the efficaciousness of prophylaxis after ex-

posure”, ATANasU et al. ™% %% conclude
that lasting precocious neutralizing anti-

hodies in adequate levels have a fundamental
role in immunity. ATANASIU* considers that
antibody levels of 1:25 or over, when serum
is tested against 20 LDs, in a serum necutra-
lization tesl, assure protection.

The CF test as described above (“Mate-
rial and Methods”) offered entirely satis-
factory resulls, with the following advan-
tages:

— The technique is simple, quick and

economical;

— The antigen is inexpensive, stable and
commercially easy to obtain; in our
experience it still maintains the opli-
mal titer after 3 years, stored at 4°C.
Furthermore, it has no anticomplemen-
tary activity;

— Good reproductibility.

With such characteristics this procedure
can easily be established as routine lest.
Correlation with the classical standard
serum neutralization test was also good, as
can be observed on Table 1II:
— serum tested with positive results by
CF always showed protective levels of
neutralizing antibodies (above 1:25).

Sera with titers above 1:4, when tested
by CF, always corresponded to very high
levels of neutralizing antibodies (above 1:
125) :

— such correlation can be observed both
in the rise and in the decline of anti-
body levels. It was also observed in
the search for residual antibodies.

The difference in response between the
first antigenic stimulus and the subsequent
ones was quite evident. As shown on Ta-
ble I, the antibody titers found in revacci-
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nation cases were much higher and appeared
carlier. The study of residual antibodies
shows also that after revaccination the anti-
bodies are more frequently detected for
much longer periods of time (Table I1I).
They do, consequently, fulfill the require-
ments established by Aranasiu et al.® %% ?
for an elfective protecting role: early appea-
rence, high titrage, long duration.

[t seems also clear that, in revaccination,
long series are unnecessary and they in-
crease the risk of neuroparalytic accidents.
Short schedules with few doses could be em-
ployed in these cases and the immunity could
be controlled through verification of the pre-
sence of antibodies by CF test. The same
test coud he applied to evaluate immunity
in patients vaccinated in the past and hav-
ing endergone new exposure, in order 1o
not revaccination is

ascertain  whether or

necessary.,
RESUMO

A reacio de fixagdo do complemento na
avaliacio da imunidade anti-rabica

(s Antores estudaram a aplicaclio da rea-
¢io de flixagio do complemento na avalia-
¢o da imunidade anti-rdbica. Apds estu-
do de 112 casos de vacinacfio, 36 de revaci-
naciio e 138 de vacinacfio passada, concluem
que a prova pode ser aplicada em condiges
de rotina. Apresentou ainda correlagio sa-
tisfatéoria com a reagdo de sbro-neutraliza-
clo, aceita como indice de proteciio, em 109
soros testados.

Os Autores descrevem uma técnica simples,
préitica, rapida, pouco dispendiosa ¢ de boa
reprodutibilidade. Recomendam seu empré-
go para avaliagio rotineira do estado imuni-
tario nos servicos de vacinagfo anti-rabica.

REFERENCIES

1. ALVORD, E. C. — Distribution and nature
of the “antigen” responsible for experimen-
tal meningoencephalomyelitis in the guinea-
pig. Proc. Soc. Exp. Biol. (N.Y.), 67:459-461,
1948.

2. ALVORD, &, C. — Studies on the etiology
and pathogenesis of experimental meningo-
encephalomyelitis in the guinea-pig. J. Im-
munol., 61:355-372, 1949.

3. APPELBAUM, E.; GREENBERG, M, & NEL-
SON, J. — Neureclogical complications fol-
lowing antirabies vaccination. J. A. M. 4.,
151:188-191, 1953.

6.

10.

i1,

12.

13.

14,

15.

AGAINST RABIES K9

ATANASIU, P. — Informacéo pessoal, 1967a.

ATANASIU, P. — Titrage des anticorps ra-
bigques pratiqué sur les sérumg humains,
Bull. Off. Int. Epiz., 67:383-387, 1967h.

ATANASIU, P.; BAHMANYAR, M.; BALTA-

ZARD, M.; FOX, J. P.; HABEL, K., KA-
PLAN, M. M.; KISSLING, R. E.; KOMAROV,
A.; KOPROWSKI, H.; LEPINE, P.; PEREZ
GALLARDO, F, & SHAEFFER, M. -— Rabies
neutralizing antibody response to different
schedules of serum and vaccine inoculations
in non-exposed persons: part I. Bull. Org.
Mond. Santé, 14:593-611, 1956.

ATANASIU, P.; BAHMANYAR, M.; BALTA-
ZARD, M.; FOX, J. P.; HABEL, K.; KA-
PLAN, M. M.; KISSLING, R. E.; KOMAROV,
A.; KOPROWSKI, H.; LEPINE, P.; PEREZ
GALLARDO, F. & SHAEFFER, M. — Rabies
neutralizing antibody response to different
scheduies of serum and vaccine inoculations
in non-exposed persons: part II. Bull. Org.
Mond. Sanié, 17:911-932, 1957.

ATANASIU, P.; CANNON, D. A,; DEAN, D.
J.; FOX, J. P.; HABEL, K.; KAPLAN, M. M.;
KISSLING, R. E.; KOPROWSKI, H.; LEPI-
NE, P. & PEREZ GALLARDO, F. — Ra-
bies neutralizing antibody response to dif-
ferent schedules of serum and vaccine
inoculations in non-exposed persons: part IIL
Bull. Org. Mond. Santé, 25:103-114, 1961,

ATANASU, P.; DEAN, D. J.,; HABEL, K;
KAPLAN, M. M.; KOPROWSKI, H.; LEPI-
NE, P. & SERIE, C. — Rabies neutralizing
antibody response to different schedules of
serum and vaccine inoculations in non-ex-
posed persons: part IV. Bull. Org. Mond.
Santé, 36:361-365, 1967,

BALTAZARD, M. & BAHMANYAR, M. —

Essai praticue du sérum antirabique chez
les mordus par loups enragés. Bull. Org.
Mond. Santé, 13:747-772, 1955.

BINDRICH, H.; POTEL, K. & KUWERT, E.
— Vergleichende Untersuchungen tuber den
Gehalt an Komplementbidenden Antigen und
Gewebliche Verdnderungen in Gehirn Toll-
wutkranker Hunde nach Experimenteller
Infektion. Arch. Exp. Vet. Med., 12:134-151,
1958,

BULLING, E. — Die Komplementbindungs
Reaction als Hilfsmittel fir die Tollwut
Diagnostik. Zbl. Bakt. I. Abt. (Orig.), 169:
161-178, 1957.

CASALS, J. & PALACIOS, R. — Comple-
ment-fixation in encephalitis and rabies vi-
rus infections. Science, 93:162-163, 1941la.

CASALS, J. & PALACIOS, R. — The com-~
plement-fixation test in the diagnosis of
virus infection of the central nervous sys-
tem. J. Hep. Med., 14:409-426, 1941D.

DEPOUX, R. & ORIO, J. — Sur la reaction
de fixation du complement dans da diagnos-
tique de la rage. Deuxiéme note. Bull. Soc.
Path. Hxot., 51:157-158, 1958,



90

16.

17.

19,

20,

22.

23.

24,

26.

27.

29.

30.

PEREIRA, O. A. de C. et al,

FERRARO, A. & JERVIS, G. A, — Expe-
rimental disseminated encephalopathy., drch.
Neurol, Psychiat. (Chicago), 43:195-212, 1940,

FREUND, J.; STERN, E. R. & PISANI, T.
M. -—— Isoallergic encephalomyelitis and ra-
diculitis in guinea-pigs after one injection
of hrain and mycobacteria in water-in-oil
emulsion. J. Immunol., 57:179-194, 1947,

FUENZALIDA, E. & PALACIOS, R. — Ra-
ﬁ_ies vaccine prepared from brains of in-
fected suckling mice. Bol, Inst, Bact. Chile,
8:3-10, 1955.

FULTON, F. & DUMBELL, K. R, — The
serological comparison of strains of in-
MNuenza virus, J. Gen. Microbiol,, 3:97-101,
1948,

ITABEL, K. — Effect on immunity to chal-
lenge and antibody response of variation in
dosage schedule of rabies vaccine in mice,
Bull, Org. Mond, Santé, 14:613-616, 1956.

HABEL, K, — Seroprophylaxis in experi-
mental rabies. Pub, Hlth., Rep., 60:545-560,
1945.

HABEL, K, — Vaccination and serum pro-
phylaxis of rabies in man., International
Symposium on Rabies, Talloire, 1965. Se-

rtes I'mmunobiol, Stand., 1:293-305, 1967.

HALPERN, B. N.; BERTRAND, I. & LHER-
MITTE, F. — L’encephalomyélite allergique
expérimentale. Presse Méd., 58:684-687, 1950.

HELLER, 0. & TOMARKIN, E. — Ist die
Methode der Komplementbindung deim
Machweis spezifischer Stosse fir IHundswut

und Vaccine brauchbar. Deutsch., Med.
Wehnsehr,, 83:795-797, 1907.
INNES, J. R. M. — Experimental “allergic”

encephalitis: attempts to
sease in sheep and goats.
6i1:241-250, 1951,

produce the di-
J. Comp. Path.,

JERVIS, G. A. — Experimental allergic en-
cephalitis in animals and its bearing upon
the etiology of neuroparalytic accidents
following antirabies treatment in man. Bull.
Org. Mond., Santé, 10:837-844, 1934,

KABAT, E. A.; WOLF, A. & BEZER, A. E.
— Rapid production of acute disseminated
encephalomyelitis in rhesus monkeys by in-
jection of bhrain tissue with adjuvants.
Science, 104:362-363, 1946.

KABAT, E. A.; WOLF, A, & BEZER, A. E.
— The rapid production of acute disse-
minated encephalomyelitis in rhesus mon-
keys by injection of heterologous and homo-
logous brain tissue with adjuvants. J. Hap,
Med., 85:117-129, 1947.

KABAT, E. A,; WOLF, A. & BEZER, A. E.
— Studies on acute disseminated encepha-
lomyelitis produced experimentally in rhesus
monkeys. J. Exp. Med., 88:417-425, 1948,

KOPROWSKI, H. & JERVIS, G. A, — Fur-
ther studies in experimental allergic ence-

31.

32.

3.

36.

37.

38.

40.

44.

phalitis. in the guinea-pig. Proc. Soc. Exyp.
Biol. & Med., 69:472-476, 1948,

LEBEDEVA, I, R. — The use of comple-
ment-fixation reaction for the assessment of
the rabies vaccination efficacy (russian).
J. Mikrobiol, Epidemiol, Immunobiol., 10:71~
75, 1965.

LEBELL, I.; DEBOER, C. J.; HAZZ E. L.
& COX, H. R. Complement-fixing and
neutralizing antibodies on human vacci-
nated against rabies. Proc, Soc. Eap. Biol.
& Med., ¥8:225-223, 1950,

LIPTON, M. M. & FREUND, J. — Allergic
encephatomyelitis in the rat induced by
the intracutaneous injection of central ner-
vous system tissue with adjuvants. J. I'm-
munol, 71:98-109, 1953,

LIPTON, M. M. & FREUND, J. — The for-
mation of complement-fixing and neutrali-
zing antibodies after the injection of inacti-
vated rabies virus with adjuvants. J. Im-
munol., 64:297-303, 1950.

LUMSDEN, C. E. — Experimental “allergic”
encephalomyelitis, Brain, 72:198-226, 1949a.

LUMSDEN, C. E. — Experimental “allergic”
encephalomyelitis. II -~ On the nature of
encephalitogenic  agent. Braein, 172:517-537,

1949b.

MARIE,; A. C. — Report to the international
rabies conference. Paris, 1927,

MONTEIRO, E. V. L. & PEREIRA, O. A. —
“Batoques” de polietileno no preparo de
placas para hemaglutinacdo e fixacido do
complemento. Rev., Inst., Med. trop. Sdo
Paulo, 3:209-212, 1961.

MORGAN, I. M. — Allergic encephalomye-
litis in monkeys in response to injection of
normal monkey nervous tissue. J. Eap.
Med., 85:131-140, 1947.

MORRISON, L. R. — Disseminated ence-
phalomyelitis experimentally produced by
the use of homologous antigen. Arch. Neu-
rol. Psychiat. (Chicago), 58:391-416, 1947,

MULLER, E. — Ueber akute Paraplegien
nach Wutschutzimpfungen. Deutsch. Z. Ner-
veheilk., 31:252-258, 1908,

OLITSKY, P. K. & TAL, C. — Certain pro-
perties of the casual agent of experimen-
tal disseminated encephalomyelitis in mice.
Proc. Boc. Ewxp. Biol. & Med., 78:607-610,
1951,

RICE, C. E. ~— The use of complement-ti-

xation tests in the study and diagnosis
of viral diseases in man and animals. A
review., Canad. J. Comp. Med., 24:1-5, 1960.

SALIDO-RENGELL, F. - Respuesta sero-
logica de personas vacunadas contra la ra-

bia con vacuna de tipo Fuenzalida. Rewv.
I'nwvest, Salud Publica (Mex.), 24:157-168,
1969, N



46.

47.

48.

EVALUATION OF IMMUNITY

SILVA, L. P. — Substances rabicides dans
le sang des individus traités par les virus
rabiques fixe éthérisé. drg. Inst. Bact. Cam.
Pest., 6:42-55, 1927.

SHOPE, R. E. — Informacido pessoal, 1965.
STUART, G. & KRIKORIAN, K. S. — The
rabicidal antibody content of rabbit immu-
ne-serum as an index of acquired resis-
tance to rabies infection. J. Hyg., 32:489-
493, 1932.

STUART, G. & KRIKORIAN, K, 8. — Studies
in antirabies immunization. J. Hyg., 29:1-
34, 1929,

49.

AGAINST RABIES 91

THOMAS, L. & PATERSON, SMITHWICK __
Acute disseminated encephalomyelitis follow-
ing Immunization with homologous brain
extracts, J. Hxp. Med., 92:133-152, 1950,

UEKI, H.; KATO, T.; OISHI, J.; MURAKA-
MI, H. & SHIMADA, K. -— Observations of
the time of appearance of Negri bodies,
complement-fixing antigen, and virulence in
mouse brains inoculated with rabies street-
virus. Amer. J. Vet. Res., 18:216-218, 1957.

Recebido para publi"cacéo em novembro de 1970.






Rev. Microbiol.
1(2):93-94, outubro-dezembro, 1970

GROWTH FACTORS FOR CRITHIDIA FASCICULATA
ABOVE 33°C

Isaac Rorrman (1

SUMMARY

Studying the growth of Crithidia fasciculata at 33°C and 34°C, the Author
has found out that besides a high critical osmotic level of the medium, there was
also a requirement of the flagellate for a lipidic factor, i.e., oleic acid.

In a defined medium, developed for grow-
ing Crithidia fasciculata at 28°C, the flagel-
late grows well up to 32°C. Above this tem-
peralure, there is a growth reduction, and no
growth at 33°C. When a concentrated me-
dium is used instead, good growth can be
ohtained at 33°C. Addition of several subs-
tances as KCI, KBr, NaCl and others can
replace the concentrated medium required
at this temperature. Such results pointed
out that an absolute osmotic requirement
emerged for growth of C. fasciculata at 33°C
(Errensocrm, B. B.; Hurner, S. H. &
’ConneLr, K. M. — J. Protozool. (Suppl.)
16:13, 1969).

In an attempt to grow the protozoa above
33°C, we found a requirement for a lipid,
in addition to the high osmotic condition,
which can be supplied as lecithin or
“Tween 807,

The medium used had the following com-
position: potassium citrate 0.2%, citric acid
0.1%, L-malic acid 0.04%, succinic acid
0.2%, MgCO; 0.29, metal mixture 0.029%,
Fe(NH,).(S05). 6 H.0 2 mg%, CaCO,
4.0 mg%, adenine 4.0 mg%, sorbitol 3.0%,
Na,-glycerophosphate 5 H:0 2%, Ca pan-
tothenate 0.2 mg%, nicotinamide 0.2 mg%,
Na-riboflavin PO, 0.12 mg%, thiamine 0.06
mg%, biotin 0.0004 mg%, pyridoxamine 2
HCI 0.06 mg%, folic acid 0.4 mg%, hemin
(in quadro) 2 mg%, L-arginine 0.08%,

Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, G.B., Brasil.

L-histidine HCI H.O 0.069%, L-isoleucine
0.04%, L-leucine 0,04%, L-lysine HCI
0.049, L-phenylalanine 0.049%, L-threonine
0.04%, L-tryptophan 0.02%, L-tyrosine
ethyl ester HCl 0.049, L-valine 0.04%,
L-methionine 0.049% (pH 6.5). The expe-
riments were made in 25 ml flasks with a
final volume of 5 ml. The incubation was
carried out in an electric incubator with
the door permanently closed during incuba-
tion. Growth was optically estimated with
a densitometer.

Lecithin or “Tween 80” had no effect
on growth at 28°C (Table I). With an in-
crease of temperature (33°C), both subs-
tances showed moderate stimulatory eflect.
At 34°C, even the concentrated medium pro-
duced poor growth in absence of the lipid
sources., A remarkable effect on growth
was shown by high concentration of “Tween
80” at this temperature.

The lipid and osmotic requirements, for
growing C. fasciculaia above 33°C. suggest
that a temperature damage of the membrane
may occur at high temperature. The requi-
rement for lecithin or “Tween 80” (sorbitan
mono-oleate polyoxyethylene) can be ex-
plained by a common factor present in the
two lipid sources, i.e., oleic acid. The re-
lation between oleic acid and temperature
has been shown with other systems. With
Saccharomyces cerevisae, the addilion of

Part of

this work was done at Haskins Laboratories, New York, U.S.A.
(1) Fellow oI the Conselho Nacional de Pesquisas.
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TABLE I

Effect "of lecithin and “Tween 80”

on the growth of Cvithidia fasciculata

at high temperature

Optical density after 5 days
Additions

280C 330C 340C

NN e e e 1.16 0.76 0.24
Lecithin 200 ME% « v vt i e 1.18 0.91 0.49
Lecithin 5.0 ME% oo 118 0.99 0.63
Lecithin 100.0 MET oo oot i { 1.16 1.03 0.65
“Tween 80”7 200 ME% - v v 1.00 0.90 0.48
“Tween 80” B50.0 ME% ..ot 116 0.98 0.83
“Tween 80" 1000 ME% v v eivine i 1.22 1.08 0.99

oleic acid avoids the thermal death at 40°C RESUMO

(Suerman, F. — J. Cell. Comp. Physiol.,
54:29-35, 1959). In Rhodotorula gracilis,
the lipid content decreases when the tem-
perature of incubation is increased from
27 to 35°C, with a slight tendency of the
concentration of oleic acid to increase as
the temperature decreases (Enemo, I &
Iwamoro, H. — Acta Chem. Scand., 20:
439-443, 1966). Our results may indicate
a loss of the physiologic capacity in lrypa-
nosomatids at high temperature in such a
way as to arise to host dependence.

Fatores de crescimento de Crithidia fasci~
culata @ temperaturas superiores a 33°C

Estudando o cultivo de Crithidia fasci-
culata a 33°C e a 34°C, concluiu o Autor
que, além de exigir um elevado nivel osmé-
tico do meio, constituia fator essencial para
o flagelado, um elemento lipidico, isto &,
acido oleico.

Recebido para publicacdo em 1-4-1970.
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ISOLATION

OF THREE

NEW SEROTYPES OF

ERYSIPELOTHRIX RHUSIOPATHIAE

A. F. Pestana de Castro (1), Luiz Rachid TraBuLsi (2), Oswaldo

CampepeLLl Filho (1) and C. Troise (D)

SUMMARY

Three new serotypes of Erysipelothrix rhusiopathiae, isolated from the tonsils

of pigs and corporal surface of marine and fresh water fish, are described.

These

three types are temporarily denominated as I, J and K.

The first evidence on antigenic differen-
ces among strains of E. rhusiopathice was
reported by Warrs, P. S. (J. Path. Bact.,
50:355, 1940) who described two serolo-
gical types according to the presence, on
these strains, of a specilic thermostable com-
ponent.

Studies carried out by Arkinson, N. &
Corrins, F. V. (Aust. Vet [J., 16:193,
1940) and Depif, K. (Exp. Vet Med., 2:
56, 1950) confirmed Watts’ findings and
another type of K. rhusiopathice was cha-
raclerized by the absense of any specific
thermostable antigen detectable by the pre-
cipitin reaction. This type was called N
form and the types described by Warrs, P. S.
were denominated types A and B.

Later, two other serological types were
described by HeuNer, I'. (Areh. Exp. Vet
Med., 12:40, 1958) who designated them C
and Kucsera, D, G. (Acta Acad. Sci. Vet.
Hung., 13:61, 1963 and 14:293, 1964) des-
cribed the types I and Truszczynski, G. M.
(Bull. Vet. Inst. Pulawy, 7:85, 1963), who
did not follow this sort of nomenclature,
reported another type called by him P. Des-
pite the fact that this Author compared his
strain only with, Murase, N. et al. strains
(Jap. J. Vet. Sci., 21:113, 1959; 21:215,
1959; 22:1, 1960}, comparative studies car-
ried out by us proved that this type is
indeed a new type, unless it is identical to
the H type, recently described by Ewawp,

F. W. (Berl. Miinch. tierédrztl, Wschr., 80:1,
1967) and not included in our research.

The main purpose of this note is to re~
port the isolation of three new serotypes of
E. rhusiopathice identified when 73 strains
isolated  from tomsils of normal pigs and
29 from the corporal surface of marine and
fresh water fish were examinated serologi-
cally according to the technique described
by Smruman, R. D. (Iowa, lowa State Uni-
versity Press, 1959, p. 335). Strains be-
longing to the types already described, i.e.,
A, B, C, D, E, G and P were found among
our isolates. Furthermore, 17 strains be-
haved as N forms whereas 13 strains, when
tested by the immunodiffusion techniques
with antisera prepared against the standard
strains, did not show any precipitation line.
However acelic acid extracts prepared with
these “apparent N forms”, when tested with
homologous antisera, gave a sirong line of
precipitation. Cross-precipitation tesls, per-
formed with these strains and the respective
antisera, allowed us to separate them in
three groups. Although we did not compare
our new types with the H type described
recently by Lwarp, F. W. (Berl. Miinch.
tterérzil. Wschr., 80:1, 1967) we decided to
call them I, J and K temporarily, since Kuc-
sERA, G. (personal communicalion) found
out that our strains do not belong to the H
type. These serotypes, except K, were found
in both, pigs and fish (Table I).

(1) Instituto Biolégico de Sado Paulo, Sdo Paulo, Brasil

(2) Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Escola Paulista de Medicina, Sdo Paulo, Brasil
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TABLE I E. rhusiopathiae and the role played by

Strains belonging to the new types of
B. rhusiopathiae

Serological types Strains
I S52, S71, P3, P26, P28
J $60, S62, S65, S66, P23
K S4, S10, S61
S = strains isolated from pigs
P = strains isolated from fish

Several Authors (Acta Acad. Sci. Vet
Hung., 13:61, 1963; 14:293, 1964; Jfap. J.
Vet. Sci., 22:1, 1960) have claimed about
the importance of serological studies on F.
rhusiopathice and its relationship with the
epidemiology and pathogeny of the infection
among human beings and animals. The
report of these three new serotypes reinforces
this fact and shows that further studies on
this field will be necessary in order to sort
out the range of the serological types of

them on infections caused by this microorga-
nisms in men and animals.

RESUMO

Isolamento de trés novos sorotipos de
Erysipelothrix rhusiopathiae

Trés novos sorotipes de E. rhusiopathiae,
isolados de amigdalas de suinos aparente-
mente normais e da superficie corporal de
peixes, foram identificados através da técni-
ca de imunodifusio em gel usando-se antiso-
ros preparados contra amostras pertencentes
aos tipos sorologicos A, B, C, D, E, G e P.
Aos tipos novos foram proposlas as denomi-
nages I, J e K.

Recebido para publicacdo em setembro, 1970.
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS LEPTOSPIROSES

C. A. SanTA Rosga (M

RESUMO

Foi feita uma revisio dos métodos de diagndstico das leptospiroses. Tédas
as técnicas (exame microscopico, cultivo, inoculagio ¢ pesquisa de anticorpos)
foram detalhadamente discutidas e avaliadas.

O trabalho inclui ainda um apéndice contendo algumas técnicas de colo-
racio, meios de cultura e outros reagentes.

INTRODUCAO

Por volia de 1886, WEIL descreveu uma
doenga caracterizada por febre, ictericia, he-
morragias, compromelimento hepético e re-
nal. Foi a primeira descri¢do de leptospi-
rose humana, que depois passou a se cha-
mar Doenca de Weil, quando apresenta éste
quadro e é causada pelo sorotipo icterohae-
morrhagiae.

Cérca de 30 anos mais tarde, os pesqui-
sadores japoneses isolaram o agente etiolé-
gico da doenga e logo depois foi criado o
género Leptospira.

Mais ou menos naquela época, comegaram
também a aparecer os primeiros trabalhos
brasileiros, principalmente sGbre roedores.
Mas o interésse pelo assunto entre nés, real-
mente, s6 foi despertado alguns anos depois.

Desde aquéles tempos tém se expandido
muito os conhecimentos sdbre as manifesta-
¢Bes clinicas das leptospiroses humana e ani-
mal, sua distribuigio em animais silvestres
¢ ainda os aspectos epidemiolégicos. No
homem, como nos animais, as manifestacdes
clinicas variam muito em tipo e severidade,
podendo a infecgfo ocorrer de forma assinto-
matica. Por isto, é de suma importdncia a
necessidade do diagnéstico laboratorial ndo
somente para uma conlirmagéo dos casos cli-
nicos, como lambém para identilicar animais
portadores, determinar a extensdo do proble-
ma e desenvolver medidas de controle da
doenga.

Atualmente, ha uma variedade de métodos
para o diagnostico de laboratério das leptos-
piroses que podem ser usados com relativa
facilidade em muitos laboratérios de anali-
ses clinicas, de hospilais e de institutos de
pesquisa. E oObvio que para isto hd neces-
sidade de pessoal habilitado e de um peque-
no equipamento especializado que, no geral,
serve também para outros diagndsticos labo-
ratoriais. Além disso, o sucesso dos méto-
dos depende muito de sua aplicagio ade-
quada, bem como da colheita e transporte
do material a ser examinado. Ha ainda ne-
cessidade de uma estreita cooperaciio entre
os clinicos médico e veterinario, microbio-
logista e os especialistas no assunto.

Em nosso pais, com excegio de SAo Pau-
lo, pouquissimas siio as cidades onde se pode
fazer um simples diagnéstico sorolégico de
Leptospirose.

¥, pois, com a finalidade de ajudar aque-
les que desejam fazer o diagnéstico labo-
ratorial de Leptospirose que fazemos esta
reviséo.

No diagnéstico de laboratério das leptos-
piroses os principais métodos empregados so
a visualizacdo de leptospiras em liquidos e
lecidos dos pacientes, o isolamento das mes-
mas e a pesquisa de anticorpos.

I — VISUALIZAGCAO

0 diagnéstico das leptospiras no homem
e nos animais domésticos, por meio de um

(1) Departamento de Microbiologia ¢ Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universi-

dade de Sao Paulo, S&o Paulo, Brasil
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exame microsclpico direto, nos liquidos ou
tecidos, tem uma aplicagﬁo, até certo pon-
to, limitada e depende da presenca de leptos-
piras naqueles tecidos e liquidos.

1. Exame em campo-escuro
a) De sangue

Pelo fato de serem espiroquetas de cor-
po muite fino, a visualizagfo de leptospiras
no sangue ou em oulros materiais a fresco,
nfo pode ser feita em microscopio com o
condensador comum de campo-claro. Elas
s6 poderfo ser vistas nestas preparacbes se
o microscépio f6r provido de iluminacdo com
campo-escuro.

Assim, durante o periodo de leptospiremia
da doenca, elas estdo no sangue circulante
e podem ser visualizadas em um exame di-
reto do material a fresco. IEsta visualizacfo,
porém, ndo € tdo facil como parece porque
elas estdo presentes apenas durante os pri-
meiros dias da doenga, no estagio febril e
sem que se haja feito qualquer aplicacfio
de antibidticos no paciente. Além disto,
deve-se levar em conta que o niimero de
leptospiras contidas numa gdta de sangue,
em geral ndo € muito grande. Nas infime-
ras vézes em que ecxaminamos sangue de
cobaios infetados, no perfodo febril, poucas
foram as ocasiGes em que vimos leptospiras,

Convém chamar aqui a atengio para o
fato de que aos olhos das pessoas ainda
nfio habituadas com a aparéncia de leptos-
piras em campo-escuro, confusdes podem se
estabelecer com filamentos de fibrina que
saem dos globulos vermelhos e brancos e se
assemelham a leptospiras. [FEstas porém, tém
uma morfologia bem definida além de mo-
vimentos bem distintos, enquanto aquéles fi-
lamentos diferem por serem mais espéscos
¢ ndo apresentarem movimenlagio propria.

b) De urina

Leptospiras, em geral, aparecem na uri-
na dos doentes durante a segunda semana da
doenga e podem nela persistir por cérca de
trinta dias (no homem) e em periodos mais
longos e bastante varidveis (nos animais do-
mésticos).

Como leplospiras podem ser lisadas pela
urina acida, deve ser dada ao paciente uma
dieta alcalina alguns dias antes de se co-
Ihér a urina, se f0r permitido clinicamente.
Deve-se colhér a segunda da manhf, cen-
trifugd-la durante cérca de 10 minutos, a
3.000 r.p.m. e examinar o sedimento. O
transporte demorado de amosiras de urina

para o laboratério diminui -as chances de
um resultado positivo.

¢) Liquido céfalo-raquidiano

Leptospiras podem néle aparécer no fim
da primeira semana da doenga mas geral-
mente, sdo em numero muito pequeno. Por
isto nem sempre é facil vé-las ao campo-
escuro,

Os exames em campo-escuro acima co-
menlados ndo devem ser tomados como um
método ideal de diagnéstico laboratorial e
sim como um método auxiliar e demonstra-
tivo.

2. Coloragio argéntica

Nos casos fatais, leptospiras podem ser
vistas em corles histolégicos de rins e figa-
do corados pelo método de Levaditi, que
segue uma técnica de impregnagfo pela pra-
ta. Na opinifio de alguns, éste método tem
muitas desvantagens porque os resultados
sdo inconstantes, assim como as técnicas e
os reagentes sfo falhos. Isto se refere, em
particular, aos métodos de Fontana para
esfregagos e Levaditi para os cortes de te-
cidos. Além disto, falta especificidade de
métodos para espiroquetas em geral, bem
como para leptospirose, porque outros ele-
mentos dos tecidos sdo argentdfilos, prinei-
palmente os pigmentos hematdgenos, os ni-
cleos e a melanina.

Pelo método de Levaditi, o bloco inteiro do
tecido deve ser tratado pela prata, antes de
serem feitos os cortes. Outra técnica con-
siste no tratamento de cortes individuais pelo
reagente,

Para esfregacos, o método mais usado tem
sido o de Fontana-Tribondeau, cuja descri-
¢do se acha no apéndice desta revisio. Ha
poucos anos porém, outro método foi desen-
volvido, também para esfregacos que serve
nélo somente para leptospiras como ainda para
flagelos de outras bactérias. Tste método
apresenta as seguinies vantagens: os rea-
gentes so de facil aquisicio; os esfregagos
de sangue ou as impresses de tecidos sfo
secados ao ar e nfo fixados guimicamente;
as preparagbes podem ser feitas em poucos
minutos e examinadas o logo estejam sé-
cas; por fim, a morfologia das leptospiras ¢é
preservada e nfo ha problemas de precipi-
tagdo de reagentes.

3. Coloragio direta

Outros métodos de coloragiio, usando-se
alguns- corantes habituais em bacteriologia,
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podem ser empregados para demonstragéo
com a mesma praticabilidade dos métodos
de impregnacfio pela prata, porém sio menos
eficientes do que oulros métodos de demons-
tracdo de leptospiras. Entre éles estdo a co-
loragio por violeta de metila e a coloragio
negativa pelo vermelho Congo.

4. Técnicas de imunofluorescéncia

Estas técnicas podem ser aplicadas com
sucesso na visualizagio de leptospiras em
preparagdes tissulares e na urina. Poucos
porém tém sido os trvabalhos até agora pu-
blicados s6bre técnicas de imunofluorescén-
cia na demonsiracio de leptospiras. Estas
técnicas tém algumas vantagens se bem que,
até certo ponto, tedbricas. Em primeiro lu-
gar, as leptospiras coram-se bem pelo isotio-
cianato de fluoresceina e esta coloragfo ine-
giavelmente traduz uma rcagio antigeno-an-
ticorpo especilica para leptospiras. Intdo a
técnica demonstra nfo sdmenle leptospiras
integras nos esfregacos ou nos cortes de te-
cidos como também fragmentos delas.

As técnicas direta e indireta podem ser
usadas. A primeira em esfregacos de urina
e impressdes de tecidos e a segunda na pes-
quisa de anticorpos.

II — METODOS SOROLOGICOS

Os componentes antigénicos das leptospiras
sio complexos e néo estdo ainda muito bem
compreendidos.  Apesar disto, sdo as rea-
¢bes anligeno-anticorpo as que se usam na
rotina de diagnésiico das varias leptospiro-
ses, nos inquéritos soroldgicos, nos estudos
de anticorpos residuais no homem, animais
domeésticos e silvestres.

Muitos testes sorologicos foram até agora
estudados para o sbro-diagnéstico das leptos-
piroses, baseados todos na demonstragdo de
anticorpos no séro dos pacientes, Nem to-
dos, porém, sio prélicos para uma rotina de
laboratério, Daremos aqui alguns exemplos
comegando pelo mais usado.

1. Séro-aglutinacio microscopica

A sbro-aglulinagio microscopica ainda &
o método de preferéncia para o diagndstico
sorolégico das leptospiroses e para a classi-
ficagfio sorologica de leptospiras.

Ha dois pontos muito importantes neste
teste: a densidade do antigeno e a definicéo
do titulo final numa dilui¢do de sbro. Com
relacio ao primeiro a recomendagdo do Gru-
po de Leptospiroses da Organizagio Mundial

da Satide é para que se use, no teste, anti-
genos vivos, culturas em meio liguido, entre
4 ¢ 14 dias de crescimento e tendo uma
densidade de aproximadamente 50 a 100
milhSes de organismos por mililitro, numa
mistura final de sbro e antigeno. Para
tanto, a densidade do antigeno pode ser dada
por mélodos nefelométricos ou pelo uso de
uma cimara especial adaptada ao micros-
cépio para contagem dos organismos em
campo-escuro. Por esla contagem o antige-
no ideal serd aquéle que contenha pelo me-
nos de 100 a 200 organismos por campo
microscépico, usando-se uma ocular 10 X e
uma objetiva 45 X. Além disto, deve o
antigeno estar livre de contaminagdo e li-
vre de autoaglulinacfo.

O grau de aglutinagfio neste teste vai de
1009% (quando nenhuma leptospira solta é
vista em campo-escuro enlre os grumos de
aglutina¢fo) até uma percentagem menor no
s6ro mais diluido. Fste grau de aglutina-
cio s6 pode ser delerminado em térmos de
proporgio de leptospiras livres. Aceita-se
como ponto final de uma reagio de sdro-
aglutinago, a diluicio final do sdro, na
qual 509% ou mais de leptospiras sdo aglu-
linadas, enquanto menos de 50% de leptos-
piras permanecem livres quando comparadas
com as suspensbes de contrdle que devem
ser feitas com o antigeno representando
25%, 50% e 75% de células.

Na sbro-aglulinagio microscépica dois ti-
pos de antigenos podem ser usados: a) an-
tigenos vivos e b) antigenos formolizados.

a) Preparo dos antigenos

As cepas que habitualmente usamos como
antigenos, sio repicadas cada sete dias e
mantidas em meio de Stuart. Houve época
em que trabalhamos também com o meio de
Korthoff. Ambos sfo bons e fornecem bons
antigenos. A mudanga de um para outro se
deu apenas porque o meio de Stuart comer-
cial (Difco) é mais facil e mais rapido de
ser preparado. Na rotina usamos repicar
cérca de 6 tubos 18 X 180 mm, contendo
5 ou 10 ml do meio liquido em questio
(quantidade suficiente para a rotina soro=
logica de uma semana dtil); dependendo
do volume de soros a examinar sfo usados
quatro ou cinco dos tubos repicados deixan-
do-se sempre um tubo de reserva, de cada
antigeno, para ser usado como matriz nos
repiques da semana seguinte. Apds o repi-
que, que deve ser feito com um inéculo na
propor¢io de 10% do volume de meio a
semear, os tubos sdo incubados em estufa en-
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tre 28 a 30°C. Os antigenos sflo cntdo usa-
dos a partir do quarto ou quinto dia apés a
semeadura e depois de lerem sido examina-
dos quanto & pureza e aulo-aglutinagfo. A
verificagdo de densidade conforme recomen-
dado, ndo é facil. Assim nos baseamos na
idade do antigeno e quando dentro da faixa
preestabelecida éle estd muito denso, dilui-
mos com o proprio meio de cultura. Os an-
tigenos muito densos sfo menos sensiveis,
mas na pratica a diferenga de sensibilidade
observada em anligenos frente a soros com
anticorpos é muito pequena quando se lem
um antigeno mais ou menos denso. km ge-
ral, as culturas com o tempo de crescimento
estabelecido, apresentam uma densidade sa-
tisfatoria.

Uma bateria ideal de antigenos para o so-
rodiagnéslico das leplospiroses é aquela que
contém um sorotipo representativo de cada
sorogrupo. Sfio, portanto, 17 representantes
dos sorogrupos patogénicos e 2 dos apato-
génicos, conforme a Gltima lista publicada
pela O.M.S. datada de 1967. As cepas
que se incluem numa bateria de antigenos
devem ser cepas de referéncia, mas de acor-
do com as condigbes locais de cada pais ou
mesmo regifo, estas cepas podem ser subs-
tituldas, aumentadas ou suprimidas. O Gru-
po de Leptospiroses da O.M.S. sugere a se-
guinte bateria de antigenos:

Sorotipo Amostra
1 — icterohaemorrhagiae RGA
2 — javanica Veldrat Batavia 46
3 — canicolw Hond Utrecht IV
4 — castellonis Castellén 3
5 — pyrogenis Salinem
6 — butembo Butembo
T — autumnalis Akivami A
8 — bratislava Jez Bratislava
9 — pomona Pomona
10 — grippotyphosa Maockva V
11 — wolffi 3705
12 — borincana HS 622
13 — bataviae Van Tienen
14 — tarassovi (ex hyos) Perepelicin
15 — patoc Patoc I.

No laboratério de trabalho do Autor, a
bateria de antigenos em uso de rolina con-
tém quatro sorotipos a mais do que aquela
acima sugerida. Sfo éles: panama, celle-
doni, shermani e brasiliensis, Os és pri-
meiros por represenlarem lrés  sorogrupos
distintos e que nfio constam da lista acima.
e a Oltima por ser de inlerésse regional.
Ainda na mesma bateria, no sorogrupo Heb-
domadis ao invés de usarmos borincana e
wolffi usamos sdomenlte o Gllimo, em virtude
de jé ter sido isolado em Sdo Paulo, de um

pacienle ¢ de rato silvestre. [ste sorotipo tem
sido encontrado em soros de bovinos, aqui
enlre ndés, numa incidéncia muito alta, pre-
dominando mesmo sdébre os demais. O so-
rotipo bratislava é na bateria do Autor subs-
tituido pelo sorotipo australis (cepa Ballico),
que encabega o sorogrupo que ambos repre-
sentam.

Vé-s, pois, que de acérdo com o interésse
reglonal, em um pais da extenso do Brasil,
esta bateria pode ser allerada se no extremo
norte forem enconltrados sorotipos diferentes.

b) Técnica da séro-aglutinacio

O sbro a testar ¢ inicialmente diluido a
a 1/100 em salina fisiologica estéril, (9,9 ml
de salina + 0,1 de s6ro). Desta diluigio
colocam-se 0,2 ml em tubos 13 X 100 mm,
tantos quantos forem os antigenos a empre-
gar. Em seguida, coloca-se igual quantida-
de de cada antigeno, um para cada tubo;
agita-se ligeiramente a eslanle e leva-se &
estufa 28-30°C durante 3 horas. Decorri-
do Este tempo faz-se entfo a leitura micros-
copica em campo escuro, usando-se prefe-
rencialmente uma ocular 10 ou 15 X e uma
objetiva de baixo aumento. O ideal serd
ter-s¢ um aumento de 100-120 vézes. De
cada tubo coloca-se uma gbta na lamina,
com uma pipeta Pasteur ou com uma alca
de platina ¢ leva-se ao microscopio para
leitura.

Na leitura o grau de aglutinagfo deve ser
compulade de 4+ quando 75-1009% das
leplospiras se acham aglutinadas, 3+ quan-
do aproximadamente 75% se aglulinam, 2+
com 509% aglutinadas ¢ 1+ com pelo me-
nos 25% dos crganismos aglutinados. Con-
sidera-se como positivo o s6ro que no cam-
po-escuro mostrar uma reacio de 2+.

A elapa seguinte é a titulacio déste sbro
que ¢ feila no dia imediato. Para o clinico
o resultado pelo teste da triagem ja ¢ sufi-
ciente. Mas se houver interésse no Lilulo
prossegue-se enldo com o leste.

Em nossa rolina, em geral preparamos
uma série de tubos, 7 ao todo, que corres-
ponde a uma diluigdo de 1/12.800 na mis-
tura soéro -+ antigeno. Usamos nas dilui-
¢bes uma série geomélrica a razfio de dois.
O tulo final é considerado naquela dilui-
¢io que moslrou um campo-escuro com 509
das leplospiras aglutinadas; foi o mesmo crité-
rio que se adotou na leitura de triagem. 3e o
soro, em exame na diluicio de 1/12.800, mos-
trar uma reac¢do de 3 ou 4+ fazemos nova sé-
ric de diluigbes até encontrar o titulo [final.
Em nossa experiéncia com. o leste de tria-
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gem, o tilulo mais alto encontrado foi em
sdéro de suino, para o sorolipo pomona

(1/409.600) .

O método, tal como foi acima descrilo, €
o usado pelo Autor. Ha porém variagdes
que sio empregadas por outros laboratérios,
sem prejucicar o leste e que em certos aspec-
tos é mais uma questio de gbsto pessoal, As-
sim, ha alguns que ainda preferem as placas
de porcelana ou de plastico, placas cscava-
das, ¢ que foram inicialmente usadas quando
da idealizacfio do teste. Nos preflerimos os
tubos. A técnica de diluigio é [eita por
nés usando pipetas de 2 mi graduadas em
centésimos.  Mas ainda hd quem prefira
usar a téenica da diluigio por gotas traba-
lhando com uma pipeta Pasteur. Nas di-
lui¢Bes usamos uma série geométrica a razio
de dois; hd pesquisadores que preferem-na
a raziio de quatro e até de dez. Fstes e ou-
tros detalhes ou adapiagfes &s condigbes lo-
cais [icam sempre & critério do investigador
conlanto que nfio altere a esséncia do leste.

Durante muilo tempo os lestes feitos com
antigenos vivos foram chamados de “agluti-
nacfio-lise” e ainda hoje encontra-se traba-
lhos em que o térmo é empregado. E bom
chamar aqui a atengfio para o fato de que
éste t€rmo caiu em desuso e € mesmo consi-
derado como incorreto, desde que infimeros
trabalhos de pesquisa mostraram que néo
existe na reagdo a suposta “lise”, principal~
mente nas dilui¢bes mais altas. Desta sor-
le a reacfio deve ser chamada simplesmente
de “soro-aglutinagiio microscopica”.

c) Soro-aglutinagio com antigenos
Jormolizados

O método é idéntico aquele dos antigenos
“yives” com a diferenca de que aqui as cul-
turas sio formolizadas. Para tanto se adi-
ciona as culturas vivas, 0,3% de formol.
Depois de 1 ou 2 horas esta cultura é centri-
fugada a 1.500 r.p.m. durante 10 minutos
para a eliminagio de maleriais estranhos.
Fsta pronto o antigeno para ser usado. Este
é estavel por cérca de 2 a 3 semanas e até
por 3 meses quando se usa os meios de
Korthoff, Stuart ou outro meio contendo séro
de coelho. Apesar da recomendagio da
0.M.S. sdbre o uso de antigenos vivos, éste
método também pode ser usado. Ha porém
as desvantagens de, na maioria das vézes,
dar Utulos mais baixos do que aquéles con-
seguidos quando se usa antigenos vivos, e
também de apresentar uma faixa maior de
reacdes cruzadas com sovolipos heterdlogos.

d) Uso do anitgeno Patoc

0 método de sbro-aglutinacio em que se
usa o antigeno patoc é o mesmo com varia-
¢iio apenas no antigeno. Em lugar de se
usar muitas cepas, usa-se apenas uma, apa-
togénica, do sorogrupo semaranga, cepa Patoc
L. A razdo disto estda na larga faixa de reagbes
cruzadas encontrada em lestes comparativos
entre a soro-aglutinagho e a fixacio de com~
plemento. Néles, a correlacio entre reages
feitas com anligeno Paloc sdmente e anti-
genos de sorolipos patogénicos, tem sido de
80-83%, havendo citagbes de até 98,7%.
As reagBes cruzadas se dio principalmente
entre o sorolipo patoc e os sorotipos ictero-
haemorrhagice e pomons em maior escala,
e outros sorotipos palogénicos em menor
grau. Segundo Turner, a correlagio é alta
gquando sfo usados soros colhidos durante a
doenca e depois, num periodo de 9 a 12
meses.

O antigeno Patoc, portanto, pode ser usado
como antigeno unico, principalmente quan-
do néo se tem recursos para usar uma gran-
de bateria. E prelerivel fazer a reacfio com
um antigeno tuico do que deixar de fazer
o diagnéstico. Infelizmente, éste antigeno
tem aplicacio apenas para o diagnéstico de
leptospirose humana; com soros de animais
éle nio reage ou reage muito mal.

e) Reagbes de aglutinagio
cruzada

E comum o fato de sorotipos pertencentes
a0 mesmo sorogrupo mostrarem reagdes cru-
zadas em altos titulos. Por isto, nunca se
deve afirmar que em um caso de leptospirose
o antigeno que deu o tilulo mais alto é o
mesmo do sorotipo infetante. Acontece ain-
da casos em que na primeira semana da
doenga as reacbes heterdlogas sfo mais for-
tes do que as homoélogas. Elas ocorrem com
mais freqiiéncia entre o 6.° ¢ 11.° dias do
inicio da doenga o que acontece apenas
com alguns sorotipos. Se porém, os testes
sdo feitos com varias amostras de sbro, co-
lhidas em periodos diferentes, a reacgio ho-
méloga acaba por dominar.

f) Colheita de material para
sorologia

Ao laboratério deve ser enviado o soro do
paciente, homem ou animal, numa quanti-
dade nunca inferior a 1 ml. Este séro deve
ser livre de contaminagbes, ser de colheita
recente ¢ nfo estar hemolisado. Se nao for
levado ao laboratério no mesmo dia da co-
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lheita deve ser guardado em geladeira ou
de preferéncia em congelador — 20°C. Se
fér enviado a grandes distincias, deve ser
acondicionado em recipiente com gélo séco.
Na impossibilidade de tal cuidado, o recurso
é mandi-lo mesmo a temperatura ambiente.
E ébvio que o teor de anticorpos, nestas con-
digBes, pode diminuir, nfo chegando porém
a desaparecer totalmente. Tanto assim que
soros por nds recebidos do mnorte do pais,
com uma demora de quatro dias, ainda rea-
giram com ttulos alios.

Pelo menos duas amostras de sangue de-
vem ser tomadas para as provas sorolégicas:
uma durante a primeira semana da doenca
‘(fase aguda) e a outra dez dias ou duas
semanas mais tarde para se acompanhar a
ascenglo do titulo em casos positivos. Os
titulos méximos, em geral, sfo alcancados na
terceira ou quarla semanas,

O sbro-diagndstico em leptospirose confir-
ma uma infecgfio presente ou passada, mas
como ja foi visto, reagbes paradoxais podem
acontecer, de sorle que a determinagiio do
sorotipo infetante somente pode ser dada
pelo isolamentio e tipificaciio de leptospiras.

2. . Séro-aglutinagdo macroscopica

Como ficou visto, os testes de aglutinaciio
microscopica com muitos antigenos sdo tra-
balhosos, demorados e requerem a manu-
tencho de um estoque de culiuras, além de
outras exigéncias. Por esta razéo, fica res-
trito & rotina de poucos laboratdrios.

Para substitui-lo e tornar o diagnostico
mais acessivel, mesmo a pequenos laboratéo-
rios, varios pesquisadores pensaram em um
teste mais simples e menos trabalhoso. Dai
surgirem os lestes de sbro-aglutinagdo ma-
croscopica. Neéles, dentre outras, duas tée-
nicas tém sido muito usadas no exlerior: a
aglutinagio em tubo capilar, de Stoener e
o teste de aglutinagio em placa, de Galton,
Em ambos, os antigenos sflo formolizados.

Dos dois acima mencionados o mais usa-
do atualmente é o da placa, no qual sdo em-
pregados qualro “pools” de antigenos, con-
tendo cada um irés sorotipos diferentes. Os
antigenos nflo sfio muito dificeis de se pre-
parar, ‘sio estdveis e sensiveis. O tesle é
simples e tem a vantagem se demonsirar an-
ticorpos nos soros de pacientes, mais cédo
do que quando se emprega a séro-aglutina-
¢fo microscopica. Na fase aguda da doen-
ca, observa-se, quando €le é usado, um gran-
de nlimero de reagBes cruzadas.

Para um exame de infecgbes passadas e
pesquisa de anticorpos residuais é um teste

menos sensivel que o microscépico. Por csta
razio tem suas limitagbes quando se quer
fazer pesquisa em inquéritos sorolégicos.

O antigeno estd comercializado pela Difco
mas, no Brasil, nfo se encontra com facili~
dade, nem mesmo mnas casas especializadas.

Nestas partidas comercials, muitas vézes
ocorre o fendmeno de autoaglutinagio, mes-
mo antes do periodo de vencimento do anti-
geno. E necessirio pois, tomar as devidas
precaugdes.

Resumidamente, o teste é feito da seguin-
le maneira: do séro a ser testado dispen-
sa-se, com uma pipeta de 0,2 ml, apenas
0,01 ml do s6ro em uma placa de vidro
semelhante & que se usa na s6ro-aglutina-
géo, para o diagnostico de brucelose. A esta
guantidade dispensada junta-se uma géta do
antigeno (uma de cada pool) que contém
aproximadamente 0,055 ml e homogeiniza-se
com um palito ou um bastdo fino de vidro.
A placa é, entfo, colocada em um agitador
especial a uma velocidade de 125 r.p.m.,
durante 4 minutos. Embora a idealizadora
do teste insista na necessidade déste equipa-
mento, algumas vézes tivemos oportunidade
de lazer a reagfio sem éle e obter resulta-
dos semelhantes, apenas girando a placa na
méo durante o tempo acima especificado.

A reaciio € lida s6bre uma caixa com luz
ou qualquer luz indireta com fundo escuro.
Serd positive (+) quando aparecerem gru-
mos bem distintos; suspetiea, se houver gru-
mos muito finos e negative se a mistura sb-
ro-antigeno permanecer inalterada.

Se [6r obtida uma reacfio positiva ou sus-
peita em um ou mais pools, testa-se entéo
o sOro com os antigenos isolados que com-
pbem aqueéle pool, usando-se o mesmo mé-
todo descrito acima. Na leitura, os graus
de aglutinagiio deverfio ser anolados como
4+ quando lodos os organismos aparecem
aglutinados e o sobrenadante claro; 3+ se
75% déles aparecem aglulinados e assim por
diante, tal como o crilério adotado para a
leitura da reagfo microscopica.

Se wma reagfio positiva é obtida em um
ou mais antigenos, o séro é diluido a 1/5 ¢
titulado contra aquéles antigenos. Para esta
titulagio o sbéro diluido é colocado em pla-
ca nas quantidades de 0,04, 0,02, 0,01 e
0,005 ml. Uma géta do antigeno & mistu-
rada a cada uma destas dilui¢bes e lida como
foi descrito acima. Se nesta operagio ainda
nio se obteve o titulo final, dilui-se o soro
a 1/50 e dispensa-se na placa as quantida-
des anleriormente especilicadas e mistura-se
em cada uma delas uma gbta do antigeno.
A leitura é leita como as anteriores,
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IIf — METODOS DE ISOLAMENTO
DE LEPTOSPIRAS

O isolamento de leptospiras de material
humano ou animal ndo é tdo dificil quanto
parece e depende apenas de certos cuidados
gerais de técnica bacteriolégica e de alguns
fatores a ela ligados. Assim, a limpeza ade-
quada da vidraria usada é importante, pois
nela nfo deve haver iragos siquer de deter-
gentes ou antissépticos. A lavagem, portan-
to, deve ser cuidadosa. O uso do meio de
cultura apropriado e com um pH correto
(7,2 a 74) é também fator de muita im-
portincia, hem como a qualidade do mate-
rial a semear, e a sua idade; deve ser tam-
hém de colheita recente e nfo estar autoli-
sado.

A escolha de material, como fonte de
isolamento, depende muito do estagio da
infeccdo, seja em casos de leptospirose hu-
mana ou seja animal. Déste modo, durante
a primeira semana da doenca, na fase de
leptospiremia, os materiais ideais para o iso-
lamento sio o sangue, nos casos humanos e
animais, e 6rgdos (figado, rins e buyv) su
houver morte. Durante a fase de leptospi-
riiria o isolamento deve ser tentado da urina
e da cortex renal.

1. Culture direta
a) De sangue

O sangue venoso deve ser colhido assepti-
camente durante a primeira semana da doen-
ca, se possivel no perfodo febril e antes que
se tenha administrado antibidticos ao pa-
ciente. Deve ser semeado imediatamente
ap6s a colheita, se possivel na prépria cabe-
ceira do doente, em 3 a 4 tubos do meio
de Tletcher. Se liver que ser enviado ao
laboratério e ja chegar coagulado, aprovei-
ta-se o sbro para a sorologia e tritura-se o
codgulo com um pouco do préprio séro e
inocula-se tubos com o meio ja referido.
Para alguns pesquisadores, anticoagulantes
sfo desnecessarios e até prejudiciais. Nao
temos opinido formada a respeito, pois sem-
pre fizemos semeaduras diretas. Para os
que quiserem experimentar o material com
anticoagulante, aquéles que o usam Treco-
mendam o oxalato de sédio a 19, na quan-
tidade de 0,5 ml para 5 ml de sangue.

A quantidade de sangue a semear nos tu-
hos de meio é importante, visto que um ex-
cesso de sangue podera inibir o crescimento
de leptospiras. A lécnica que usamos é ado-
tada em muitos laboratérios e consiste em

semear-se uma gbta de sangue no primeiro
tubo de meio, duas gotas no segundo e trés
gotas nos terceiro e quarto tubos. Quando,
por motivos alheios & vontade do técnico, é
semeada uma quantidade excessiva de san-
gue no primeiro ou em um dos quatro tubos,
deve-se juntar a €le mais meio de cultura
para diluir o excesso ou dilui-lo em mais dois
tubos com o meio de cultura.

Estes, apés a semeadura do sangue, de-
vem ser incubados em estufa a 28-30°C
durante 30 a 40 dias apds o que, serdo
dispensados se ndo apresentarem crescimen-
to. Em geral, no meio-sélido de Fleicher
8ste crescimento se traduz pela formago de
um amnel, bem visivel, de cérca de 0,5 a
1 c¢cm abaixo da superficie do meio. Ha,
porém, casos de excegio em que culturas
positivas nfio apresentam éste anel, e outros
em que éle pode ser formado também pela
presenca de bactérias contaminantes, Quan-
do o anel aparece devido & presenca de ou-
tra bactéria, em geral aparece muito cédo,
no terceiro ou quario dia apés a semeadura
e estd muito mais préxime da superficvic du
meio, do que aquéle formado por leptospi-
ras. O anel de crescimento de leptospiras
aparecerd sempre em todos os repiques des-
dc a cultura priméiria e poderd permanecer
durante perfodos muito longos. Mesmo em
uma cultura muito antiga éle ainda perma-
nece, o que nem sempre quer dizer que ela
ainda esteja viavel.

As hemoculturas com anel ou sem éle de-
vem ser examinadas em campo-escuro, uma
vez por semana, até serem dispensadas como
negativas, Se no exame microscopico elas
apresentam leptospiras devem ser imediata-
mente repicadas em melos novos, usando-se
uma pipeta Pasteur. O resto da cultura pri-
maria deve ser guardado, para o caso de
se necessitar novos repiques ou inoculagfio
de animais para verificagio de viruléncia
da amostra, Para isto o ideal é o cultivo
primario, pois repiques sucessivos da amos-
tra diminuem a sua viruléncia. E logico
que também aqui ha excegbes. Como
exemplo citamos uma cepa de icterohae-
morrhagiae que mantivemos por quase um
ano, com alta viruléncia para cobaio, apesar
de feitos repiques sucessivos.

O crescimento de leptospiras em culturas
primarias é muito variavel. Algumas amos-
tras crescem rdpidamente. Em alguns iso-
lamentos feitos por nds, leptospiras foram
vistas no meio de cultura no quarto dia apos
a semeadura do malerial. Héa amostras po~
rem, que crescem vagarosamente, multipli-
cam-se e logo param o crescimento. Ksta
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observagiio € importante, pois as vézes é um
fator de perda de culturas recém-isoladas,
por falta de repiques secundarios,

O método de hemocultura em meio semi-
s6lido é bastante prético, desde que se tenha
o meio & mio. Pode ser feito em qualquer
hospital, pelo préprio médico. Apds a se-
meadura os meios devem entfio ser enviados
ao laboratério especializado, mesmo fora da
cidade, até pelo correio, preferivelmente por
Os tubos ou vidros contendo o
muito bem

via aérea.
material semeado devem estar
vedados para que nfo haja derramamento
ou perda do material.

bh) De urina

O isolamento de leptospiras através de
cultura de urina de origem humana ou ani-
mal tem sido feito com sucesso, principal-
mente quando se usa a téenica de diluiglo
da amostra para se evitar, tanto quanto pos-
sivel, a contaminagfo. E fato sabido que a
urina, em geral, estd contaminada com ou-
tros microrganismos que interferem no iso-~
lamento de leptospiras. A técnica de dilui-
¢io é simples e pode ser feita em qualquer
laboratério consistindo no seguinte: aspirvar
a urina em seringa estéril, de 2 ml, adaptar
uma agulha em idénticas condigbes e semear
uma gota, sem diluir, em um ou dois tubos
com o meio de Fletcher; em seguida, dis-
pensar a urina da seringa, deixando apenas
0,1 ml de urina; aspirar entio 0,9 ml de
salina normal ou tamponada tendo assim
uma diluicio de 1/10. Dispensar algumas
gotas desta diluigio e semear uma gbta em
um ou dois tubos com 5 ml de meio de
Fletcher.  Esta operagiio repete-se por mais
3 ou 4 vézes. Im animais, ja foram isola-
das leptospiras de urina, sem cuidados de
assepsia, usando-se éste método em diluices

de 1/10 a 1/1.000.000,

Os tubos semeados com urina sfo também
incubados em estufa, tal como nas hemocul-
turas, e examinados da mesma maneira. A
contaminagio secundaria em geral aparece
no tubo semeado com urina néo diluida, ou
nas duas primeiras diluigbes. Nesta urina
diluida a contaminacio secundaria é diminui-
da e as possibilidades de isolamento de leptos-
piras sfo bem maiores.

No homem a coleta pode ser feita de ma-
neira normal, pela micgfio ou por cateteris-
mo. Nos animais de pequeno porte pode-se
usar uma técnica de pungfio da bexiga, sem
nenhum dano secundario.

c) De liquido céfalo-raquidiano

Havendo possibilidade de uma colheita do
liquido nos primeiros dez dias da doenga,
éle deve ser semeado de 0,25-0,5 ml em
5 ml de meio semi-solido ou da mancira
como sc¢ féz com o sangue. FEmbora seja
possivel o isolamento por esta fonte, as pos-
sibilidades sfio bem menores do que pelo
sangue ou pela urina,

d)  De maieriais de necropsia

A necropsia deve ser feita o mais cédo
possivel para se evitar uma invasio bacle~
riana que vird dificultar o isolamento de
leptospiras. Nos pequenos animais aconse-
lha~se um banho em solugio de cresol a
10% ou em outro desinfetante. Nio sendo
isto possivel, limpar téda a regifio ventral
com dalcool iodado. Abre-se entdo o torax
com instrumentos estérels e, se nfo tiver sido
feita nenhuma cultura em vida, retira-se
sangue do coragfio, com pipeta Pasteur on
com uma seringa estéril e semeia-se. Abre-
se também o abddmen com instrumentos es-
téreis retiram-se amostras de Orgéos ([iga-
do, rins e bago)) para exame microscopico,
inoculagiio em meios de cultura e em ani-
mais, A urina, se houver, deve ser puncio-
nada da bexiga, com seringa e agulha esté-
reis e semeada conforme ja foi descrito
anteriormente.

Existem (rés maneiras de se semear os
tecidos nos meios de cultura. Na primeira
faz-se um macerado do érgioe wma emul-
sdo com salina estéril de sorte que se tenha
uma suspensio de tecido a 109%. Com uma
seringa de 2 ml aspira-se cérca de 1 ml da
suspensdo e semela-se trés gotas em cada um
de dois tubos com o meio de Fletcher. Em
seguida dispensa-se o conteido da seringa
deixando 0,1 ml da emulsio e aspira-se 0,9
de salina tal como se [&z para a diluicio de
urina.  Semeia-se uma gota desta diluiciio
em meio de Fletcher e, se possivel, em uma
placa com o meio de Cox. Continua-se até
completar 3 ou 4 diluigbes adicionais. A
gota da placa com o meio de Cox é espa-
thada pela superficie, por meio de uma
alga de Drigalski ou uma alga comum. Ve-
da~se depois a placa com esparadrapo ou
fita gomada.

Uma outra maneira de se semear o 6rgio
¢ caulerizar a superficie e inserir nesta
drea, uma pipeta Pasteur, cortada na ex-
tremidade; com esta pipeta no interior do
tecido faz-se uma rotagio e ao retird-la, de-
verd vir uma amostra de tecido, que deve
ser semeada imediatamente.
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A terceira maneira é comprimir o tecido
dentro de uma seringa sem agulha, espre-
mé-lo com o émbulo ¢ semea-lo diretamente
no meio de cultura.

Embora o figado e o bago também possam
ser utilizados, os rins sdo os 6rgios de elei-
¢llo para o isolamento de leptospiras.

2. Inoculacio de animais de laboratério

(s animais de laboratorio sfo de muita
utifidade no icolamento de leptospiras. Al-
gumas vézes ém servido inclusive como meio
de manutencio de cepas que nflo se adaptam
hem aos meios de cultura.

Para o isolamento devem ser usados ani-
mais jovens, de preferéncia  desmamados.
Em nossa rotina de trabalho sfo usadas
cobaias jovens, desmamadas, pesando entre
200 e 250 g. Ha laboratérios porém, que
aconselham um péso entre 120 e 140 g.

Além de cobaias podem ser usados tam-
bém os hamsters, numa idade de 21 dias
e pesando entre 12-25 g. Coelhos jovens
(10 dias) e pintos de um dia também po-
dem auxiliar no isolamento de leptospiras.

De todos os animais sfio os dois primeiros
os mais usados em rotina.

a) Cobaias

Devem ser usadas duas para cada amos-
tra de material (urina ou suspensfio de rins).
Inocular de 0,5 a 1.5 ml por via intraperi-
toneal. Conlrolar a temperatura retal a par-
tir do terceiro dia apds a inoculagio aié o
décimo dia. Sangrar os animais por pun-
¢io cardiaca, quando apresentarem 40°C ou
temperaturas mais elevadas, Com o sangue,
semear tubos com meio de Fleicher, obser-
vando os cuidados ja descritos.

Algumas amostras ndo determinam febre
em cobaias. Para ndo se perder a oportu-
nidade de isold-las, mesmo que as cobaias
inoculadas com o maierial néio tenham tem-
peratura, convém sangra-las no sexto dia
ap6s a inoculagiio, ¢ com o sangue semear
o meio de cultura. Aos 30 dias apéds a ino-
culaciio as cobhalas pddem ser sacrificadas e
delas devem ser semeados rins e urina.

b) Hamsters

Usa-se também dois para cada amostra
de material. Inocular 0,5 ml por via in~
traperitoneal e sangrar, por pungdio cardia-
ca, com uma seringa de 2 ml e uma agulha
fina ¢ ecurta. O wmelhor periodo para a
sangria de hamsters inoculados é do 5. ao

10.° dias depois da inoculagdo. Os animais
podem ser sacrificados aos 21 dias apds a
inoculagio e déles semeia-sec os rins em
cultura direta.
3. Purificagio de culturas
contaminadas

Quando as culturas de leptospira estio
contaminadas na semeadura priméria ou
gquando as culiuras de laboratorio se conta-
minam recorre-se aos scguintes métodos de
purificacio:

a) [Inoculagdo em animats de
laboratério

Usa-se uma cobaia adulta para cada cultu-
ra contaminada; inocula-se 1 a 1,5 ml da cul-
lura, por via intraperitoncal. Depois de 10
a 15 minulos sangra-se a cobaia por pungéio
cardiaca e semeia-se de 3 a 4 gotas do san-
eue em varios tubos com o meio de Iletcher.
Na rotina dos nossos trabalhos temos feito a
purificacio por éste método sangrando em
dois tempos: 15 e 30 minutos apés a ino-
culag@o.

by Diluicio e semeadura
em placas

Da cultura contaminada fazem-se dilui-
coes seriadas, em salina normal ou tampo.
nada, de 107" até 1077, Em seguida, se-
meia-se as placas com o meio solido de Cox,
0,1 ml das diluicdes 107° até 1077, Is-
palha-se o indculo pela superficie do meio
e veda-se as placas com [ita de papel go-
mado; leva-se & estufa a 28-30°C, colocan-
do-as em posi¢io invertida. Em geral, uma
semana apos, ¢ crescimento se torna visivel
por colénias de formas muito variadas, desde
pequenos pontos, até grandes colbnias arre-
dondadas, as vézes unidas, dando o aspeclo
de nuvens, Fstas coldnias sfo subsuperfi-
ciais. Delas retira-se um fragmento com a
alca de platina e semeia-se em meio de
Fletcher ou em um dos meios liquidos. As
vézes é necessirio esperar-se cérea de quin-
ze dias para que as colbnias aparegam.

ey [Filtragio

Fmbora seja um método bastante eficien-
te nio é, porém, acessivel a qualquer labo-
ratorio, devido a exigéneia de filiros. As
leptospiras podem passar através de mem-
branas de [filtros com poros de 0,22 p de
didgmetro. Em uso corrente, na purificagéo
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de culturas, utilizamos o filiro Swinny (Mil-
lipore) que é adaptado a uma seringa e de
facill manejo. Com &ste filtro podem ser
usadas dois tipos de membranas que sfo as
de didmetro 0,22 u e 045 u. O filtro,
quando montado para funcionar, fica com
uma extremidade adaptada a seringa e ten-
do na outra extremidade uma agulha. Pela
pressio do émbolo a cultura atravessa as
membranas que retém a contaminagio dei-
xando passar as leptospiras. Este método
deve ser usado somente quando a cultura,
embora contaminada, esteja muito rica em
leptospiras.

IV -~ TIPIFICACAO

O método convencional para a tipificagio
de leptospiras compreende duas etapas, en-
volvendo duas reaces sorolégicas:

1) Séro-aglutinagio cruzada na qual a
amostra isolada é enquadrada no
SOTOZIuUpo;

2) Teste de absor¢io de aglutininas pelo
qual a cepa isolada é classificada no
sorotipo.

No primeiro teste a amostra desconhecida
¢ usada como antigeno, frente a uma bate-
ria de anti-soros representando todos os
sorosgrupos atualmente reconhecidos pela
0.M.S. e que sfio em nimero de 19.

O teste que se usa é o da sdro-aglutina-
¢io microscopica com antigeno vivo. A ba-
teria de anti-soros é a seguinte: icterohae-
morrhagiae, javanica, canicola, ballum, py-
rogenis, butembo, autumnalis, australis, pomo-
na, grippotyphosa, bataviae, tarassovi e pa-
namg, .Se na reacdo os resultados com éstes
anti-goros forem negalivos ou derem um
titulo muito baixo em um déles, fazemos
novo teste com uma bateria adicional de
anti-soros que pode ser composta dos soro-
tipos -sejroe, .cynopteri, sentot, djasiman, cel-
ledoni, shermani, semaranga e andemana.

O.ésquema de diluigbes por nés emprega-
do & o meésmo da sbro-aglutinagio para
diagndstico, comegando com o titulo de
1/50, dependendo da amostra em estudo.
Outros laboratérios variam neste esquema e
o fazem comegando de 1/10 até 1/3.000
(titulos intermediarios de 1,100, 1/300 e
1/1.000).

Em geral a amostra desconhecida reage
numa escala de titulos, duas diluigbes abai-
xo do titulo homdlogo do anti-séro e uma
dilui¢do acima. Suponhamos que o titulo
homélogo seja de 1/25.600; ela vai reagir

a 6400 e 12.800. O titulo final sera de
25.600 ou 51.200. Neste caso a cepa em
exame pertence ao sorogrupo representado
por aquéle anti-séro.

Pode acontecer que uma amostra em teste
reaja com nenhum dos antisoros de soro-
soro. Neste caso, novos testes devem ser
feitos com anti-soros, contra outros sorolipos
pertencentes aos sorogrupos em guestio.

Embora seja fato raro, pode acontecer
também que uma amostra em estudo ndo
reaja com nenhum dos anti-soros de soro-
tipos reconhecidos. FEm tal caso a amostra
em tipificacio é considerada como um névo
sorogrupo. Os mais recentes exemplos sfio
dos sorogrupos shermani, onde h& apenas
um sorotipo, do mesmo nome, e panama que
possui os sorotipos homénimos e cristoball,

Desde que se possua os anti-soros neces-
sarios a tipificagdo preliminar pode ser
feita por qualquer laboratério de diagnésti-
co, pois ndo apresenta nenhuma difi-
culdade. Todavia, a partir dai, para o
teste de absorgfio de aglutininas, o labora-
torio precisa ser especializado, pois ha ne-
cessidade de um estoque muito grande de
culturas, praticamente tédas as reconhecidas
atualmente e os correspondentes anti-soros
(cérca de cento e cingilenta). Por esta ra-
zdo a maioria dos pesquisadores prefere pa-
rar na tpificacdo preliminar e enviar as
amostras para os laboratérios especializados,
de prefleréncia os da O.M.S. Mesmo que
um laboratorio esteja em condigbes de fazer
as absorgdes e classificar a amostra nos soro-
tipos, hd necessidade de envid-la aos labo-
ratérios de referéncia, para uma confirma-
¢ido dos resultados, quando se tratar de um
noévo sorotipo.

Convém chamar a atengfo para o fato de
que ndo se pode dar um resultado de tipifi-
cagio apenas pela lipificacio preliminar,
com os resultados de uma sdro-aglutinagio
cruzada. A complementagio da tipificaciio
estd na absor¢fo de aglutininas, a qual é
indispensavel,

b) No segundo teste para tipificaciio sio
feitas as reagBes cruzadas de ahsorcio de
aglutininas da amostra. E um teste de com-
paragéo das ditas reacbes cruzadas da amos-
tra desconhecida e seu anti-sdro com anti-
soros de cepas de referéncia de todos os
sorotipos reconhecidos no sorogrupo em cue
ela se tenha classificado.

Os antigenos para o teste de absorcio de
aglutininas sfo preparados com culturas que
tenham de 4 a 7 dias de crescimento, em
meios liquidos (Stuart ou Korthoff). Neste
teste hi necessidade de grandes quantidades
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de culturas. Por esta razfio, as semeaduras
sdo feitas em volumes de 500 ml de meio.
Usamos para isto garrafas de Roux que,
apés a semeadura, devem ir a estufa
28-30°C, ficando numa posi¢io inclinada
durante todo o periodo de incubagdo. A
cultura, adiciona-se formol, no dltimo dia
de incubagfio, numa concentragio final de
0,5%. Trés horas depois centrifuga-se a
cultura durants 25 minutos a uma velocida-
de de 5.000 a 7.000 r.p.m., de preferéncia
em centrifuga refrigerada. Finda a centri-
fugagio despreza-se o sobrenadanie e a mas-
sa de leplospiras é entfo resuspensa em 1
a 2% do volume da cultura original, jun-
tando-se salina tamponada e formolada a
0,25%. Tste é o antigeno absorvente do
qual se juntam 4 partes a 1 parte do anti-
séro diluido a 1/10; homogeiniza-se cuida-
dosamente esta mistura e leva-se ao banho-
maria a 50°C durante 2 horas e depois du-
rante tdda a noite a 28-30°C. No dia ime-
diato centrifuga-se a mistura absorvente e
o sbro absorvido é testado para a presenga
de anticorpos homélogos.

Considera-se como completa uma absorgdo
quando na mistura absorvente nfo aparece
nenhuma aglutinagiio microscopica e quando
as aglutininas sdo completamente removidas
pelo antigeno homélogo.

Os testes de aglutina¢iio microscépica com
soros absorvidos sdo feitos com antigenos
formolizados e os soros sio usados em dilui-
¢bes que vio de 1/100 até 1/25.600. A in-
cubacio e leitura sfo feitas do mesmo modo
na soro-aglutinacio de diagndstico, quando
se usa antigenos formolizados.

c) Interpretagao dos resultados do
teste de absorgao

“Duas cepas sio cousideradas como per-
tencentes a diferentes sorotipos se depois do
teste de absorciio cruzada com quantidades
adequadas de antigenos heterdlogos, 10%
ou mais do tiinlo homélogo permanecem re-
gularmente em cada um dos 2 anti-soros”.

V - APENDICE THCNICO
1. Coloracio de esfregagos

a) Método de Fontana-Tribondeau

A) Fixador (Solucio de Ruge)

Acido acético glacial ....... 1 ml
Formol a 40% ............ 2 ml
Agua destilada ............ 100 ml

B) Mordente

Tanino ..

e s et e e s ee s s

58
100 ml

Agua fenicada a 1% .......

C) Solugdo impregnadora (nitrato de pra-
ta amoniacal)

Preparar 100 ml de uma solugiio de nitra-
to de prata a 5%. Reservar 5 ml da solu-
¢do. Aos 95 ml restantes adicionar, gbta-
a-gbta, amdnia, com uma pipeta Pasteur
até que o precipitado cinzento que se for-
ma, redissolva-se, Adicionar entdo os 5 ml
que se reservou, algumas gotas até que se
desenvolva ligeira turvacéo.

Técnica:

1) Esfregago fino, secagem ao ar.

2) Cobrir o esfregago com o fixador, re-
nova-lo e deixar cérca de 1 minuto.

3) Lavar cuidadosamente em agua corrente.

4) Cobrir com a solugdo mordente aque-
cendo até a emissdo de vapores,

5) Lavar em agua corrente e depois em
agua destilada.

6) Cobrir com a solugiio impregnadora e
aquecer até a emissfo de vapores, du-
rante 30 segundos.

7) Lavar e secar ao ar.

b) Coloragao pela Violetw de Metila
A) Tixador (Ruge, descrito anteriormente).
B) Mordente (Idem).

C) Soluciio de violeta de metila fenicada:

a) Violeta de metila (gen-

ciana) ....iiiiaiine.. l4og
Alcool 96° ............ 100 ml

b) Fenol ........... ... ... 5 ml
Agua destilada ........ 100 ml

£ omtl

Misturar uma parte da solugo @ e dez
partes da solugio b e {ilirar em papel.
Técnica:

1) Esfregago fino, secagem ao ar.

2) Cobrir

nutos.

com o fixador durante 2 mi-

3) Lavar em agua destilada.

P
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4) Cobrir com a solugdo mordente, aque-
cer suavemente até a emissdo de vapd-
res, durante 30 segundos.

5) FEscorrer o. mordente ¢ lavar em agua
destilada.

6)  Cobrir com a solucio de violeta de me-
tila fenicada durante 2 ou 3 minulos.

7) Lavar rapidamente em Agua destilada.

8) Lavar rapidamente com acetona.
9)  Secar com papel absovrvente. Passar o
esfregaco rapidamente pela chama para
completar a secagem.

¢)  Coloragio pelo Vermelho Congo

Colocar uma pequena gbta do malerial
a estudar (urina, lHquido célalo-raquidiano,
¢tc.) no centro de uma lamina e em sepa-
rado, uma gota do corante Vermelho Congo.

Mistura-se a gbta do material, pouco a
pouco com o corante, de maneira a formar
uma pelicula lina. Deixa-se secar ao ar.
Lava-se com algumas gotas de uma solugiio
n/10 de HCl; o preparado toma uma cbr
azul. Lava-se em A&gua corrente. Volta a
cor vermelha ¢ lava-se novamente com HCI,
deixando secar.

2. Solugses Tamponadas

a) Solugfio tamponada de Sorensen
Fosfato de sodio (ani-
dro) Na,HPO, ..... 833 ¢

Fosfato de potassio (mo-

nobasico) KH,PO,

Agua destilada .......

1,09 ¢
1.000 ml

pH final 7,6.

b) Solugfio salina tamponada

Salina fisiologica
(0,65%)
Solugiio tamponada de
Sorensen .......... 160 ml

1.840 mi

Distribuir em frascos e autoclavar durante
15 minuatos.  Verificar o pH [linal depois da
autoclavaciio, que deve ser 7,5.

3. Meios de Cultura

a) Meio de FreTcHER

Peptona ..o 08
.............. 0,2

Cloreto de sodio ............... 0,5 ¢

st

1]

cxtrato de carne

Agar ... . Cee . 15 g
Agua destilada ....... e 920 ml

Soro estéril de coclho ..........

Aquece-se o meio base em banho-maria
fervendo até dissolver o agar. IEsterilizar
por autoclavagio durante 15 minutos a
121°C.  Deixar esfriar a 50°C e juntar §
a 109 de sbéro de coelho. Misturar para
obter uma solugdo uniforme. Distribuir
asséplicamente e inalivar o meio total a
56°C por uma hora, no dia do preparo ¢
por mais uma hora no dia seguinic. U
pH deve ser entre 7,6-8.

Para prova de esterilidade o meio deve
ser incubado a 37°C durante 24 horas, e
a temperalura ambiente por mais 24 horas.

b) Meio de Stuart

Asparagina .................. 0132 ¢

g
Cloveto de ambnio ............ 0,268 g
Cloreto de magnésio .......... 0,406 ¢
Cloreto de s6dio ........... .. 1,808 ¢
Fosfato disddico ........... .. 0,666 ¢
Fosfato monopotassico ......... 0,087 g
Vermelho fenol ...... B VX S
Agua destilada ........... soe. 995 ml
Soro de coelho ... .. .. .. . 8-10%

Esterilizar o meio base da mesma manei-
ra como se €z com o meio de Fletcher.
Lslriar a 50°C, juntar o séro estéril de coe-
lho, misturar wniformemente e  distribuir
assepticamente. O pH do meio deve ser de

7,3-17,6.

A prova de esterilidade ¢ idéntica a do
meio anteriormente descrito.

¢) Meio de Cox

Dissolver 2 g de Triptosa ou Tripticase e
10 g de agar (Dilco) em 900 mi de dgua
destilada.  Distribuir e auloclavar, podendo
depois conservar em meio ambiente, Quan-
do se necessita do melo, aquece-se para fno-
dir o agar, deixa-se esfriar a 59°C e jun-
ta-se asséplicamente 10 ml de sdvo de coc-
lho e se distribui em placas de Petri.  Con-
Irola-se para esterilidade como aaieriormenie,

Nota — Os rés meios descritos sfio pre-
parados comercialmente pela Difco.
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d}y  Mcio de Korruory

KCL oo e ... 20 mg
CaCle oovnn. e e . 20 mg
KHPO, ..... N N . 120 mg
NaHPOL oo 440 mg

Agua destilada ................ 500 mg

Ferver durante 20 minutos a 100°C. Fil-
trar em papel ¢ distribuir em tubos (5 ml
por tubo). Os tubos devem ser aquecidos
a 100°C ¢ logo esfriados. Juntar a cada
tubo 0,4 ml de séro de coelho e inalivar o
meio em banho-maria a 56°C, durante
1 hora a 1 hora e mecia. Prova de esleri-
lidade em estufa a 37°C, durante 24 horas.

4. Preparo de anii-soros

Usa~se coelhos normais, pesando entre 3,5
a 4 quiles. As inoculagbes sio [eilas na
veia marginal da orelha, em doses sucessi-
vas de 1, 2, 4 e 4 ml, com inlervalos de
6 dias. O inéeulo é feito em meio de Ilet-
cher e deve ser repicado cada dia em que
se faz a inoculagio. Seis dias apds a alti-
ma inoculagio colhe-se uma pequena quan-
tidade de sangue para leste. O titulo ho-
moélogo do séro deve ser 1/12.800. Iaz-se
entio sangria branca do coelho no dia se-
auinte. Se o ttulo [6r mais baixo pode-se
fazer nova inoculagio de mais 4 ml Ao
soro oblido do coelho s¢ junta wm volume
igual de glicerina como preservativo e sc

conserva em geladeira a 4°C, ou em con-
gelador,

SUMMARY
Laboratory diagnosis of Lepiospirosis

The methods used in the diagnosis of
Leptospirosis are reviewed, described and eva-
luated. A technical appendix containing Lhe
most important staining methods and culture
media is added to the review.
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