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Efeito de antibioticos poliénicos

sobre Saccharomyces cerevisiae contendo
diferentes esterdis e

acidos graxos insaturados incorporados

& membrana citoplasmatica*

Maria Ligia Coutinho Carvalhal
Beatriz Ribas Castellani
& Flavio Alterthum

Instituto de Quimica USP, Caixa Postal 20780,
01000 Sdo Paulo SP, Brasil

Resumo

Na membrana citoplasmatica de Saccharomyces cerevisiae foram incorporados diferentes es-
terdis e acidos graxos insaturados. A seguir, foi testada a sensibilidade destas células frente
a nistatina e anfotericina B. Através deste modelo bioldgico, foi constatado que células
contendo ergosterol sdo mais sensiveis a acdo dos polienos do que aquelas que contém co-
lesterol. Além disso, verificou-se que o ndmero de insaturacdes da cadeia carbonica dos
4cidos graxos tornam as células mais resistentes a acdo letal da nistatina e da anfotericina
B.

Summary

The effect of polyene antibiotics was studied on cell suspensions of Saccharomyces cerevi-
siae containing different sterols and unsaturated fatty acids incorporated into the plasma
membrane

Cells containing ergosterol were more sensitive to nystatin and amphotericin B than those
containing cholesterol. Moreover, resistance to polyene increased with the degree of unsa-

turation of the fatty acids.

Introducéo

Saccharomyces cerevisiae, quando cultivado
em condicdes de anaerobiose, torna-se auxo-
tréfico para um esterol e um acido graxo insatu-
rado (2, 3). Nestas condicges, se adicionarmos
ao meio de cultura estes dois componentes,
além de uma fonte de carbono, nitrogénio, sais
minerais e algumas vitaminas, a levedura se de-
senvolve bem e incorpora tanto o esterol como
o acido graxo. Proudlock & col. (12) e poste-
riormente Hossack & Rose (9) incorporaram,
na membrana de leveduras, ergosterol, f3-
sitosterol, stigmasterol e colesterol, ao passo
gue Alterthum & Rose {1) variaram os &cidos
graxos, obtendo boa incorporacdo de acidos
oleico, linoleico e linolénico. Em ambos os ca-
sos, para esterdis e &cidos graxos insaturados,

as substituicdes sdo estequiométricas, ndo afe-
tando a composicdo dos demais lipides.

A nistatina e a anfotericina B, como os de-
mais polienos, alteram a permeabilidade da
membrana citoplasmatica, liberando K*, Mg*,
NH; entre outros compostos. Isto se deve pri-
mariamente & formacdo de complexos polieno-
esterol (8, 11).

Discute-se muito se a simples presenca de
esterdis, com determinados pré-requisitos, na
molécula, seria o Unico fator responsavel pela
susceptibilidade de determinados microrganis-
mos aos antibidticos poliénicos {4, 5, 13}). Ou-
tros componentes, presentes na membrana,
poderiam também estar relacionados & acdo
destas substancias, como acidos graxos e fos-
folipideos. Assim sendo, procuramos neste tra-
balho variar, concomitantemente aos estergis,

* Trabalho realizado com auxilio da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo, Processo 74/1102.
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os 4cidos graxos insaturados e testar a suscep-
tibilidade de uma mesma amostra de S. cerevi-
siae, contendo variadas composicdes de mem-
brana, frente a nistatina e & anfotericina B.

Material e Métodos

Microrganismos e meios de cultura — Saccha-
romyces cerevisiae NCYC 366 foi mantido em
meio de cultura (YPD), contendo glicose 2%,
peptona 0,8%, extrato de levedura 0,6% e agar
1,5%, sendo repicado mensalmente. Para o
crescimento em anaerobiose, 0 meio emprega-
do foi o j& descrito anteriormente (1). Para a
contagem do ndmero de unidades formadoras
de coldnias, utilizou-se o YPD.

Antibidticos — Anfotericina B e nistatina foram
cedidas pela Squibb, Inddstrias Quimicas S.A.,

Brasil, conservadas na forma micropulverizada
a 4°C. As solucdes foram preparadas no dia de
uso, dissolvendo-se Bmg em 1ml de dimetilsul-
féxido e completando o volume para 10ml, com
agua destilada estéril.

Cultura em anaerobiose — Em tubos de
14,0 x 2,0cm, previamente lavados com cloro-
férmio-metanol (1:1 v/v) e contendo um dispo-
sitivo para borbulhar gés, colocou-se 10ml do
meio de cultura liquido, acrescido do esterol e
acido graxo desejados. Apds esterilizacdo e an-
tes de esfriar, os tubos foram retirados da auto-
clave e, através do meio de cultura, foi borbu-
lhado nitrogénio U. A fim de eliminar tracos
de oxigénio, o gas foi borbulhado previamente
em dois frascos lavadores, contendo a mistura
de amélgama de zinco e cloreto de Cr*** (14). O
sistema utilizado esté esquematizado na Figura
1.

Figura 1 — Esquema do sistema para cuitura em anaerobiose, do Saccharomyces cerevisiae
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Os tubos foram inoculados com o correspon-
dente a 0,002mg de peso seco de células/mil,
obtidos de cultura estatica, apds 24 horas de
crescimento. A seguir, os tubos foram incuba-
dos em banho-maria a 30°C. O crescimento foi
acompanhado, fazendo-se leituras de absor-
bancia em espectrofotémetro Coleman Jr. li
(650nm). Da mesma maneira, inoculou-se um
tubo controle em anaerobiose, onde o meio de
cultura estava isento de esterol e acido graxo
insaturado.

Efeito dos polienos — Ao atingir o meio da fase
logaritmica de crescimento, o contelido dos tu-
bos foi centrifugado a 5000g, durante 2 minu-
tos, a 4°C. A seguir, suspendeu-se o sedimento
em 10m! de dgua destilada estéril e colocou-se
novamente em tubos, borbulhando-se nitrogé-
nio. Apds 15 minutos em banho-maria a 30°C,
adicionou-se o polieno na concentracdo deseja-
da. Para contagem de vidveis, retiraram-se
amostras através da rolha de borracha, com
agulha de aco inoxidavel. Apés diluicGes con-
venientes, foram plagueadas no meio ja descri-
to e, depois de 48 horas, foram feitas as conta-
gens das unidades formadoras de colbnias.

Resultados e Discussédo

Utilizando as mesmas condi¢des de cultura,
bem como a mesma levedura, Alterthum & Ro-
se {1} e Hossack & Rose (9) analisaram os lipi-
des de S. cerevisiae NCYC 366 e constataram a
incorporacdo de 50.a 70% de acidos graxos in-
saturados de 18 carbonos e cerca de 80% dos
quatro esteréis que testamos.

Neste trabalho, constatamos que as células
de S. cerevisiae que continham ergosterol, stig-
masterol e f3-sitosterol, mostraram-se mais sen-
siveis a anfotericina B do que as que possuiam
colesterol {Tabela 1). Estes resultados mos-
tram, num modelo bioldgico, a chave da aplica-
cdo dos antibidticos poliénicos ou seja, células
fungicas, que contém ergosterol, s8o mais sen-
siveis do que células animais que contém prin-
cipalmente colesterol.

Uma das principais diferencas existentes, en-
tre as moléculas dos esterdis, esta na ramifica-
céo lateral, que se apresenta insaturada no er-
gosterol e stigmasterol e saturada no colesterol
e f-sitosterol. E possivel cogitar-se que a pre-
senca da dupla ligacdo, na cadeia lateral dos
dois primeiros esterdis, facilitaria a interacdo hi-
drofébica que se acredita existir entre o polieno
e o esterol {11), causando maior desorganiza-

cdo na membrana e justificando assim, as dife-
rencas observadas.

Constatamos ainda que as células de levedu-
ra que contém acidos graxos com maior nidme-
ro de insaturacdes, sdo mais resistentes & anfo-
tericina B, em presenca de qualguer um dos
quatro esterdis utilizados. Estas diferencas se
acentuam quanto maior for o tempo de contac-
to das células com o antibidtico. A presenca de
4cidos graxos com diferentes insaturacdes,
poderia estar, por sua vez, afetando o estado
de organizac8io da membrana e a formacédo do
complexo polieno-esterol. Hsu-Chen & Fein-
gold (10) observaram que a incorporacéo de co-
lesterol a lipossomos podia tanto aumentar co-
mo suprimir as alteracdes na permeabilidade
causada por polienos, dependendo da estrutura
dos &cidos graxos presentes nos fosfolipides
dessas membranas. Os autores acreditam que a
sensibilidade dos lipossomas aos antibidticos
ndo estaria na dependéncia de um UGnico com-
ponente, mas sim, do estado geral de organiza-
cdo de todos componentes.

O anel planar dos esterdis pode ajustar-se a
regifio saturada dos fosfolipides, desde que ha-
ja, no minimo, nove carbonos saturados perto
do grupo carboxila em pelo menos um dos aci-

dos graxos (7), ndo importando se este esteja

esterificado com o glicerol na posicédo | ou II.
Lecitinas com cadeias de acidos graxos 18:3,
18:3 e 18:2, 18:2 condensam menos em presen-
ca de colesterol (6). Se este fendmeno ocorrer
em membranas naturais, parece vélido discutir
se a presenca do Acido linolénico e linoleico,
utilizados nas experiéncias e que foram incor-
porados pela levedura, ndo poderiam estar inte-
ragindo menos com o esterol. O &cido linoléni-
co tem 18 carbonos na cadeia e trés insatura-
¢cdes, sendo a primeira delas entre os carbonos
6 e 7 e as demais entre os carbonos 9e 10e 12¢
13. O acido graxo ndo teria, portanto, 0os nove
primeiros carbonos saturados, que viriam a fa-
vorecer a interacdo com o esterol. Com isto, a
molécula do esterol ndo estaria se colocando
em posicdo favoravel para permitir a interacdo
com o polieno, fornecendo uma possivel expli-
caclo para a maior resisténcia das células aos
antibidticos (Tabelas 1 e 2).

Além desta explicacdo, poderiamos supor
que o aumento na fluidez da membrana, pela
presenca de maior nimero de insaturacoes (6},
faria com que o complexo polieno-esterol fosse
menos estavel e, conseqlientemente, as células
sofreriam menor acdo do agente testado.

Finaimente, n3o podemos afastar a idéia de
uma parede modificada, uma vez que Alter-
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thum & Rose (1) j& observaram diferencas de
sensibilidade a acdo da glucanase, na obtencdo

de

esferoplastos de células contendo diferentes

acidos graxos insaturados. Esta modificaco

poderia depender da composicdo ou disposicio
dos componentes da parede celular, ndo permi-
tindo o acesso do polieno a seu alvo preferen-
cial, o esterol da membrana.

Tabela 1 — Acdo da anfotericina B em suspensdes ndo proliferantes de Saccharomyces cerevisiae

Células contendo

% de unidades formadoras de col6nias
apos 0 contacto com a anfotericina B

predominantemente (2,5ug/mi)
Tempo em minutos
30 60 90 120
Ergosterol + a¢. oleico 17,2 6,1 4,3 1,9
Ergosterol + &c. linoleico 17,0 79 6,1 5,2
Ergosterol + 4c. linolénico 46,2 34,3 29,1 28,5
Stigmasterol + 4c. oleico 14,8 6,9 4,2 2,3
Stigmasterol + &c. linoleico 23,8 8,6 6,2 4,6
Stigmasterol + 4c. linolénico 34,5 28,4 20,2 18,0
B-sitosterol + &c. oleico 20,0 8,9 4,5 3,7
B-sitosterol + &c. linoleico 23,8 13,9 11,8 10,6
f-sitosterol + &c. linolénico 48,1 43,9 37,6 31,5
Colesterol + &c. oleico 42,9 33,1 29,0 24,1
Colesterol + &c. linoleico 60,8 45,0 36,6 33,3
Colesterol + 4c. linolénico 66,6 62,0 48,1 40,0
Tabela 2 — AcHo da nistatina em suspensdes ndo proliferantes de Saccharomyces cerevisiae
% de unidades formadoras de colénias
Células contendo apos o contacto com a nistatina
predominantemente (2,5ug/mi)
Tempo em minutos
30 60 90 120
Ergosterol + 4c. oleico 10,0 4,1 1,8 0,7
Ergosterol + 4c. linoleico 9,2 5,2 2,9 2,0
Ergosterol + 4c. linolénico 10,0 6,2 6,2 5,1
Colesterol + 4c. oleico 45,0 33,3 27,5 24,1
Colesterol + &c. linoleico 43,8 34,6 33,0 29,2
Colesterol + &c. linolénico 55,4 54,5 56,3 55,4
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Resumo

Utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta, foram estudados 74 casos de gas-
troenterite infantil para a identificagéio de rotavirus nas fezes. Deste total, 25 casos foram
testados em microplacas com culturas de LLCMK, tendo-se obtido uma porcentagem de
positividade de 28,0%; os 49 casos restantes foram testados em cultura de LLCMK,, pre-
paradas em tubos de fundo chato, com positividade de 32,6%.

Summary

The indirect immunofluorescent test in diagnostic of rotavirus infections

Seventy four cases of infantile gastroenteritis were examined for rotavirus identification, in
the feces, using indirect immunofluorescence test. Twenty five of these were tested in
LLCMK, cultures prepared in microtiter plates and 49 in fiat bottom tissue culture tubes
with confluent coverslip cultures of LLCMK,. The percentage of positive resuits were, res-

pectively, 28,0% and 32,6%.

Introducédo

De um modo geral, os rotavirus de diversas
espécies animais ndo podem ser isolados, facil-
mente, em culturas celulares, muito embora
possam ocasionar infeccdo celular, com sintese
de algumas proteinas virais, sem que, no entan-
to ocorra a formagédo de particulas virais infec-
ciosas. Independentemente da linhagem celular

 utilizada, a eficiéncia do indculo pode ser me-
Ihorada, acentuadamente, mediante a simples
centrifugacdo daquele a 2.000rpm durante 60
minutos, sobre a cultura celular confluente. Es-
te sistema, com 18 a 24 horas de incubacg8o a
37°C, permite a visualizagio, por imunofluores-

céncia, das proteinas virais sintetizadas (2).
Woode & col. (7) descrevem a utiliza¢8o da téc-
nica de imunofluorescéncia, sem centrifugacdo
prévia, no diagndstico da diarréia de vitelos.
Banatvala & col. (1) foram os idealizadores da
técnica de centrifugacdo dos extratos fecais so-
bre a cultura celular, tendo-a utilizado, com re-
sultados reprodutiveis, no diagndstico de infec-
¢Oes humanas. O uso da técnica de imunofluo-
rescéncia em microplacas semeadas com a li-
nhagem celular LLCMK, permite o diagndstico
répido de infeccdes por rotavirus, em nimero
substancial de amostras, obtendo-se resultados

* Trabalho realizado com recursos do CNPq (Processo 40.2411/79).
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gue podem ser comparados, favoravelmente,
com os conseguidos na microscopia eletronica
(2, 6).

O presente trabalho foi realizado com o obje-
tivo de aplicar a técnica da imunofiuorescéncia
na identificacdo de rotavirus em quadros de
gastroenterites infantil.

Material e Métodos

Amostras — Foram estudadas 74 amostras de
fezes, provenientes de quadros de gastroenterite
de criancas admitidas no Instituto da Crianca
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medi-
cina, da Universidade de S&o Paulo, de feverei-
ro de 1978 a abril de 1979. As amostras foram
suspensas em solugdo salina fosfatada 0,01M,
pH 7,2, de modo a se obter uma suspensédo a
20%, aproximadamente; esta suspensdo, apos
homogeneizagdo, foi centrifugada a 3.000rpm,
durante -15 minutos, sendo o sobrenadante uti-
lizado imediatamente, ou apds estocagem a
—20°C. Do total de amostras referido, 25 foram

testadas em culturas de LLCMK,, preparadas .

em microplaca com cavidades de fundo chato
de 6,5mm de didmetro (Flow Laboratories) e as
49 restantes em culturas da mesma linhagem
celular, preparada em tubos de 85x20mm,
com fundo chato, contendo laminulas de
17mm de didmetro, sobre as quais se desenvol-
via a camada celular confluente.

Técnica de imunofluorescéncia — As culturas
de LLCMK, foram preparadas em meio de Ea-
gle, em solugdo de Earle, suplementado com
10% de soro fetal bovino, durante o periodo de
multiplicacdo celular, 2% de soro fetal bovino
no periodo de manutencdo e contendo 100U
de penicilina/mil, 100ug de estreptomicina/ml e
5ug/mi de fungizona.
O exame em microplaca foi feito segundo a
~ técnica original de Bryden & col. (2). No exame
em tubos, um indculo de 0,2ml de suspensdo
fecal era misturado com 1,8ml de meio de Eagle
com 2% de soro fetal bovino e antibidticos, de-
pois do que se procedia a centrifugacdo em
centrifuga ndo refrigerada, Modelo V, “Interna-
tional’’, rotor 250, a 2.000rpm durante 60 minu-
tos, seguida de incubag8o por 18 a 24h a 37°C.
Para realizac8io da reacdo de imunofiuorescén-
cia indireta, as laminulas, com culturas con-
. fluentes de LLCMK,, eram cuidadosamente la-
vadas em solugdo salina fosfatada 0,01M, 7,2,
fixadas em metanol, submetendo-se, em segui-

da & coloragido para imunofluorescéncia, se-
gundo a técnica de Bryden & col. (2).

O exame das microplacas foi feito em micros-
cépio de epi-iluminacdo, atraves do fundo das
placas; para o exame das laminulas, ap6s a co-
loracdo de imunofluorescéncia, estas foram
montadas sobre ldmina, em glicerol tamponado
pH 8,4 e examinadas em microscépio de fluo-
rescéncia de transiluminacéo.

Resultados e Discussdo

Do total de 74 amostras de fezes examina-
das, 23 (31,1%) foram positivas. Das 25 amos-
tras testadas em microplaca, sete foram consi-
deradas positivas (28,0%); das 49 amostras tes-
tadas em tubo, dezesseis foram positivas
(32,6%). A fluorescéncia observada era sempre
de localizacdo citoplasmatica, umas vezes difu-
sa, outras granular, sem extensdo nuclear. Em
algumas amostras, observavam-se células mul-
tinucleadas, ocorréncia que ndo parece poder
relacionar-se com um eventual tipo de efeito ci-
topatico, uma vez que nos controles ndo inocu-
lados das culturas de LLCMK; também surgiam
estas alteracdes.

Os resultados do presente trabalho confir-
mam os obtidos por outros autores, em termos
da utilidade da técnica de imunofluorescéncia
indireta, apos centrifugacéo dos extratos fecais
sobre culturas celulares {1, 2, 4, b). Quanto a
utilizacdo de culturas celulares, em microplacas
ou em tubos com laminula, por certo, a primei-
ra oferece maiores vantagens, particularmente,
quando ha necessidade de se proceder ao exa-
me de grande numero de amostras. No entan-
to, a centrifugac8o das microplacas, apos ino-
culacdo dos extratos fecais, obriga a utilizagdo
de suportes especiais, 0 que ndo sucede quan-
do se usam os tubos de fundo chato com lami-
nula. Uma outra vantagem do emprego dos tu-
bos reside no fato de ser dispenséavel a micros-
copia de epi-iluminacdo; a espessura das micro-
placas ndo permite o exame nos Microscopios
de uso corrente em que a radiac8o excitante é
dirigida, por reflex8o, ao condensador e deste
ao preparado, que deve obviamente, ser sufi-
cientemente delgado para permitir a passagem
da radiagdo, o que ocorre quando se usam la-
minulas montadas em Iadmina.

As diferentes porcentagens de positividade
obtidas, 28,0% nos exames feitos em micropla-
ca e 32,6% nos exames feitos em laminuia, si-
tuam-se dentro de limites aceitaveis de erro ex-
perimental. Em ambas as modalidades da técni-
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ca, tanto a proporcéo de células fiuorescentes,
quanto a qualidade de fluorescéncia eram se-
melhantes.

Tanto na micro como na macrotécnica po-
dem ocorrer casos de toxidez das amostras fe-
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The w phage is a typical DNA phage, i.e., it is structurally composed by an icosaedral head
and a flexible non contractil tail for adsortion and DNA injection. Its genome is a double
stranded DNA and experiments of elimination with acridine orange suggests that the phage

genome is integrated in the bacterial chromosome.

Resumo

A estrutura do virus Omega: um fago temperado do Staphylococcus epidermidis

O bacteriéfago w é um fago a DNA tipico, i.e., estruturado por uma cabeca poliédrica de si-
metria icosaédrica e uma cauda flexivel, ndo contrétil, para sua adsorgdo e inje¢do do seu
DNA na bactéria hospedeira. Seu genoma é um DNA duplamente filamentado, que parece
estar ligado covalentemente ao cromossoma bacteriano durante a fase lisogénica.

Introduction

Virus w, a temperate phage found in the P
strain of Staphylococcus epidermidis was dis-
covered in the late fifties by Marcovich (Caldas,
personal communication) and named “w’’ by
Caldas (personai communication and reference
5}, before this designation had been used for
classification of certain pneumococcal phages
(11) and Agrobacterium tumefaciens phages
{8).

The P strain of S. epidermidis (w) has a spon-
taneous induction of 10% and a burst-size of
40-80 virus/bacterium with a latent period of 45
minutes (5).

In this paper | studied the structure of virions w
and the nature of its genoma.

Material and Methods

Strains — The lysogenic and indicator strains
of P S. epidermidis was originally obtained

from miss Crelir Monteiro de Souza (Instituto
de Biofisica, UFRJ).

Media — YET medium (in g/liter of deionized
water): Yeast Extract (Difco), 5; Tryptone (Dif-
co), 8; Sodium Cloride (Carlo Erba), 5; pH 7.2
{9). Agar (Difco) was added to final concentra-
tion of 1.5% (for plates) or 0.7% {for soft agar
tubes) when this was necessary. Magnesium
ions were added to a final concentration of
10*M in all media.

Phage assay — A log culture {10%cells/ml, ap-
proximatelly) in YET medium was induced with
600ergs/mm? (total dose) with U.V. lamp (GE
germicide). When necessary, the post-induced
cultures were treated with Actinomicin-D
(6g/ml, Sigma). The phage plaque assay was
conducted according Eisenstark (7) and Ribo-
nuclease A (100g/ml, Sigma) was added to soft
agar (1) when this was necessary.

* Supported by Grant 2222.1418/77 of CNPq (P.1.G.-l}, CEPG/UFRJ and FINEP (375/CT and B-76-79-074).
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Acridine orange treatment — Lisogenic cultu-
res were grown overnight in a solution of acridi-
ne orange (50ug/mi) in YET broth in the dark
{6) and 500 colonies were tested for lise after
U.V. induction.

Concentration and purification of phages —
These was conducted according to Yamamoto
& col. (13). The polyethylene glycol 6000 (Sig-
ma) was used in a concentration of 9% plus
0.5M of sodium cloride and the overnight preci-
pitate (at 4°C) was collected and layered on the
top of a cesium chloride (Sigma) gradient (den-
sity range of 1.3 to 1.6) and centrifuged in a ro-
tor 50.1 {(Beckmann ultracentrifuge L-50) for
2.5hours at 4°C at 30.000rpm. The phage band
was collected and dialysed overnight in 10°M of
Mg** ions in deionized water.

Nucleic acid determination — Purified phages
were used for nucleic acid determination
through colorimetic method of orcinol/diphenil-
amine (10) and by the fluorescence method of
acridine (3).

Electron microscopy — Purified preparations of
phage were examined in the electron microsco-
pe after being negatively stained with sodium
silicotungstate (12).

Table 1 — Effect of RNAse and actinomicin D on w phages

Fernando Portela Camara

Results and Discussion

Induction of w phage — A titer of 3.10"°pfu/ml
of phage were released in a U.V. induced cultu-
res in log phase, when Mg™ ions concentration
was 107°M. In the absence of this ions the titer
changes to 107pfu/ml. Thus, the Mg** ions are
essential for maturation of phage particles in its
replicative cycle.

Nucleic acid determination — Induced culture
treated with Actinomicin D show significant re-
duction of phage titers (Table 1). The control of
this experiments was induced cultures of Es-
cherichia coli (1) {phage inhibited by Actinomi-
cin D in several logaritmic unit) and the growing
of R17 phage {(a RNA virus insensible to Actino-
micin D) in E. coli HfrH. The w phage was not
inhibited by RNAse treatment (Table 1) and
the controls of this experiment was conducted
with T4 (a DNA phage) and R17 (that is inhibi-
ted by RNAse in several logaritmic unities).

The treatment of lysogenic cultures for w
with acridine orange don't eliminate this cha-
racter. This fact suggests that genome could be
integrated in the bacterial chromosome.

The fluorescence test with acridine orange
stresses the double stranded DNA nature of w
phage genome and the ofcinol-diphenilamine in-
dex is also positive for DNA (Table 2).

(A} RNAse (100 pg/ml)
control {pfu/mi)

with RNAse (pfu/mi)

6.4x 10° 4.4%10°
(B) Actinomicin D (5ug/ml)
control without control with U.V. induction
U.V. induction U.V. induction with Actinomicin
{pfu/mi) (pfu/ml) D {pfu/ml)
1.7 x 107 3.2x 10" 2.0x 108

Table 2 — Colorimetic determination of w phage nucleic acid using orcinol and diphenilamine reactions*

Nucleic acid

Diphenilamine index

Orcinol index

(ODBDD/ODZSO) (OD870/OD260)
DNA (Calbiochem) 0.325 0.180
RNA (Sigma) 0.003 0.185
Phage 0.285 0.090

*OD — optical density
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Electron microscopy — The w phage is made
up a polyhedrical head with icosahedral
symmetry (Figure 1) with apparent diameter of
550 + 50A, and a long flexible tail of 1400 =
100 % 80 = 10A. Structural components of the
tail are found in a linear periodical disposition
(axial repetition of 35A) ending up in a starsha-
ped baseplate of sixfold simmetry to wich six
small fibers (200 = 20A) ending in a small knob
are fixed (Figure 1).

The structural components of the tail seems
to be in “stacked discs” rather than a helical
type of arrangement (Figure 2). The tail of pha-

References

1. Ackermann, H.W.; Audunier, A.; Berthiaume, L.; Jo-
nes, L.A.; Mayo, J.A. & Vidaver, A.K. — Guidelines
for bacteriophage characterization. In: — Lauffer, M.A_;
Bang, F.B.; Maramorosch, K. & Smith, K.M., eds. —
Advances in virus research. New York, Academic
Press, 1978. p.1-24.

2. Bernheimer, H.P. — Lysogenic in pneumococci freshly
isolated from man. Science, 195:66-68, 1977.

3. Bradley, D.E. — Staining of bacteriophage nucleic
acids with acridine orange. Nature, 205:1187-1190,
1965.

4. Brown, D.T.; Brown, N.C. & Burlingham, B.T. — Mor-
phology and physical properties of Staphylococcus
bacteriophage P11-M15. J. Virol., 9:664-671, 1972.

5. Caldas, |..R. — Estudo radiobiolégico do sistema liso-
génico do Staphylococcus albus. Rio de Janeiro, Institu-
to de Biofisica UFRJ, 1963. (PhD Thesis).

6. Clowes, R.C. & Hayes, W. — Experiments in microbial
genetics. Oxford, Blackell Sci. Publ., 1968.

7. Eisenstark, A. — Bacteriophage techniques. In: — Ma-
ramorosch, K. & Koprowski, H., eds. — Methods in vi-
rology. New York, Academic Press, 1967, p.449-524.
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Thus, this phage is a tipical DNA bacterial vi-
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21} in its physical aspects.
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Figure 1 — General appearance of w phages in a magnification of 227,500X (a and b). The arrow in b show a typical base
plate of this phage. Note its tail in a stacked disc arrangement
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Figure 2 — Polyhedrical heads of w phages with edges pattern of a icosaedral solid. The arrows in a, shows a knob of inser-
tion tail-head. The arrow in b show a typical hexagonal profile of phage head. Note the stacked-discs arrangement of tails.
a: 171,000X; b: 135,000X
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Resumo

Trinta e quatro amostras de P. multocida isoladas de coelhos e aves doentes foram exami-
nadas quanto & sua constitui¢do antigénica. Utilizando o teste de hemaglutinacdo passiva,
com hemédcias sensibilizadas por extratos bacterianos tratados pela hialuronidase, todas as
* amostras foram classificadas como pertencentes ao tipo soroldgico A de Carter. A determi-
nacdo do antigeno somético revelou que das 27 amostras isoladas de coelho, 25 perten-
ciam ao sorogrupo 9. Entre as amostras isoladas de aves a diversidade de sorogrupos foi
maior, mas houve predominancia também do sorogrupo 3, presente em 4 das 7 amostras.
Outros sorogrupos encontrados foram 5, 7 e 8. Paralelamente é descrito um teste presunti-
vo para a identificagdo do tipo sorolégico A, utilizando a inibicdo de crescimento mucéide
pela hialuronidase. Em relagdo aos testes de sensibilidade a drogas, as amostras de-P. mu/
totida estudadas se mostraram altamente sensiveis a quase totalidade das drogas, excegéo
feita as suifonamidas, para as quais foram encontrados niveis de concentracéo inibitdria mi-
nima mais elevados, porém, ndo superiores a 100ug/ml.

Summary

Serological identification and drug sensitivity of Pasteurella multocida strains isolated in
Séo Paulo, Brazil

Thirty-four strains of P. muftocida.isolated from sick rabbits and poultry were examined se-
rologically. Using the passive hemagglutination test, sheep red blood cells sensitized with
bacterial extracts treated by hyaluronidase indicated that these strains belonged to Carter’s
type A. As far as somatic antigen is concerned, 25 out of 27 strains isolated from rabbits
belonged to serogroup 3, being the other two classified as serogroup 9. Among the strains
isolated from pouitry serogroup 3 was found in 4 out of 7 strains. Other serogroups found
were 5, 7 and 8. A presumptive test for the identification of type A, based on the inhibition
of mucoid growth by hyaluronidase treatment, is described. Regarding the sensitivity tests,
the strains of P. muftocida were highly sensitive to most drugs used, with the exception to
sulphonamides, whose minimal inhibitory concentrations were higher than those found for
other drugs, though not superior to 100ug/ml.

01000 S&o Paulo SP, Brasil

Introdugéo

P. multocida é um exemplo classico de bac-
téria oportunista envolvida em diversas infec-
cBes que acometem espécies de animais do-
mésticos de interesse econdmico.

Em outros paises, tém se dado grande impor-
téncia a pesquisas sobre a freqliéncia dos soro-

* Trabalho realizado com auxilio do CNPq.

tipos isolados dessas infeccGes. Neste particu-
lar, os estudos iniciais foram realizados por Ro-
berts (17) que, utilizando o teste de imunopro-
tecdo cruzada, em camundongos, estudou 37
amostras de P. muftocida, distribuindo-as em 4
tipos, denominados, a saber: |, il, lll, IV. Pos-
teriormente, Carter (2), através do teste de pre-
cipitagdo, demonstrou que os antigenos capsu-
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lados de P. multocida podiam ser subdivididos
em 4 tipos sorologicos, por ele denominados A,
B, C e D. Este mesmo autor (3}, descreveu um
teste de hemaglutinagdo passiva mais sensivel,
no qual a substancia capsular, uma vez extrai-
da, era adsorvida em hemacias. Outro tipo adi-
cional E foi descrito mais tarde (4) e o tipo C eli-
minado, em virtude das dificuldades em aceita-
lo como um tipo soroldgico distinto (5). Com al-
gumas amostras capsuladas, bem mucdides,
consideradas como ndo tipaveis, observou-se
que o tratamento pela hialuronidase hidrolisava
o acido hialurénico presente, que impedia a ex-
trac8o do antigeno tipo especifico (6, 16). A de-
terminacdo do antigeno somatico, segundo ob-
servacées mais recentes, é também indispensa-
vel, uma vez que existem indicactes de que ele
seria igualmente importante na imunoprotecao
observada em animais vacinados (15).

Apesar das provas de hemaglutinacéo passi-
va, para determinacdo do tipo soroldgico de P.
multocida, ja terem sido descritas hé cerca de
26 anos, ndo encontramos, na literatura nacio-
nal, nenhum relato sobre estudos desta nature-
za em nosso meio. Deste modo, um dos objeti-
vos de nossa pesquisa foi determinar as carac-
teristicas sorolégicas quantc a antigenos cap-
sulares (tipo-especificos) e somaticos (grupo-
especificos) de amostras de P. multocida isola-
das entre nos. Paralelamente, é descrito um
teste presuntivo para identificagdo do tipo soro-
légico A, a fim de se evitar uma metodologia so-
rolégica mais elaborada e nem sempre ao al-
cance de laboratdrios mais modestos.

Com relacdo a sensibilidade a drogas, os co-
mentarios poderiam ser semelhantes, isto é, o
assunto ja foi exaustivamente estudado entre
nds, para outros gram-negativos (18) mas néo
encontramos, entre as pesquisas nacionais, tra-
balhos que tenham se preocupado em averi-
guar os niveis de resisténcia a drogas em amos-
tras de P. multocida.

Material e Métodos

Amostras — As amostras padrdo Al4 (origem
caprina), B3 (origem bovina), D4 (origem porci-
na) e E12 (origem bovina) pertencentes respec-
tivamente aos tipos soroldgicos A, B, D e E,
usadas para o preparo de antigenos e antiso-
ros, nos foram gentilmente cedidas pelo Dr. P.
Perreau do “Institut d’ Elevage et Medecine Vé-
térinaire de Tropicaux, Maison, Alfort,
France.”

Foram estudadas 34 amostras de P. multoci-
da isoladas de coelhos e aves. Vinte e sete
amostras de coelhos, identificadas pelos ndme-
ros 8, 16, 20, 27, 28, 29, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 39, 40, 41, 44, 45, 48, 49, 50, b1, 54, 57, 58,
59 e 60, foram obtidas a partir de 60 animais aba-
tidos em matadouro da regido de Campinas: Fo-
ram selecionados animais que apresentassem
lesbes pulmonares sob a forma de abscessos
ou processos pneumdnicos, a partir dos quais
procedeu-se o exame bacterioldgico e identifi-
cacdo biogquimica dos microrganismos isolados
conforme preconizado por Giorgi & col. (11).
As amostras isoladas de aves {patos e galirihas)
nos foram remetidas pelo Sr. Victério Chiarelli,
da Seccdo de Doencas das Aves do Instituto
Biologico de Sdo Paulo. Estas foram identifica-
das por numeros fornecidos pela Instituicdo de
origem, a saber: 68605, 68619, 68624, 68656 e
68685.

A manutencdo dos microrganismos foi feita
em 4gar-sangue de carneiro e em sangue desfi-
brinado de coelho. Neste caso, os animais eram
sangrados em condicGes assépticas e o sangue
desfibrinado era distribuido em tubos estéreis
13 x 130mm em volume de 2mi por tubo. Estes
eram semeados com as amostras de P. multoci-
da, incubados a 37°C por 24 horas, sendo poste-
riormente colocados em congelador a —30°C.

Caracteristicas sorolégicas — Preparo de anti-
soros — Foram utilizados dois coelhos para ca-
da amostra padrdo. Para o preparo do indculo,
crescimento confluente de garrafas de Roux,
com meio de 4gar triptose, incubadas a 37°C
por 24h, foi suspenso em solucdo fisioldgica
tamponada 0.05M, pH 7.2 (PBS) e padronizado
ao tubo 3 da escala de MacFarland, adicionan-
do-se formol, na concentracdo de 0.3%. Os
animais foram inoculados via intravenosa, com
as doses crescentes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5:
3,0; 3,5; 4,0ml dessa suspensdo, com interva-
los de 3 dias, fazendo-se sangria de prova, 6
dias apds a Ultima inoculagdo. Os coelhos que
apresentassem tftulos iguais ou superiores a
1:512 foram sangrados. Os antisoros obtidos,
adicionados de mertiolato 1:10.000 foram distri-
buidos em pequenos volumes (2ml) e mantidos
a—30°C. A fim de se averigiiar a especificidade
dos mesmos, cada antisoro foi submetido a
reacdo de hemaglutinagéic passiva com hema-
cias sensibilizadas com antigenos padrédo hete-
rélogos.

Preparo de extratos bacterianos — Procedeu-
se conforme recomendado por Carter {6), com
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algumas modificacdes. As bactérias a serem ti-
pificadas foram cultivadas em placas de Petri,
contendo agar triptose. Apés incubacéo a 37°C
por 48h, o crescimento de cada placa foi res-
suspenso em 3ml de PBS, contendo cerca de
600 URT ~— (unidades redutoras de turvacdo)
de hialuronidase Ritcher {Laboratdric Lepetit).
As suspensdes assim tratadas foram colocadas
em banho-maria a 56°C sob agitacéo (100rpm)
por 4 horas. Apds centrifugacéio a 3000rpm por
40min, os sobrenadantes foram separados e a
quantidade de polissacarideos determinada pe-
lo método de Dubois (9}.

Técnica de reacdo de hemaglutinacdo passiva —
Foram utilizadas hemacias de carneiro coleta-
das em solucdo de Alsever {1). Os antisoros fo-
ram absorvidos com hemécias de carneiro, na
proporcdo de 2ml de soro para 0.3ml de papa
de hemacias. Apds incubacdo a 37°C por 2h,
os antisoros foram centrifugados, para separa-
cdo das hemacias, sendo em seguida inativa-
dos a 56°C por 30min. Nos dias de teste as he-
mécias foram centrifugadas e ressuspensas em
PBS na concentracdo final de 10%. A sensibili-
zac8o foi feita a 37°C por 2 horas, utilizando-se,
para cada iml de hemacias a 10%, extratos
convenientemente diluidos de modo a conter
100ug/ml de polissacarideo. Apds a sensibiliza-
cdo, as hemacias foram lavadas 2 vezes em
PBS e ressuspensas no mesmo tampé&o na con-
centracdo final de 1%. ,

As reac8es de hemaglutinacdo foram realiza-
das em placas de acrilico com batoques removi-
veis. A cada 0.bml| de diluicdo seriada do anti-
soro razdo de 2, de 1:10 a 1:2560, foram adicio-
nados volumes idénticos de hemacias sensibili-
zadas por extratos das amostras de P. multoci-
da em estudo. Em todos os testes, incluiu-se,
como controle, tubos com hemacias sensibili-
zadas e PBS, bem como reagdes homologas e
heterdlogas de hemaécias sensibilizadas com os
extratos de amostras padrdo e os respectivos
antisoros. As reactes, foram lidas apds 2 horas
a temperatura ambiente, considerando-se co-
mo titulo final a maior diluicdo de antisoro que
ocasionava 50% de hemaglutinacdo. Uma de-
terminada amostra de P. mulftocida foi conside-
rada como pertencente a um dos tipos sorolégi-
cos quando hemadcias sensibilizadas como seu
extrato, reagiram com um dos antisoros padrdo
em tftulos iguais ou equivalentes aos obtidos na
reacdo homdloga, permitindo-se variacdes de
uma diluicdo abaixo ou acima do titulo observa-
do.

As caracteristicas sorolégicas quanto ao anti-
geno somatico foram gentilmente estudadas
pelo Dr. Perreau (Institut D’Elevage de Médéci-
ne Vétérinaire de Pays Tropicaux, Alfort, Fran-
ce) de acordo com a técnica preconizada por
Namiocka & Murata (15).

Identificacdo do tipo soroldégico A pela hialuro-
nidase — Amostras de P. multocida recém-iso-
ladas, em virtude da presenca de acido hialur6-
nico na -capsula destas bactérias geralmente
apresentam colénias maiores e de aspecto mu-
coide.

O efeito da hialuronidase na diminuicdo das
dimensdes da colénia e no desaparecimento do
aspecto mucdide ja haviam sido estudados por
Carter & Rundell (8). Estes autores, para conse-
guirem este efeito, utilizaram, uma cultura de
Staphylococcus aureus, produtora de hialuro-
nidase, que era semeada em meio sélido per-
pendicularmente as amostras de P. muftocida.
Nessa investigac8o usou-se 0.1ml de uma solu-
cdo de hialuronidase (Laboratdrio Lepetit) con-
tendo 500 UTR espalhado cuidadosamente na
metade da superficie de uma placa de agar-san-
gue. A placa era incubada a 37°C por 1h, para
evaporacdo da parte liquida, fazendo-se em se-
guida a semeadura das bactérias em estudo, a
partir do crescimento em BHI, diluido 1:1000,
nas zonas da placa contendo ou ndo hialuroni-
dase. Procedeu-se desta maneira com vérias
amostras 34, 37, 38, 41, 44, 48, 51, 54, 57 e 58,
que apresentavam aspecto mucdide, incuban-
do-se em seguida as placas a 37°C por 24h.
Apés a incubacdo, o crescimento em ambas as
4reas das placas foi examinado comparativa-
mente para cada amostra estudada. O desapa-
recimento do aspecto mucdide do crescimento
bacteriano na area do meio de cultura contendo
hialuronidase identificou presuntivamente o ti-
po A.

Sensibilidade a drogas — Para avaliar a sensibi-
lidade a drogas, utilizamos o método de dilui-
cdo em placa, conforme preconizado por Fer-
nandes (10), ligeiramente modificado. Foram
empregadas as seguintes drogas: sulfadiazina,
hetacilina, estreptomicina, canamicina, genta-
micina, tetraciclina e cloranfenicol. Para cada
droga, as concentragdes estudadas variaram de
0,5 a 1.000ug/ml de meio e para o preparo das
solucSes procedeu-se conforme recomendado
por aquela autora.

As placas foram sempre preparadas no dia
do uso, utilizando-se como meio basico agar
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{Difco) Mueller-Hinton. Em cada placa foram
estudadas 21 amostras, semeadas com uma
multi-alca (#2)mm) a partir do crescimento em
BHI, diluido a 1:1000. O controle de viabilidade
foi feito em meio sem as drogas e o controle
destas, através da semeadura de uma amostra
de E. coli K12 nos meios contendo estas drogas
em concentragdo minima (0,5ug/ml). As placas
foram incubadas a 37°C por 24h, consideran-
do-se como nivel de resisténcia a uma determi-
nada droga, aquela concentragdo da mesma,
na qual o crescimento da bactéria foi igual ou
superior a 50% daquele obtido nas placas con-
trole.

Resultados

Os resultados das provas de hemaglutinacdo
passiva, realizadas com antisoros padréo frente
a hemdcias sensibilizadas com extratos homé-
logos e heterdlogos obtidos a partir de amos-
tras padrdo, se acham representados na Tabela
1. Nas reagGes homdlogas os titulos variaram
entre 1:512 e 1:1024. Nas reacGes heterdlogas fo-
ram observados alguns titulos baixos, com-
preendidos entre 1:4 e 1:8, ou as reages foram
negativas.

‘Todas as amostras, independentemente da
espécie animal considerada (coelhos e aves),
comportaram-se como pertencentes ao tipo so-
rolégico A (Tabela 2). Os resultados dos testes
de aglutinagdo somaética revelaram uma predo-
minéncia significativa do sorogrupo 3, entre
amostras isoladas de coelhos. Assim sendo,
entre 27 amostras oriundas desta espécie ani-
mal 25 pertenceram a este sorogrupo, sendo as
duas restantes identificadas como sorogrupo 9.
Entre as isoladas de aves a variacdo de sorogru-
pos foi maior, encontrando-se 4 amostras per-
tencentes ao sorogrupo 3, uma ao 5, uma ao 7
e finalmente uma ao 8. Ainda que o nUmero de
amostras isoladas de aves tenha sido menor,
percebe-se ter havido, também, uma maior
freqliéncia do sorogrupo 3 em relacéio aos de-
mais {Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas sorolégicas das amostras de
Pasteurella multocida isoladas em S#o Paulo, SP

Sorotipos

Nimero
antigeno de
somaticoc  amostras (%)

Origem
das antigeno
amostras  capsular

25 (73.52)
2 (5.88)

coelho 3
9
3 4(11.76)
5
7
8

aves
1 {2.94)
1 {2.94)
1 {2.94)

>rP>r>>r>

O. crescimento..mucdide...caracteristico . das
amostras de P. multocida do tipo A, desapare-
ceu completamente guando a semeadura das
mesmas foi feita em meio de cultura previa-
mente tratado com hialuronidase (Fig. 1).

Figura 1 — Lado esquerdo (A) — Cultura de Pasteurella
multocida tipo A, em &gar-sangue, incubada a 37°C por
48 horas. Lado direito (B} — Cultura de Pasteurella multoci-
da, no mesmo meio, sobre o qual foi espalhado 0.1mi de
hialuronidase contendo B00URT (unidades redutoras de
turvacdo). Note-se o desaparecimento do aspecto mucdide
do crescimento no lado B da placa de Petri

Com relacdo aos testes de sensibilidade a
drogas os niveis de concentracdo inibitéria mi-
nima (CIM) para a sulfadiazina foram mais ele-
vados do que para as demais drogas estudadas,
variando entre 2 e 100u/mi da droga, a maior
concentracdo de suifadiazina para a qual ainda
foram encontradas amostras resistentes (Tabe-
la 3).

Tabela 1 — Resultados obtidos nas provas de hemaglutinagio passiva realizadas com extrato e antisoros padréo em rea-

¢des homologas e heterdlogas

Diluigdo usada na

Antisoros

Extratos Concentragdo (ug/ml} i
padrbes de polissacarideos sens};l::::;ﬁaz das A B D E
A 4.000 1:40 1/512 174 1/4 1/4
B 80 1:2 — 1/612 — -
D 500 1:5 — 1/8 1/512 1/8
E 500 1:5 —_ 1/4 1/8 1/1024
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Tabela 3 — Concentragdes inibitdrias de sulfadiazina, clo-
ranfenicol, gentamicina, hetacilina, tetraciclina, estrepto-
micina e canamicina para amostras de Pasteurella multoci-
da isoladas em S&o Paulo

Concentracéo Amostras
Droga Inibitéria

minima {(ug/mb N° %
2 3 8.82
5 10 29.41
10 2 5.58
sulfadiazina 20 6 17.64
50 8 23.52
100 5 14.70

200 0 0
. 1 33 97.05
cloranfenicol 2 1 295
= 1 16 47.05
gentamicina 2 18 52.95
i 1 28 82.35
hetacilina 2 6 17.64
L 1 32 94.11
tetraciciina 2 2 5.88
1 11 32.35

2 0 0
estreptomicina 5 23 67.64

10 0 0
1 18 52.94
canamicina 2 5 14.70
5 1 32.35

Discusséao

A prova de hemagiutinacdo passiva realizada
com antigenos extraidos pela hialuronidase re-
velou que todas as amostras de P. multocida
estudadas se comportaram como pertencentes
ao tipo A de Carter. No que concerne as amos-
tras isoladas de aves, este tipo tem sido descri-
to com bastante freqliéncia (14), porém em re-
lacdo a coelhos, sdo poucos os dados encon-
trados na literatura consultada. Excecdo feita a
Carter & Bain (7) que descreveram este tipo so-
rolégico como predominante nos casos de pas-
teurelose em coelhos, a quase totalidade dos
trabalhos sobre a doenca nestes animais tem se
limitado em verificar as caracteristicas da mo-
Iéstia quanto a fatores predisponentes e medi-
das gerais de profilaxia. Em outras palavras, os
aspectos soroldgicos das amostras de P. multo-
cida envolvidas na pasteurelose dos coelhos
ndo tem sido suficientemente investigados e
apesar dos testes de hemaglutinagcdo passiva,
utilizados na classificacdo dos tipos soroldgicos
A, B, D e E, ja terem sido descritos hé bastante

tempo, ao que nos consta, este foi o primeiro
estudo gue se fez neste sentido no Brasil.

Os resultados da classificacdo sorologica
guanto aos antigenos somaticos revelou alguns
dados interessantes. Em relacdo aos sorogru-
pos isolados de aves ou sejam 3, 5, 7 ¢ 8, ape-
nas os sorogrupos 5 e 8 tém sido descritos co-
mo envolvidos na cdlera aviaria (14). Curiosa-
mente, das 7 amostras de aves por nés estuda-
das 4 foram classificadas como sorogrupo 3,
gue segundo Namioka (14) ndo seria patogéni-
co para estes animais. Salienta-se, entretanto,
que todas as amostras de origem aviéria foram
isoladas de aves que haviam sidoc acometidas
por um surto de pasteurelose, que praticamen-
te dizimou a criacdo mantida pela Prefeitura
Municipal de Sdo Paulo. Este fato, em nossa
opinido, sugere uma possivel excecdo e requer
novos estudos para se estabelecer se realmente
o sorogrupo 3 de P. multocida do tipo A nédo se-
ria patogénico para aves. ldénticas considera-
coes poderiam ser feitas em relacdo a sorogrupo
7 identificado por nds e que segundo aquele au-
tor ndo seria também patogénico para aves.

No que concerne as amostras isoladas de
coelhos, houve uma predominéncia acentuada
do sorogrupo 3, identificado em 25 amostras,
sendo as duas restantes classificadas como so-
rogrupo 9.

Vérios aspectos estdo aparentes nestes resul-
tados. Primeiramente, lembramos que os ani-
mais com as lesdes descritas e das quais foram
isoladas as amostras de P. multocida eram pro-
venientes de varias criagbes, eliminando por-
tanto a possibilidade de que os casos examina-
dos tivessem uma fonte de infeccdo comum.
Em segundo lugar, é evidente que a diversidade
de sorogrupos encontrados entre as amostras
de origem aviaria foi bem maior do que aquela
observada para as amostras isoladas de coe-
Ihos. Esta variacdo torna-se ainda mais signifi-
cativa se atentarmos para o nimero de amos-
tras examinadas em cada caso, isto €, 27 coe-
lhos e apenas 7 aves. Embora n3o tenhamos
encontrado na literatura menc¢do sobre os soro-
grupos que ocorrem em coelhos, o fato de ter-
mos isolado, de lesGes fechadas nestes ani-
mais, amostras do sorogrupo 3 com maior fre-
gliéncia, ndo deixa davidas quanto ao possivel
papel desempenhado pelas mesmas nos pro-
cessos pneumonicos observados.

A par de nossos estudos com relacéo a iden-
tificacdo sorolégica de P. multocida terem for-
necido subsidios para se criar uma infraestrutu-
ra para este tipo de investiga¢do, queremos res-
saltar ser extremamente importante, para fins
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de vacinacdo profilatica, que se conheca a
constituicdio antigénica de amostras de P. mul-
tocida mais freqlentes entre nds. Sabe-se,
atualmente, que ndo sé o antigeno capsular,
como também o antigeno somatico, estdo en-
volvidos na formacdo de anticorpos protetores

(14). Em se conhecendo a freqliéncia dos soro-

tipos de P. multocida em cada Estado ou re-
gido, para determinada espécie animal, pode-se
idealizar vacinas que visem proteger o maior
numero possivel de animais. Assim sendo, para
exemplificar, no caso particular dos coelhos po-
der-se-ia vacind-los com os sorotipos A3 e A9.
No caso das aves o problema sera mais comple-
X0 e necessitaria, evidentemente, estudos adi-
cionais.

Os achados relativos a utilizag3c da hialuroni-
dase adicionada ao meio de cultura, para inibir
a incorporacdo de acido hialurénico. a capsula,
foram interessantes e sugerem ser possivel a
identificacdo presuntiva do tipo A. Em virtude
do produto utilizado poder ser adquirido comer-
cialmente, dispensando a montagem de técni-
cas soroldgicas nem sempre ao alcance de la-
boratérios mais modestos, achamos que o tes-
te proposto apresenta utilidade pratica. Esta se-
ra mais relevante se lembrarmos que o tipo so-
rolégico em questdo parece estar bem difundi-
do entre nds, como atestam os dados relativos
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as amostras de P. multocida isoladas de coe-
lhos e aves. As amostras por nds estudadas ex-
cetuando-se o comportamento frente a sulfo-
namida, foram altamente sensiveis aos antibi6-
ticos estudados. Apesar da alta distribuicdo em
nosso meio, de fatores R, mormente entre en-
terobactérias, os baixos niveis de resisténcia
encontrados para os varios antibidticos suge-
rem que esse tipo de plasmidio ndo se dissemi-
nam facilmente para P. muftocida. A transfe-
réncia desta resisténcia inter-espécies tem sido
demonstrada entre outros géneros (12), mas no
caso em questdo, parece ndo ocorrer apesar do
habitat destes microrganismos propiciarem
condigbes para tal.

Outra consideracdo em relacdo a sensibilida-
de a drogas seria de natureza prética, pois, em
virtude de alta sensibilidade do microrganismo
aos antibidticos estudados, poder-se-ia estabe-
lecer um esquema terapéutico apropriado no
combate a doencas causadas por esta bactéria.
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Em material colhido na cavidade oral de 400 criancas na faixa etéria de 7 a 14 anos, foi isola-
do 17% de Candida albicans e 1,75% de actinomicetos pertencentes aos géneros Strep-
tomyces, Nocardia e Micromonospora. Os individuos estudados foram divididos em 3 gru-
pos: (a) criangas com mucosa oral e dentes sadios (controle); (b) portadoras de alteragdes
gengivais; (c) portadoras de céries dentérias. Neste trabalho, procurou-se relacionar a pre-
sen¢a de Candida albicans e actinomicetos com o pH bucal idade dos pacientes. Os auto-
res, entre outros achados, obtiveram maior incidéncia de C. albicans em criangas com pH
6.0 e idade de 8 anos.

Summary

Isolation and study of Candida albicans and Actinomycetes in oral cavity

In material collected from the oral cavity of 400 children from 7 to 14 years old, it was isola-
ted 17% of Candida albicans and 1,75% of Actinomycetes from the following genera:
Streptomyces, Nocardia and Micromonospora. The studied individuals were divided in 3
groups: (a) children with Healthy oral tissues and teeth (Control); (b) children with gengival
alterations; {c) children with dental caries. In this work we tried to relate the ocurrence of
C. albicans and Actinomycetes with the oral pH, and the patients’age. Some authors,
among others consulted, found more incidence of C. albicans in children with oral pH value

of 6 and 8 years old.

introdugéo

Candida albicans é sapréfita habitual das mu-
cosas, particularmente do intestino e da cavida-
de bucal. Esta levedura ocasionalmente se tor-
na patogénica em conseqliéncia de fatores pre-
disponentes apresentados pelo hospedeiro. En-
docrinopatias, certos medicamentos, notada-
mente o uso indiscriminado de antibidticos e
distarbios, séo fatores que contribuem para im-
plantacéo de certas leveduras e bactérias, ocor-
rendo a proliferacdo destes microrganismos, os
quais se mostram com viruléncia variavel.

No fim do século passado, Miller (16) foi um
dos primeiros a estudar mais profundamente a
acdo exercida pela flora microbiana da boca e
sua possivel participagdo na etiologia das afec-
¢oes da cavidade bucal.

Santos (20) realizando pesquisa em saliva de
27 alunos de Odontologia de Porto Alegre, com

boca clinicamente sd, apds 2 horas de desje-
jum, detectou a presenca de 40,7% do género
Candida, dos quais, 7,4% pertencia & espécie
C. albicans. O meio de corn-meal-agar, foi usa-
do para verificac@o da presenca de clamidospo-
ros, estruturas tipicas da espécie.

Gutiérrez (8) detectou 14,7% de levedura em
canais radiculares, sendo 74% para C. albicans,
e 26% para outras espécies do género Candida.

Tommasi (23) efetuando estudos de levedu-
ras em canais radiculares, e sua respectiva re-
moc#o através de métodos biomecéanicos, em
193 pacientes, dos quais foram tratados 226
dentes, encontrou um percentual de 26,1%
destes microrganismos. Dentre as leveduras
isoladas da cavidade bucal e dos canais radicula-
res, foi encontrado um percentual de C. albi-
cans de 73,5% e 86,4%, respectivamente.

Aimporténcia de C. albicans na saliva segun-
do Lacaz (12) deve-se a presenca de certos fa-
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tores que favorecem a patogenicidade nas le-
sdes detectadas clinicamente. Em pesquisas
realizadas na boca de recém-nascidos e de
adultos, verificou a presenca desta levedura,
sem qualquer altera¢cdo das mucosas.

Charifker {4) correlacionou a presenca e pro-
porcdo de C. albicans na saliva de 200 pacien-
tes adultos, na faixa etéria de 16 a 74 anos, utili-
zando "‘swabs’’ para a coleta das amostras, ob-
tendo os seguintes resultados: 47 culturas posi-
tivas para leveduras, representando 23,5% de
positividade, encontrando 8,0% para C. albi-
cans, sendo 4,5% no sexo mascutino e 12,2%
no sexo feminino. Com relagdo a idade, obser-
vou a presenca de 11,3% para C. albicans em
pacientes na faixa etaria de 16 a 26 anos.

Young & col. (25) verificaram que quanto
mais baixo o pH da saliva, maior a fregliéncia
de leveduras na cavidade bucal, chegando a
isolar mais de 90% de casos positivos para o
género Candida.

Passos (19) examinando 500 pacientes na ci-
dade do Recife, portadores de cérie dentaria,
encontrou 25,6% de positividade para fungos
leveduriformes. Devido ao consumo excessivo
de acucarados, por parte dos pacientes, admi-
tiu ser este percentual bastante expressivo.
Constatou a predominancia do género Candida
em 23%, sendo 9,6% para a espécie C. albi-
cans.
~ Schimitt (21) usando a técnica do bochecho,
em 103 voluntarios, na Universidade de Oklaho-
ma, encontrou 37,8% de casos positivos para
C. albicans, sendo que, 34,9% foi isolado de
céries dentéria. Quanto a idade, detectou 44%
de C. albicans na faixa etéaria de 8 a 17 anos.

Hodson (9) estudando a incidéncia de mi-
crorganismos leveduriformes isolados da super-
ficie dos dentes e céries, num grupo de crian-
‘cas de 7 meses a 14 anos, obteve 56% de posi-
tividade e, em 90% das caries dentérias isolou
C. albicans. Observou também, relacdo bem
maior entre a presenca deste fungo e as céries
na face labial dos dentes, do que entre estas, e
o ‘habito de consumir balas e pirulitos, além de
outros fatores predisponentes.

Ressaltamos ainda a importéncia dos actino-
micetos na cavidade bucal, através de estudos
realizados por .pesquisadores, tais como:
Grossman (7), Miller (16) Skinner (22), Jawetz
(11) e Gutiérrez (8), entre outros, relacionando-
0s ou ndo com a carie dentéria.

Charifker (b) cita que Actinomyces israeli
{Kruse) Lacheer-Sandoval, tem sido apontado
como agente mais comum de actinomicoses
humanas, inclusive de céries dentéria e tumor

retromaxilar. Esta espécie é encontrada com re-
lativa fregliéncia na cavidade bucal do homem,
encrustado em célculos gengivais e salivares,
podendo invadir a mucosa oral ou outras re-
gides, apds traumas, iniciando nos tecidos a
formacéo de lesGes. Este autor, ao realizar pes-
quisas relacionadas com a participacdo de es-
pécies de Streptomyces na patologia da boca,
observou que estes microrganismos podem
eventualmente, tornar-se patégenos facultati-
vos ou acidentais, dependendo da resisténcia
orgénica do hospedeiro. Foi demonstrado que
S. edaphicus Charifker n.sp. era potencialmen-
te capaz de produzir paradontopatias em co-
baios e, por extensdo, no homem, desde que
encontre condic8es propicias ao seu desenvol-
vimento.

Howell & col. (10) estudando mais de 200 ce-
pas isoladas da cavidade oral, verificaram a
ocorréncia de Actinomyces e anaerdbios facul-
tativos.

Grossman {7), Gutiérrez (8), Orban (18) e ou-
tros, através de pesquisas realizadas em dentes
humanos, evidenciaram a capacidade das bac-
térias de penetrarem no interior dos canaliculos
de Tomes, o mesmo ndo ocorrendo com as cé-
julas fangicas, pois segundo Gutiérrez (8), es-
tes possuem didmetro maior do que o dos ca-
naliculos dentinéarios.

Neste trabalho, procurou-se investigar a inci-
déncia de C. albicans e actinomicetos na cavi-
dade oral das criancas na faixa etéaria de 7 a 14
anos, com denticdo mista, que consumiam ex-
cessivamente agucarados como balas, chocola-
tes, etc. E do nosso conhecimento que a C. al-
bicans assimila e fermenta glicose, sacarose e
outros acucares, justificando deste ‘'modo, um
maior percentual em relacdo as criancas com
habito satisfatério de higiene bucal, enfatizan-
do-nos a investigar a incidéncia de C. albicans e
actinomicetos, relacionando-os com a presen-
ca de alteracBes gengivais e caries dentérias
das criancas na faixa etaria j4 mencionada.

Material e Métodos

A coleta de material, foi efetuada em estabe-
lecimentos escolares oficiais, em diversos bair-
ros da cidade do Recife. Coletou-se material da
regido bucal de 400 criancas de ambos os se-
x0s, na faixa etéria de 7 a 14 anos, escolhidas
aleatoriamente, tomando-se os pardmetros ar-
bitrarios de 95% de probabilidade e 5% de fi-
dedignidade, segundo Askin & Colton (1), para
estabelecer o tamanho de amostra.
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Critérios usados — Considerou-se trés grupos,

de acordo com o estado bucal de cada indivi-

duo:

a) criancas portadoras de céaries dentéria;

b) criancas com alteracSes gengivais e sem ca-
ries dentaria;

¢) criancgas portadoras de boca clinicamente s8,
isto €, com mucosa oral e dentes sadios, que
serviu como grupo controle.

Segundo Baer & Benjamim (2}, durante a in-
fancia e a puberdade, o peridonto estd em
constante estado de mudanca devido a esfolia-
cdo e erupcio dos dentes, tornando-se dificil a
descricdo do periodonto normal que varia com
a idade do paciente. Como nossa amostra foi
representada por criancas na faixa etariade 7 a
14 anos, preferimos seguir a orientacdo de Zap-
pler (26) que apresenta uma descri¢do geral do
periodonto juvenil, enumerando as seguintes
caracteristicas de normalidade:

1 — Gengiva mais rosada, devido a um epitélio
mais delgado e menos corificado, tendo
mais vascularizacéo;

2 — Auséncia de pontithado, devido a que as
papilas conjuntivas da [amina prépria sédo
mais curtas e planas;

3 — Mais flacidas em razdo da menor densida-
de do tecido conjuntivo da ldmina prépria;

4 — Margens arredondadas originadas pela hi-
peremia e o edema que acompanha a
erupcdo;

5 — Maior profundidade do sulco, facilidade
relativa de retracdo gengival.

As criancas fora destas caracteristicas de
normalidade foram consideradas portadoras de
alteracdes gengivais; sendo que, para nossa
pesquisa, ndo foi necessario nos deter quanto a
intensidade dessas alteracGes.

O pH bucal de todos os individuos foi detec-
tado antes de coletar o material, usando o pa-
pel indicador universal Merck, obedecendo o
seguinte critério: 1 — colocar a fita no dorso da
lingua da crianca, deixando-o permanecer nes-
te local durante 1 minuto e, em seguida, retirar
com uma pinga e comparar com a escala padro-
nizada, determinando assim o grau de acidez
ou alcalinidade da boca de cada individuo.

O material dos sulcos gengivais e das cavida-
des formadas pelas céries, foi colhido utilizan-
do-se uma pequena mecha de algodao adapta-
da a um bastdo de madeira e uma cureta de
dentina, previamente esterilizados.

As criancas foram divididas em trés grupos:

Grupo A — Nas criangas com boca clinica-
mente s&, a coleta foi feita nos sul-
cos gengivais dos quatro primeiros
molares permanentes e, na ausén-
cia destes, os segundos molares.

Grupo B — Nas criancas com alteracGes gen-
givais e sem carie dentaria, a cole-
ta foi realizada em elementos den-
tarios que possuiam este tipo de
lesdo.

Grupo C — Nas criancas portadoras de cérie
dentéria, a coleta foi realizada com
cureta de dentina (Tenax n? 5), re-
colhendo-se o material existente
na camada mais profunda da cavi-
dade. Em seguida, o material foi
colocado em tubos de hemdlise
contendo 2ml de solucdo de Rin-
ger, a temperatura ambiente. Es-
te material foi centrifugado a
500rpm, durante 3 minutos, e o se-
dimento transferido para meios ar-
tificiais de cultivo especificos para
leveduras (Sabouraud-dextrose-
agar + antibidtico) a actinomice-
tos (Czapek).

Ideniificacdo dos microrganismos — As cold-
nias isoladas foram identificadas por suas ca-
racteristicas morfolégicas e bioquimicas. Para a
identificacdo especifica das leveduras, foram
usados os seguintes meios artificiais de cultivo:
Sabouraud-dextrose-agar, malte-agar, extrato
de malte, 4gua peptonada + bile de boi, 4gua
peptonada com indicador Andrade; batata-dex-
trose-agar, corn-meal-agar, meio ““C"’ para au-
xanograma dos aglcares (G. Gal., S., M., L.) e
meio N para auxanograma do Nitrogénio
contido nos cristais de nitrato de potdassio
(KNO,) e sulfato de aménia (NH,),SO,. O
meio 4gua de batata com bile de boi, o corn-
meal-agar e a técnica de “‘cultura em lamina’’
com meio de batata-dextrose-agar, serviram
para observacdo de clamidosporos € tipo de fi-
lamentac&o. Sendo as espécies C. albicans e C.
stellatoidea, capazes de produzir clamidospo-
ros, tanto em agua de batata com bile de boi,
como em batata-dextrose-agar e corn-meal-
agar, fez-se necesséario o uso de provas bioqui-
micas, principalmente o auxanograma. De
acordo com Lodder (15) a C. albicans assimila
glicose, galactose, sacarose e maltose e a C.
stellatoidea, assimila todos os acucares acima

~mencionados, menos a sacarose.
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Prova de assimilagdo de actlcares, segundo
Lodder {15).

C. albicans C. stellatoidea
glicose + glicose +
galactose + galactose +
sacarose + sacarose”
maltose + maltose +
lactose™ lactose”

As técnicas utilizadas foram as preconizadas
por Batista & col., indicadas por Lima {13, 14),
as quais, sdo uma simplificacéo da classificacdo
adotada por Lodder (15}.

Tabela 1 — Distribuiggio das 400 amostras estudadas

Eva M. de Souza, Débora M.M. Lima, Maria D.G. Cavalcanti & Maviael J. dos Santos

Para estudo cultural, morfoldgico e bioquimi-
co dos actinomicetos, foram utilizados meios
de uso corrente, de acordo com o Committee
on Bacteriological Technic (6), Waksman (25) e
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology
(3).

Resultados

A distribuicdo de C. albicans, isolada das 400
amostras estudadas, levando-se em considera-
cdo idade e sexo, estd expressa na Tabela 1.

A Tabela 2, mostra que a maioria das crian-
cas apresentou o pH bucal 7.0 (39,20%), se-
guindo-se de 25,00% com o pH bucal 6.0.

Bocas Bocas com Bocas com
Clinicamente alteracdes céries Totais
sés gengivais dentérias
Idade Sexo Sexo Sexo Sexo Percentagem
Masc Fem. Masc. Fem. Masc. Fem. Masc. Fem.

7 Anos 7 7 7 7 6 6 20 20 10,00%

8 Anos 8 9 9 8 9 9 26 26 13,00%

9 Anos 9 8 9 9 8 9 26 26 13,00%
10 Anos 9 9 8 9 9 8 26 26 13,00%
11 Anos 10 9 8 10 10 9 28 28 14,00%
12 Anos 7 8 8 9 9 7 24 24 12,00%
13 Anos 8 9 9 10 9 7 26 26 13,00%
14 Anos 8 8 8 8 8 8 24 24 12,00%

Total 86 67 66 70 68 63 200 200 100,00%

Tabela 2 — Relac#o do pH bucal das criangas examinadas do grupo etério de 7-14 anos por idade e sexo da cidade do Re-

cife, PE
Idade | 7 Anos| 8 Anos | 9 Anos| 10 Anos| 11 Anos| 12 Anos |13 Anos| 14 Anos
Ph Bucal - ~Total:| Percentagem
Sexo M| F|I M| FIM|F|M|[F{MI F| M|F | MIF| MF
6.0 3|6/ 5/6|7(6|6|7[10/8|3|5|5!9]| 6|8 |10 25,00%
6.5 — — = == =72 == (11} 1[1]3]—-]1 1{— 10 2,50%
6.6 5(3(10(10]/6|8|10}76|5|3|4]2]3 32 90 22,50%
6.7 —_ - == == === == ==} =|1 1 0,25%
6.8 212 | - |— 1|— | - I= 65 517 316 4|2 42 10,50%
7.0 10; 8 9110 811 | 10 M 41811316 |17(8 1212 |157 39,256%
Total 20119 | 24|26 | 25127 | 26 |25 |27 |27 | 25|25 |27 |26 | 26 {26 {400 100,00%
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Tabela 3 — Prevaléncia de Candida albicans, segundo o pH bucal das criancas da faixa etéria de 7-14 Anos, Recife, PE

Ndmero Casos positivos para
pH Bucal de casos Candida albicans
Absolutos Percentagem

6.0 100 22 22,00%
6.5 10
6.6 90 17 18,80%
6.7 01
6.8 42 1 2,37%
7.0 157 28 17,80%

Total 400 68 17,00%

Tabela 4 — Prevaléncia de Candida albicans, segundo a idade, sexo e estado bucal das crian¢as da cidade do Recife, PE

Nimero de . Bocas Alteracées Céries
pacientes chmcsanswente gengivais dentarias
Idade Sexo Total Percentagem
Masc. | Fem. Masc. | Fem. | Masc. Fem. Masc. Fem
7 Anos 20 20 2 — 1 - 1 2 6 15,00%
8 Anos 26 26 1 2 3 — 2 5 13 25,00%
9 Anos 26 26 1 1 5 1 4 4 16 3,76%
10 Anos 26 | 26 - 2 4 — 1 1 18 3,20%
11 Anos 28 28 - - 3 — 2 2 7 12,50%
12 Anos 24 24 — — - 1 2 1 4 8,33%
13 Anos 26 | 26 - — 1 1 - — 2 3,84%
14 Anos 24 | 24 - — - 1 1 - 2 4,16%
Total 200 | 200 4 5 17 4 23 15 68 17,00%

Maior incidéncia de C. albicans foi verificada
em pacientes que apresentaram o pH &cido
(6.0) (Tabela 3).

Das 400 amostras colhidas de criancas porta-
doras de boca clinicamente sd, com alteracdes
gengivais e céries dentaria, foram isoladas 68
cepas de C. albicans (17,00%) e 7 cepas per-

tencentes aos géneros Streptomyces, Nocardia
e Micromonospora (Tabela 5 e 6).

Maior percentual de C. albicans, 15,00% e
25,00%, fai encontrato nas criancas com 7 e 8
anos respectivamente, todas apresentando al-
teracoes gengivais, seguindo-se de 12,00% na-
quelas com 11 anos de idade {Tabela 4).
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Tabela 5 — Resultado global da prevaléncia de Candida albicans em relagdo com o estado bucal e sexo das criangas na fai-

xa etdria de 7-14 anos da cidade do Recife, PE

Numero de Casos positivos da
exames Candida albicans
Local Sexo Total Absolutos Percentagem
Masc. Fem.
Bocas
clinicamente 66 67 133 22 15,78%
s&s
Bocas com
alteracdes 66 70 136 38 28,35%
gengivais
Bocas com 68 63 131 8 6,10%
céries dentérias
Total 200 200 400 68 17,00%
Tabela 6 — Prevaléncia de Candida albicans e actinomicetos nas 400 amostras estudadas
Microrganismos Total Percentual
Candida albicans 66 17,00%
Streptomyces 1 0.25%
annulatus !
Streptomyces 1 i 0,25%
virgatus '
Streptomyces 1 0.25%
albus !
Streptomyces 1 0.25%
calvus !
Streptomyces 1 0.25%
diastaticus !
Micromonospora 1 0,25%
chalcea
Nocardia sp. 1 0,25%

Discussdo

Levantamentos epidemioldgicos para estabe-
tecer a incidéncia de fungos leveduriformes e
actinomicetos, na cavidade bucal, tém sido rea-
lizados em diversos paises (2, 4, 5, 7, 8, 9, 10,
12, 15, 17, 22, 25). No Brasil, na cidade do Re-
cife, Charifker {4) trabalhando com fungos le-
veduriformes isolados do liquido bucal de adul-
tos, na faixa etéria de 16-74 anos, assinalou a
presenca de 8,00% de C. albicans, além de ou-
tras leveduras. Este mesmo autor em 1965, em
pesquisas realizadas sobre “'streptomyces

Waksman & Henrici e paradontoses’’, verificou
a participacio de Streptomyces spp. na patolo-
gia da cavidade oral, tendo isolado S. edaphi-
cus do solo e posteriormente inoculado em co-
baios, observando a producdo de reacdo infla-
matdria, do tipo agudo, no parodonto ao nivel
do colo dentério, obtendo retrocultivo apds ter
sido realizada necrépsia.

Passos (19) examinando 500 pacientes porta-
dores de céries dentéria, detectou 9,60% de C.
albicans, além de 23,00% de positividade para
o género Candida. O resultado por Passos (19),
9,60% muito se aproximou com os de Charifker
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(4), 8,00%, gquanto a espécie C. albicans. Su-
pomos ser este fato devido a esta pesquisa ter
sido realizada na mesma cidade, vivendo os pa-
cientes, os problemas socio-economicos e de
higiene.

Santos (20) pesquisando fungos em saliva de
estudantes universitarios (Porto Alegre) com
boca clinicamente sd, apds 2 horas de desje-
jum, encontrou percentuais aproximados aos
de Charifker (4) e Passos (19), para a espécie C.
albicans (7,40%), apesar de tratar-se de adul-
tos, com grau universitario, estudantes de
Odontologia e vasta nocdo de higiene bucal;
detectou ainda 40,70% de leveduras do género
Candida.

Tomasi (23) isolou C. albicans de canais radi-
culares (86,40%) através de métodos biomecé-
nicos e da cavidade oral (73,50%) utilizando sa-
liva colhida do dorso da lingua (regidio poste-
rior) e, também no espaco retro-molar.

Os resultados por nos obtidos (6,10%) em
pacientes portadores de cdries dentéria, se
aproximaram dos encontrados por Passos {19),
9,60%, o mesmo ndo acontecendo em relacéo
com os resultados obtidos por Tomasi (23),
(73,50% para C. albicans, em saliva) uma vez
que, detectamos 15,78% para este microorga-
nismo em individuos portadorés de boca clini-
camente sadia.

O maior percentual de C. albicans por nés
encontrado foi em individuos portadores de al-
teragBes gengivais, (28,35%) bastante inferior
aos encontrados por Gutiérrez {8), 74,00% e
Tomasi (23}, 86,40% em canais radiculares.

Apesar da maioria das criancas examinadas
ter apresentado pH bucal 7.0 (39,25%), maior
incidéncia de C. albicans (22,00%) verificou-se
nos individuos com pH bucal acido (6.0), no
que concordamos com Young & col. (25),

quando verificaram que quanto mais baixo o

pH salivar, maior a freqiiéncia de leveduras na
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Summary

Culture extracts of races T and O from two Brazilian isolates of He/minthosporium maydis
were studied and effort to understand the natural of the compounds most active in patho-
genesis. Through extraction and concentrations with organic solvents, liophylization, aci-
dic hydrolysis of eluate fractions from column chromatograms, and analysis by paper chro-
matographic methods, at least distinct, biologically active peptides were found associated
with the race T isolate, and at least one with the race O isolate. The peptide{s) produced by
race T, specifically pathotoxic to male-sterile cytoplasm (maize), came from tube 8 — out
of 24 eluate fractions from the Sephadex column — and comprised at least 6 amino-acid
residues, and its molecular weight was estimated to be close to 700. The other two pepti-
des, one for each race, were associated with the last column fractions and detected in hig-
her amounts than the race T, pathotoxic one. They showed no effect on two types of mai-
ze tested although clearly inhibitory to conidial germination of Gloeosporium sp., in a test
intend as an additional bioassay.

Resumo

Toxinas fitopatogénicas produzidas in vitro por Helminthosporium maydis isolado no Brasil
Os principios téxicos dos filtrados de dois isolamentos respectivamente caracterizados co-

mo raca T e O foram concentrados por liofilizag8o, e tentativamente extraidos com cloro--

formio e purificados com o uso de metanol e cromatdgrafo de coluna. Desenvolvido o ex-
trato da raga T em coluna de Shephadex G10, o bioensaio consistindo de inje¢des em col-
mo de milho revelou estar a toxina presente em maior quantidade no tubo .8 do eluato. Ne-
nhum principio téxico foi constatado no extrato de raga O concentrado por liofilizagdo por
esse bioensaio. A vista, s6 foi feita a hidrélise 4cida do eluato do tubo 8 do cromatégrafo de
coluna, raga T, seguindo-se 3 tipos de desenvolvimento em cromatografias de papel, em
que se revelaram, por comparagdo com um padrdo, 6 manchas com ninhidrina, 2 identifi-
cadas como prolina e tirosina e as demais, como possiveis misturas de aminodcidos. Trés
bioensaios foram comparados usando-se concentrados das duas ragas, resultantes da ex-
trag@o com cloroférmio, e os eluatos obtidos por cromatografia de coluna. Quanto a raga
T, os bioensaios de inibigdo de raizes primdrias e inje¢bes em colmos de milho acusaram a
presenga da toxina no extrato concentrado e, particularmente, nos tubos 7 e 8 do eluato do
cromatégrafo de coluna. O teste de inibigdo da germinag&o de Gloeosporium sp. acusou a
presenga de principio tdxico no extrato concentrado e no tubo 19 do eluato do cromatdgra-
fo de coluna o que o torna sem validade para detetar ou quantitativar a(s) substancials) bio-
logicamente ativas. O extrato concentrado da raga O e os eluatos dos tubos 6 e 7 do croma-
tografo de coluna inibiram o alongamento radicular de sementes de milho em germinacéo.
No entanto, as inje¢cdes em colmos de mitho ndo acusaram nenhuma toxidez quer no extra-
to concentrado, quer nos tubos de eluato do cromatégrafo.

inibigdo da germinacgdo dos conidios de G/oeosporium sp. ocorreu diante do extrato con-
centrado desta raga e do eluato no tubo 19.

36570 Vigosa MG, Brasil

* Part of a thesis submitted in partial fulfilment of the requirements of the degree of Master of Science in Agricuitural Mi-
crobiology at the Universidade Federal de Vigosa. Research sponsored by Conselho Nacional de Desenvolvimento Cien-
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Introduction

Southern corn leaf blight has caused serious
damage to maize crops, effecting world eco-
nomy. The disease attacks with special severity
Texas male sterile cytoplasm leaves, widely
used in commercial seed corn production. The-
refore, it is important to investigate aspects of
the pathogenicity of the causal agent, Helmin-
thosporium maydis, and attempt to isolate and
characterize the pathogenic principle.

Hooker & col. {7, 8) named the commom and
virulent strains of Helminthosporium maydis O
and.T, respectively, and established six criteria
to differentiate them: (a) cytoplasmic specifi-
city; (b) pathogenicity; (c) ability or inability to
produce compounds toxic to maize; {d) suscep-
tibility of different plant organs to infection; (e)
degree of sporulation and (f) temperature con-
ditioning epiphytotics. The proceeded to an in-
vestigation of the phytotoxicity of the T race by
concentrating and dialyzing culture filtrate and
observing the effect of the liquid on germina-
ting seeds of normal and male-sterile cyto-
plasm. Inhibition of primary root elongation in
both types of seediings was found.

Gracen & col. (4) developed a test for suscep-
tible races of maize by injecting or spraying
plants in the field with culture filtrates of the T
race. Leaves of sensitive plants became disco-
lored and necrotic. This procedure can also be
used as a biossay for phytotoxicity of culture
extracts.

Comstock & Scheffer (3) concentrated race

T extract and isolated the toxin by paper and

column chromatography.

Lim & col. (9) reported that the race T toxin
could be extracted with methanol from PDA
culture medium.

Hesseltine & col. (6) found that the race T to-
xin is a polypeptide of unknow composition and
structure. The polypeptide can elicit all
symptoms of the disease when applied to
plants.

In the present study an attempt has been ma-
de to purify and characterize the toxic princi-
ples produced in culture by T and O isolates
found in two Brazilian States, Espirito Santo
and Rio Grande do Sul.

Material and Methods
Purification and analysis of races T and O toxic

compounds — Isolates number 4 {race O} and 7
of H. maydis, collected in 1973 in Linhares

County, Espirito Santo, and S&do Gabriel
County, Rio Grande do Sul, Brazil, respectively,
gave the original monosporic cultures used he-
re (2). Circular blocks from each sporulating,
10-day old culture on PDA were cut with a ste-
rilized cork borer and transferred into the liquid
medium described by Hooker & col. (7). Follo-
wing 15 days at 24 + 2°C, the mycelium-contai-
ning liquid was strained through cheesecloth
and filtered through Whatman paper n° 1. The
filtrates were tested for inhibition of root
growth.

Figure 1 — Purification and analysis of a pathotoxic pepti-
de produced in vitro by H. maydis, race T

Liquid culture medium of
H. maydis, race T or O

Cheesecloth

Whatman paper n® 1 Residue
Biological testing
with maize plants
or seedlings (A)

120 Filtrate
Dilution ‘
Li?phylization

Concentrated
Extract n® 1
(C.E. 1)

) e —
CH40H Added (2:1 v/v), 12-15 hr, 3-5°C

Whatman paper n° 1 Residue

Filtrate

CHZ0H Liophylized out

Concentrated
Extract n? 2
(C.E. 2)

Y —

Separatory
Funnel 1:1v/v, 6
CHCI; Extractions

20 mil
Distilled water

CHCl; Liophylized out

Concentrated
Extract n? 3
(C.E. 3)

(A) -——onr————

Colum Chromatography
Sephadex G10

{
Acidic Hydrolysis (Tube 8)

Paper chromatography
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Both filtrates were taken into porcelain cap-
sules and reduced down to 3.5:1 of the original
volume in a Virtis Liophylizer, model 10-145
MR-BA giving concentrated extract n? 1 or

c.e.1 (Figure 1). After methanol was added and

mixed 2:1 with the c.e.1, the mixture from each
isolate was left for 15hrs, at 3-6°C and then fil-
tered through paper. Race T fiitrate was con-
centrated 8:1 and race O filtrate 20:1 through
liophylization, producing concentrated extract
n? 2 (c.e.2). Biological testing for toxin activity
was performed by sampling 2ml out of each
c.e.2, diluting samples up to 40ml with distilled
water and applying half this volume to ten mai-
ze seedlings in Petri dishes. Hypocotyls, initially
5mm long, were measured after incubation for
48hr in the dark at 24 + 3°C.

" By stepwise addition of chloroform (1:1/v:v)
to each c.e.2, six consecutive extractions were
done in a separatory funnel. Each extract, plus
20ml of distilled water, -yielded concentrated
extract n? 3 after liophylizing out the chloro-
form. The volumes in both cases were equali-
zed at 9ml with distilled water and stored at
-10°C. Biological activity was checked in both
solutions by injecting 0.5ml of each extract into
stems of two male-sterile and two normal cyto-
plasm plants one inch above ground and loo-
king for symptoms four days later.

Next, two milliliters from each c.e.3 were de-
veloped with distilled water, at 1.0ml/8 minu-
tes, through a 22 x 1.5cm. G10 Sephadex co-
jumn, resulting in an eluate made up of 25 frac-
tions, 3ml each. Half a milliliter from each of
these fractions was withdrawn for protein
analysis according to Lowry & col. (10).

Since symptoms were not observed in maize
plants following the injections with each of the
race O eluate fractions, the hydrolyses which
followed were performed only on the race T
fractions that had exhibited biological activity.
A sample from tube 8 received 0.5ml {1:1/v:v)
of 12NHCI, was autoclaved 1 hr at 120°C, and
had the acid evaporated out in a “'sand bath”
(Brune’s method, modified) (1). Half a milliliter
was added to the dried residue and developed
by the following types of paper chromato-
graphy: descending, broken front; bidimensio-
nal; and multiple development. Solvents or sol-
vent systems in each development were: Sec.
Butanol (BuOH — 3,3% NH, — 15:6 {descen-
ding) (12): n-BuOH: acetic acid: water — 4:1:1
(first direction) and phenol: 3:3% NH, — 3:1
(second direction) (bidimensional); and BuOH:
acetic acid: water — 90:10:25, in the multiple

development (12}. Control was provided by a
18 amino acid solution run along with each
sample, and chromatograms were sprayed with
ninhydrin for amino acid detection.

Bioassay methods — To detect biological acti-
vity in the H. maydis culture extracts at various
steps during the purification schedule, several
methods were available (5, 7, 8). Some were
initially compared and the following three selec-
ted to be used at distinct steps.

Inhibition of primary root elongation — Sam-
ples of two milliliters from isolate 4 (race O) or
isolate 7 (race T) culture filtrates (2), were diiu-
ted 1:20 v/v in distilled water and placed in
each of two Petri dishes containing either 10
male-sterile cytoplasm maize seedlings or nor-
mal cytoplasm seedlings, having roots bmm
long. Root length was measured for inhibition
following incubation on a lab bench for 48hr at
18-24°C in the dark. This technique was emplo-
yed during the purification schedule for both ra-
ces T and O, to assay for pathotoxic activity in
the concentrated extracts or eluate fractions
(Figure 1).

Injection into maize stems — Two normal and
two male-sterile cytoplasm maize plants, at the
3-5 leaf stage, were infected 2.5cm above the
ground (5} with 0.3ml of the undiluted concen-
trated extract n? 3 derived from each race. As
controls, the same number of both types of
maize received 0.3ml of distilled water and all
plants were kept in the greenhouse for four
days, before being checked for symptoms. The
same procedure was employed ‘to test 0,5ml
samples from each fraction derived by column
chromatography (Figure 1) fromrace Oand T
concentrated extracts n? 3.

Inhibition of spore germination in Gloeospo-
rium sp. — Germination of Gloeosporium sp.
conidia was homogeneous and nearly complete
when sporulation had been carried out in a cul-
ture medium prepared by a decoction of bana-
nas (300g/iiter for 10min.) and conidia allowed
to germinate soon afterwards on glass slides in
a humid chamber at 21°C. Germination was
inhibited, however, when race T concentrated
extracts or definite eluate fractions (column
chromatography) were present. Implicit was a
biossay method suitable for routine use thus
deserving a comparison with the other two
(4, 7). Spores were counted at 150 X magni-
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fication, after mixing 0.3ml from every liquid
under test with identical volume of a conidial
suspension previously adjusted down to a spo-
re count of 150 per microscopic field. After se-
ven hours at 21 = 1°C, any spore showing a
germ tube longer than spore width was credi-
ted as germinated.

Results

Tables 1 and 2 show that while the culture fil-
trate from the race O isolate or its concentrated
extracts inhibited root elongation to the same
extent in both kinds of cytoplasm, similar pro-
ducts from race T (isolate n® 7) were substan-
tially more inhibitory to male-sterile cytoplasm
than to normal cytoplasm. Texas cytoplasm
plants, once injected with the aqueous extract
obtained through chloroform extraction from
isolate 7, exhibited chlorotic lesions which tur-
ned into necrotic ones and eventually dried out.
Normal cytoplasm plants injected with the sa-
me liquids or the corresponding ones obtained
from isolate 4 remained macroscopically un-
changed.

On injecting 0.5m! sampled from each eluate
fraction, the observed symptoms — graded to
facilitate the assessment — indicated phytoto-
xic activity associated only with fractions in tu-
bes 6 through 11 (race T) (Table 3). Distilled
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water, used as control, and race O extracts did
not elicit perceptible changes in the test plants.
The greatest toxin activity was associated with
the fraction in tube 8, and its contents were ta-
ken for analysis by paper chromatography (Fi-
gures 2, 3 and 4).

Figure 2 — Race T: Bidimensional development in paper,
tube 8 contents from the column eluate obtained from con-
centrated extract n? 3. The 18-amino acid standard is not
shown

Protine

Tyrosine

¢

Sec. Butanol: acetic acld: H,0 — 4:1:1 {v/v/v)

80% Phenol: 3.3 NH; — 5:2 {v/v}

Table 1 — Root elongation in corn seedlings exposed for 48hr to race T or O culture filtrates

Volume Isol. 7 (Race T) Isol. 4 (Race O) Dist. Water
reduction
of Cytoplasm
filtrate aAvg{mm) Range Avgimm) Range Avg(mm) Range
None Male-sterile b2.0 1.0- 3.0 6.8 3.0-10.0 21.8 15.0-32.0
Normal 19.1 15.0-30.0 6.0 2.0-11.0 19.4 14.0-26.0
-3.5:1 Male-sterile 1.5 1.0- 3.0 3.0 1.5- 6.0 25.0 15.5-35.0
Normal 18.6 10.0-25.0 7.0 2.0-17.0 29.0 12.0-40.0

aRoot was 5mm long when seedlings was exposed to extract

bAverage for ten seedlings

Table 2 — Graded symptoms after injecting corn stems with eluate fractions obtained by column chromatography from T

concentrated culture filtrates

Corn aRace T, eluate tube n®
Cytoplasm

5b 6 7 8 9 10 11 12
Male-sterile 0c 8 12 24 18 8 3 0
Normal 0 0 0 0 0 0 0 0

aNo race O eluate fraction or any control treatment induced morphological changes in the injected maize
bHalf milliliter from the 3mi eluate fraction was injected per plant
SFigures result from grading symptoms and by adding them up: 0, symptomless; 1, ieaf with one chlorotic streak; 3 leaf

showijng one necrotic streak; 7, wilted and dned up leaf
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Table 3 — Comparison of three bioassays to test biological activity in the liophylized extracts from race T and O isolates

Bioassay Race O2 Race T Distilled water
Average root elonéation {mm)

Root Texas 3.5(1.5- 6.0)P 1.5( 1.0- 3.0 25.0(15.0-35.0)

Elongation Normal 7.0(2.0-17.0} 18.5{10.0-25.0) 29.0{12.0-40.00
Symptoms in maize¢

Pathogenic Texas 0.0 19.0 0.0

activity Normal 0.0 0.0 0.0

in plants

Inhibiti.op Spore Germination (%)

of conidial

germination

in Gloeosporium sp. 1.0 2.0 91.0

aRace O, isolate 4; race T, n® 7. Root bmm long at treatment

bAverage of 10 seedlings. Range within parentheses

<Symptoms were graded and added up to vield figures; see Table 2 for explanation

Figure 3 — Race T: Paper chromatogram in paper, tube 8
content derived by column chromatography of the concen-
trated extract n® 3 amino acid standard not shown, amino
acid identifications are tentative

Tyrosine

&8

Praiine

GRD@

Butanot: acetic acid: H, 0 — 90:10:25 (v/v/v)

Analysis of each eluate fraction taken from
the Sephadex column indicated that inhibition
of Gloeosporium conidia was the greatest
around tube 19 and led to curves showing a si-
milar pattern for either race (Figure 5 and 6).

" The highest protein dosage was also found in
later fractions (Figure 5 and 6}. However, root
elongation was most strongly affected and
symptoms in maize were the most evident
when material was treated with the contents of

tube 8 (Figure 6, race T), where protein measu-
red much less than in tube 19. In evaluating in
wich the extracts produced inhibitory effects,
the controls were taken for reference as 100.

Figure 4 — Race T: Descending paper chromatogram, bro-
ken front, of tube 8 fraction, which was derived by column
chromatography from concentrate extract n® 3

Tyrosine

G

& @ D

Sec. Butanol: 3.3% NH, — 15:6 (v/v)
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Figure 5 — Race O: Biological activity and protein dosage
(Lowry & col.) associated with the concentrated extract de-
veloped in a G10 Sephadex column. The controls were ta-
ken for reference as 100
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Figure 6 — Race T: Biological activity and protein dosage

{Lowry & col.) associated with eluates derived from the

concentrated extract developed in a G10 Sephadex co-

lumn. The controls were taken for reference as 100
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Discussion

Injections into maize stems were a suitable
biossay since only minute volumes were nee-
ded and the symptoms — yellowing, wilting,
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and leaf necrosis — were quite clear in the test
plants.

Culture filtrates from both isolates inhibited
root elongation prior to and after concentration
by liophylization (Table 1), hence it was assu-
med that the latter process had not perceptibly
affected the biological properties of the com-
pounds involved.

After removing methanol and moving each
aqueous extract through successive chloroform
extractions {Figure 1), more water was added
and the organic solvent was liophylized out.
Now, only the race T aqueous extract retained
the ability to elicity the disease symptoms in
maize. According to Comstock & Scheffer (3},
salts, acids and staling products reach high
enough concentrations in H. maydis cuiture
media to cause leaf chlorosis in injected maize
or to inhibit root elongation /in vitro. This may
account for the smaller pathological activity as-
sociated with race O filtrate and explain why no
race O Sephadex eluate fraction induced
symptoms in test plants (Table 3). Three dis-
tinct chromatographic analyses of the acidic
hydrolysate (10) of the contents in tube 8 (race
T) suggested at least 6 amino acid residues ma-
king up the peptide that clearly showed patho-
logical activity. Evident as a yeliow spot {ninhy-
drin) — and same Rf recorded in the standard
— proline was found in two chromatograms
and absent in the one, perhaps because in the
fatter it overlapped another amino acid. Uni-
dentified spots were thought to indicate more
than one amino acid residue. The anthrone test
{11, 13} indicated, that tube n?® 8 did not con-
tain a glycopeptidic toxin.

Since the pathotoxin was detected in the
eluate fractions 7, 8 and 9, it was assumed that
its molecular weight exceeded 700 daitons. No
additional Sephadex sizes were hand to further
clarify this point.

Besides the peptidic compound pathogenic
to maize and associated with lower eluate frac-
tions (Figure 5 and 6), compounds(s} in tubes
around tube 19, in both isolates, were the most
active in inhibiting germination of Gloeospo-
rium conidia. These latter eluate fractions sho-
wed higher peptide contents than the previous
ones.

Could such or compounds somehow partici-
pate in the colonization process by H. maydis?
For example, one might believe it worthwhile to
investigate wheter the peptide could have an
antibiotic role in avoiding infection by locally in-
vading, potentially pathogenic fungi.
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