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DNA repair systems

José R, Pellon Olagorta

Maszachusetts Institute of Technology
Cambridge, Massachusetts 027133, USA

Summary

The DNA. repair systems have received increasing attention in recent years maioly
beeause their intervention in mutagenesis and carcinogenasis. The present review
presents well known facts together with late developments in DNA rapair, stressitygy the
enzymatie events involved in bacterial cells,

Resumo

Sistemas de reparos de DNVA

Sistemas de reparg do DNA t8m rmeracide atenclo, principalmente devido ao papel
que exercarn em mutagénese e carcinogénese, S8o revistos fatos ja estabelecidos e
avangos recentes, No assunto, com énfase nos eventos enzimaticos, envolvidos nas
célulgs bacterianas.

Introduction

The inherent stability of the DNA molecule was thought some time ago to be the
main reason for the low frequency of spontaneous mutations or, in other words, for keep-
ing constant the genetic information of the species. Today it seems clear that the DNA
repair processes are essential for the maintenance of the integrity of the DNA molecule.

The DNA repair processes have received renewed attention lately due to their inter-
relation with cell survival and mutagenic and carcinogenic transformations. The relation-
ship hetween DNA repair and carcinogenesis is supported by evidence showing that some
inherited human disorders, associated with defects in DNA repair, result in a significantly
higher prevalence of certain types of cancer (62).

Due to the fairly good understanding of the enzymes involved in DNA repair
systems, it seems a useful approach to arrange the repair processes in groups with respect
to the particular type of enzymatic events involved. Classification by this scheme should
become increasingly precise as cur knowledyg of repair develops.

The purpose of this review is to present an update on established facts and recent
developments in this rapidly expanding field.

Photoreactivation — |t is the process by which a specific photoreactivating enzyme binds to
the intrastrand cyclobutane-type dimer formed between adjacent pyrimidines by UV radiation,
monomerizes it /n situ upon absorption of a photon in the wavelenght range 300-600nm

Rav. Microbil., S3o Paule, 13(2}:101-109, Abr./Jun, 1982
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{visible light}, and i this way restores the DNA to its original undamaged state. It has been
shown to be completely specific for pyrimidine dimers (53, 63) and to prevent the lethal
and mutagenic consequences of UV irradiation, being considered a constitutive error-free
DNA repair system (58). Photoreactivating enzymes have been detected in both pro-
caryotes and eucaryotes, including human cells {66, 67). The main limitation of this
system is its lack of versatility due to its high specificity for pyrimidine dimers.

Excision repair — This repair process takes advantage of the fact that the DNA bhas two
complementary copies of information {two strands); thus, it can dispose of damaged
nuclectides in one strand without losing the capacity to regain the correct nucleotide se-
gquence Upon replication, using the undamaged strand as template. It is a major system of
DNA repair. The individual steps in this repair process are the following {for the removal of
a pyrimidine dimer forrmed in the DNA by UV radiation, which is the most studied case (Fig.
1}

a} Specific recognition of the dimer by a DNA glycosylase, and posterior DNA strand
scission of the resulting apyrimidinic site {19, 23, 40). Recently, it has been reported that
the same enzyme (DNA glycosylase) seems to possess both the glycosylase and the apur-
nic/apyrimidinic DNA endonoclease activities (40).

The enzyme would cleave first the N-glycosyl bond between the 5'-pyrimiding of the
dimer and its corresponding sugar, and then it would proceed to cleave the phosphodiester
bond on the 3'-side of the apyrimidinic site (this is the bond between both pyrimidines of
the dimer originally} (23, 40, 60). Alternatively, the cleavage of the apyrimidinic site may
occur atits &' side, and then step b (exonucleolytic excision) would not need to be bidirec-
tional as it is proposed (23).

b} Exanucleolytic excision of the dimer as part of a smalt oligonuclectide. The exci-
gion would have to be bidirectional, because the removal of the 3’ sugar is alse needed 1o
provide a 3'-hydroxyl site for DNA polymerization (23).

¢) Repair replication catalyzed by a DNA polymerase. The 3'-hydraxyl end serves as
primer and the complementary strand as template. Steps b and ¢ may ocour simultaneous-
ly (for example, DNA polymerase 1 hag both exonucleolytic and replicative activities) (37).

d} Closing of the nicked strand, catalyzed by a DNA ligase.

The recognition of the DNA damage by the site-specific endonucleases ig-the rate-
limiting step in the process {19). A number of DNA glycosylases and endonucleases hbave
been isolated which are each specific for a particular lesion (31), proving that some of
these enzymes recognize specifically particular lesions, but it is unlikely that specific en-
donucleases exist for each of the many possible kinds of damage knowrn to stirmulate exci-
sion repair, The advantage of complex enzymatic systems is that they may recognize the
distortion of the DNA structure rather than specific lesions (21} and this will result in a
much more versatile nucleolytic activity. The £, colf uvrd, uvrB, and uvrC gene products
are required for DNA incision in a process that is energy reguiring (31),

The recognition of the DNA damade by DNA glycosylases may not be significant in
certain types of DNA darnage. For example, it is known that most of these enzymes are
heat labile /in vitro, and it will be logical to think that they are inactivated after heat damage
at mild temperatures (50-52°C) which are known to induce DNA damage (1, 42, 43). £
colf uracil-DNA glycosylase is about 80% inactivated after bmin. at 50°C (31), and £, coff
3-methyladenine-DNA glycositase has a half-life of about 10 minutes at 45°C in several
buffers (31, 50). The major endonuclease for apurinic sites in £ coff which at the same
time has exonuclease activity (exonuclease 1), is also heat-labile with a half-life of about 2
minutes at 45°C in common buffers (31). However, this heat sensitivity could also turn
out 1o be a regulatory mechanism. In this sense, it appears that the apurinic acid en-
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Figure 1 = Scheme of the steps involved in the nucleotide exoision rapair of DNA
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donuclesse activity of exonucleage Il {endonuclease VI, previously referred as en-
donuclease 1) induces single strand breaks in £. coff cells subjected ta mild heat (50-52°C)
(17, 7Q).
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Recently, preliminaty evidence for simpler DNA repait pathways at apurinic or
apyrimidinic (AP) sites has sppeared. The AP sites may be directly filled with the ap-
propriate base by a base insertion enzyme or ““ingertase’” {10, 33). These enzymes would
act in apurinic sites in double stranded DNA but not in depurinated single stranded DNA.

Steps b and ¢ (exonucleolytic excision and repair replication) of the nucleotide exci-
sion repair process in £, colf invalve almost certainly a multiplicity of enzymes and no
single mutation has been shown to eliminate gither excision or resynthesis once the inci-
sion has occurred (20). On the other hand, a large number of mutations affect these pro-
cesses /n vivo (20). Three enzymes from £, col are able to remove dimers selectively from
inciged DNA /n vitro. These are the 5’-exonuclease activity of DNA polymerase | {28), the
b'-exonuclease activity of DNA polymerase Yl {32), and the single-strand specific ex-
onuclease VI (5). In the repair replication step, it seemms that DNA polymerase | is the main
enzyme implicated because this enzymae, unlike polymerase 1l and IH, has the ability to bind
in vitre at nicks generated by dimer-specific endonucleases. Also, the number of
molecules per cell is largest in the case of DNA polymerase | (about 400 polymerase |, 40
polymerase I, and 10 polymerase Hll per cell) (14).

The repair patches after DNA darnage in £. coff are heterogeneous in size. A majority
of lesions results in short patches {15-30 nucleotides) while a small proportion produce
long patches (several hundred nucleotides) (20). These two size classes appear to resuit
frorn the operation of different enzymatic pathways (20, 37) being the polymerase |
primarily responsible for short-patch repair {constitutive, error-free) and other polymerases
respongible for long patches (7). Because neither polymerase il nor polymerase [l seem to
bind at nicks, it is possible that the initial DNA incision would have to be expanded to a gap
by a 3"-exonuclease before the resynthesis by polymerases I and/or 1 (18). It seems now
that long-patch repair is an inducible function requiring protein synthesis and depending on
recA and fexA genes (2, 20, 71}, Both findings suggest that long patches are a manifesta-
tion of the 505 error-prone repair system operating in the nucleotide excision repair (the
508 repair will be described later).

In mammalian cells it appears that there are two patways for repair synthesis,
resulting in different patch sizes, referred as “/long patch’” and “‘short patch’” by analogy
with the bacterial systems. However, these terms have very different meanings in the two
kinds of cells, being the size of the short patch in bacteria similar to that of the long patch
in mammalian cells (20). The short-pateh pathway (3-4 nucleotides) in mammalian cells is
active on the major darnage products of agents termed *‘X-ray like'" (i.¢., alkylating agents)
{47, and repair by this pathway is mostly completed in one to two hours (41, 51). The
leng-patch pathway (~ 35 nucleotides) (20) is active on damage by agents termed *"UV-
tike” (i.e., afiatoxin B,)} (47). This kind of damage is thought to distort the DNA helix. The
repair peried lasts many hours (20),

Post repiication repair — Due to the presence of bulky, noncoding lesions in the DNA (such
as pyrimidine dimers), the replicating DNA fork is blocked, and it seems to reinitiate syn-
thesis at some point beyond the blockage (54, B8}, This DNA repair system is constitutive
and it was initially described in nucleotide excision-deficient mutants of £. colf that cannot
remove the lesions (dimers) before the arrival of the replication fork (B4, 58). If these cells
are grown with *H-thymidine for 10 minutes after a UV treatment, they incorporate radioac-
tivity into DNA that sedimented mare slowly in alkaline sucrose gradients than DNA syn-
thesized in unirradiated control cells, After incubation for about 1 hour in nonradioactive
medium, the slowly sedimenting DNA was converted into a form that cosedimented with
DNA from control cells (2Q), Rupp and coworkers {55) demonstrated that gaps are formed
in newly synthesized daughter-strand DNA which are approximately 1000 nucleotides in
length and occur in propeortion to the number of pyrirmiding dimers produced in the DNA by
UV radiation. These gaps in daughter DNA are filled by parentat DNA stretches. In princi-
ple, it is not expected that this system causes mutations because it does not involve DNA
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replication from a noninstructive template (34). The systern does not repair the DNA
darnage which remains {12}, but the secondary lesions originated during the replication of
the damaged DNA template.

Post replication repair requirgs a functional recA gene, which is also needed for
genetic recombination, and in fact post replication repair is sometimes referred to as
recombinational repair. The post replication repair requires, however, functions not need-
ed for genetic recombination, because the recF and /exA mutations inhibit this kind of
repair (4, 13) but not genetic recombination (20, 25). The mechanism(s) of post-
replication repair could be different in procaryotic, eucaryotic and mammalian cells (12,
48, 49, 55).

5085 repair - When the gaps produced by replication of damaged DNA overlap in both
daughter DNA strands, the restoration of the original nucleotide sequence is not possible
by recombination. I this case, the nucleotides would have to be inserted from a
noninstructive template. Upon induction of the S0S system, the cell is able to insert
nuclentides without regard for correct base pairing, introducing mistakes {(mutations) but
preventing the possible lethal event caused by the unrepaired damage. This error-prone
system comprises a group of inducible rezponses to DNA damage in £. colf that seem to be
cordinately regulated (16, 20): a. Inhibition of celt division; b. irhibition of postirradiation
DNA degradation; ¢. Induced bacterial mutagenesis; d. Weigle reactivation; e. Weigle
mutagenesis; f. Induction of prophage 2 , g. Filamentous growth.

The induction of this error-prone repair system is the basis for the bacterial tests for
mutagens and carcinogens, like, for example, the Ames test {16, 22). These inducible
responses are dependent upon recd and /exA and involve the activation of a celldar
mutator activity which mutates both damaged and undamaged DNA {71}, The induced
signal appears to be the formation of DNA degradation products. The induction of the 505
responses is paralleled by the increase in the intracellular concentration of the recA gene
product (protein X} (11, 38, 39). The model for this regulation accepts a constitutive low-
tevel production of recA protein which, upon induction, is converted to a form having a
protease activity that inactivates a number of repressors including the /exA protein, which
appears to be the recA repressor, thus derepressing 1ts own synthesis (20, 52), The recA
protein is in this way able 1o derepress also the synthesis of different proteing controliing
the S0OS functions (29},

It appears now that the error-prone replication past lesions, termed “'transdimer syn-
thesis’’, may involve the rmodification of one or more of the normal DNA polymerases,
causing an alteration in their fidelity or in their proofreading function (20). Particularly,
there iz indirect evidence supporting the involvernent of DNA polymerase Il in error-prone
transdimer synthesis {3}, The exact relation of transdimer synthesis to post-replication
repair and SOS repair is difficult 10 establizsh at thig time.

Adaptative response — This inducible, error-free repair system has been described in £.
colf after exposure to sublethal concentrations of various alkylating agents (56, b8, 59).
Adapted cells present an increased survival and lower mutation frequency when challeng-
ed with high concentrations of the alkylating agent than do non-adapted cells {(27). The
adaptative response seems to be s different repair system from the previously studied
ones because, with few exceptions, all the repair-deficient strains are able to develop
resistance to alkylating agents (58).

The mechanism of adaptation at the molecular level is not well known {88), but it
might involve inducible DNA-glycosilases or the recently discovered dimethylases. It has
been proposed that the demethylases act, for example, upon guanine damaged by
methylation at the 08, position, remaving, the methyl group without otherwise altering the
DNA. Thig adaptation process would he then the simpler type of repair, reversing directly
the damage caused in the DNA.
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Different mutations affecting the adaptative response have been reported recently
{26, 58, 61), and they will be useful in understanding the mechanisms involved at the
molecular level. The adaptative response has been shown 1o occur also in mammalian cells
{&7).

Mismatch repair — It operates by the correction of mismatches between the parental and
newly replicated strand and it is thought to provide an efficient final method of increasing
the accuracy of DNA replication. Mismatched bases seem to be corrected by a process
resembling excigion repair (46). This system could increase the accuracy of the other
repair systems or check the final result after other repair systems have finished their work.
Recently, a study on the base specificity of mismatch repair has been reported (6).

For the mismatch correction to function properly, the cell has to distinguish the new-
ly synthesized from the parental strand, Radman & col. {15, 45) have provided evidence
that the newly synthesized strand may be recognized because it is undermethylated (35},
DNA in £ colf contains two naturally methylated bases, N®-methyl adenine and 5-methy!
cytosine. These methyl groups are added enzymatically fairly slowly after DNA replication
and only about 1% of adenine residues and 0.4% of cytosine residues are methylated, £
cali dam™ mutants deficient in generalized adenine methylation are spontaneous
mutators (36), being this consistent with the hypothesis of the (adenine) methylation-
instructed DNA repair of mismatched bases,

Overview — The picture which emerges from the data in DNA repair systems is that of a
network of coordinated biochemical reactions rather than several separate repair
pathways. This makes any attempt to classify the DNA repair systems at the same time
difficult and artificial, The sttempt to classify them by enzymatic events involved seems to
hold the advantage of being able to improve as the knowledge of the biochemistry and
genetics of the processes develops. As in many other cellular functions, the emphasis will
go from the biochemical possibilities to their regulated interactions. The interrelations be-
tween the inducible and constitutive responses to lesion in DNA will have to be clarafied
further, being this needed for the understanding of the reiationship between biochemical
events and biological end points such as survival and mutagenesis.

It is important to remeamber that the DNA is /n vitro in a supercoiled state (64) and
this supercoiling affects every DNA related function, including repair (8, 24, 65, 68, 69).
In some of the repair systems one strand of the DNA molecule is transiently cleaved,
which may result in the loss of the DNA supercoiling (tertiary structure) (9,44}, unless the
rotation of the cleaved strand around its complementary one is restrained during the pro-
cess. The repair of the original DNA tertiary structure after damage is a necessary (30, 42,
68}, but still not thoroughly studied, step in order for the cell to recover completely.
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Summary

A review of the immunomoduolating activity of Bacifus Calmette Gérn (BCG), Pro-
pionibacterium spp. (Corynebacterium parvum), interferon, levamisole, and thymopoistin,
as stabilizers of imrmunological homeostasis when  injected into  mammals.
There is ho common mechantam of action, but all of the immunomodulaters influence
the activation of macrophages Levamigole and thymopoletin reveal some simrmilar ef-
fects on cell mediate immuneresponses. The model of effect of thymopoietin pen-
tapeptide (TPS) in experimental infections of Bebesig microti in hamsters iz emphasiz-
ed and reveals & diminighed parasitemia during the acute infection.

Resumo

Substincias imunomaduladores; visga geral

Umea revisio da atividade imunomoduladora de Ssciius Calmetts Génn (BCG), Pro-
pionibacterium spp. (Corynebacterium parvurm), intérferon, levamizscle e timopoieting,
cormo estabilizadores da homeostasia imunoldgica, quando injetados arm mamiferos.
Nao ha mecanismo cormurm de acdo entre os imunoestimuladores, mas todos influen-
ciarm 2 ativapdo de macréfagos. Levamisole e timopoietina revelam alguns efeitos
similares nas imunorespostas cefulares. O modelo do efeito da timopoietina pen-
tapeptidio (TPS) em. infecgdes experimentais pot Rabesia microtf em hamsters foi
destacado, revelando rmenor parasiternia durante a infecgdo aguda.

The immune system is formed of a network of specialized cells which by internal
communications influence each other to maintain a status of immunological homeostasis.
By its own nature the irmmunological system may be affected by internal or external stirmuli
which one way or another desequilibrate the delicate balance of immunological
homeocstasis. Some substances called immunomodulators have the ability to normalize the
immune response and reestablish homeostasis when injected into an arimal whose im-

mune functions are not normal.

* Presented a1 the section on regearch of the 1880 Annual Meeting of the American Veterinary Medical Associa-

tion,

Rev. Microbigl,, 580 Paulo, T3(21:110-715, Abr./Jun. 1982
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The immunomodulators to be reviewed in this article are some of the substances
most used in monitoring the abnormal state of the immune network towards equilibrium.

1. Bacillus Calmette Geérin (BCG) — It is a viable attenuated strain of Mycebacterium
bovis obtained by progressive reduction of virdlence by culturing this bacteria in culture
medium enrnched with boving bile.

BCG has received considerable attention as an immunomodulator in the last twenty
vears. |ts major effect is seen as an increased resistance to transplantable tumors in rats
{5) and inhibition of the induction of tumor formation by methylcholanthrene (22),
Negative effects have been observed in the tumorbearing host, particularly when BCG
was given after the tumor was well established (22). The tumor enhancement mechanism
may involve the simulation of serum “'blocking factors’’ or antigen-antibody complexes
that antagonize the cell mediated immunoresponse 1o tumors. In fact, BCG has been found
to have an effect on Ab production enhancing production of antibodies against T cell
dependent antigens (1),

Although BCG has been shown to protect or reverse the immunosuppressive effect
of methylcolanthrene and cytosine arabinose it may also have immunosuppressive effects
at certain dose schedules due to stimulation of suppressor T cells or macrophages (3).
BCG has a direct effect on macrophages increasing the random migration, chemotaxis and
pinocytosis of macrophages of guinea pigs (23). Both carbon and bacterial clearance are
accelerated by injection of BCG (15). In general, BCG activated macrophages are capable
of recognizing and destroying neoplastic cells.

Macrophages in the aferent arm of the immune response are also influenced by BCG.
These macrophages in presence of BCG produce a lymphocyte-activating factor which
may be responsible for the mitogenic effect of BCG on T cells {10).

In summary, the immunomodulating activity of BCG iz a result of the vectorial sum
of its many effects on attraction, trapping and activation of lymphocytes and
macrophages (25). .

2, Corynebacteriurm parvurn — Althoudh Corynebacterium parvum is the accepted
and widespread name utilized to describe the killed anaerobic bacteria used to alter the im-
munological functions of vertebrates the name is not taxonomically correct. Johnson &
Cummings {19) determined that the so called C. garvurm corresponds to the genus Fro-
pionibacterium and one of the following species acnes |, acnes ll, avidium or granulosum.
However, for the effect of this review C. parvum indicates only a preparation of one of a
number of anerobic coryneform bacteria with biologic activity.

One of the most visible consequences of C. parvum injection in mice is a hyperplasia
of the spleen and liver, which may result in appearance of anemia with a transient
decrease of lymphoeyte count and monocytosis (24). The number of fixed macrophades,
carbon clearance and other phagocytic functions of fixed macrophages are aise enhanced
by the injection of C. parvum (32).

Generally, treatment of animals with C. parvurm can render themn less susceptible to
a variety of lethal infections (Brucells abortus, Salmonella enteritidis, Bordetella pertussis,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Listeria monocytogenes, Toxoplosma gondii,
Trypanasoma cruzi and Plasmodium berghed) (4) but under certain circumstances C. parvum
may also decrease the host resistance and the production of interferon by macrophages
{8).

Although C. parvum does not directly affect B lymphocytes it can augment the an-
tibody response to a variety of T dependent and two T independent antigens (type 3
preumococcal polysaccharide and dinitrophenol coupled with levan) {16}, It seems that
primary antibody responses are much more affected than secondary ones. However, the
response to both types of antigens and to tumor-related antigens can be significantly sup-
pressed by C. parvum under certain conditions.
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it appears that whether C. parvum increases or decreases delayed type hipersen-
sitivity {DTH) depends on when and how it is given. Adrministered systemically before sen-
sitization €. parvum regularly suppresses DTH. The injection of €. parvum after senaitiza-
tion enhances DTH response to tumors (4). ‘ '

The immunomodulator effect of C. parvum is believed to be due to direct stimula-
tion of macrophage functions like chemotaxis, maturation of macrophage precursors, lym-
phocite trapping and cytotoxicity. In mice C. parvum suppresses T cell function under
most experimental conditions. Apparently a population of macrophages actively suppress
the responsiveness of T cells and probably B cells to mitogens and inhibit the maturation of
T lymphocytes to cytotoxic cells,

Depending on the experimental conditions, the physiclogic cutcome of C. parvum
injection may be resistance or susceptibility to infection, tumer inhibition or enhancement,
adjuvanticity or immunosupression.

3. Interferon — Interferon has been extensively studied as an antiviral substance
since its discovery in 1957 by lssacs & Lindeman. Recent developments on the use of in-
terferon in cancer treatment and the ability of interferon to inhibit cell division induced re-
searchers to study the effect of interferon on the immunological system.

Interferon can inhibit antibody formation to thymus dependent {sheep erythrocytes)
and thymus-independent antigens /i vitro and in vitro {31). In this regard interferon Type |
{produced by fibroblasts and leukocytes) iz 10 to 100 times less suppressive than immune
interferon or interferon Type Il {(produced by sensitized T lymphocytes) (6).

. Both T and B cell /n vitro mitogenic responses are suppressed by interferons.
Although the same effect can be seen /n vive the immunessupressive effect is not very
potent.

Interferon seerms to be the key immunoregulatory signal for natural killer (NK) celf ac-
tivity and markedly increases the cytotoxic effect of the NK cells. NK cells are cytotoxic
cells which do not have either T of B lymphocyte markers and are responsible. for celtular
cytotoxicity without prior sensitization. In these celis interferon could augment NK killer ag-
tivity in two ways: it might activate existing NK cells or it could trigger the differentiation
of a precursor to the NK cell into an effector cell {18),

Cyclic AMP plays a role in the regulation of interferon production by lymphocytes
and suppression of the /n vitro plaque forming cell response. Evidence has been found sug-
gesting that dibutyril CAMP inhibts the production of interferon in C57B1/6 mouse spieen
cell cultures that were stimulated by two T cell mitogens (18).

The actual clinical activity of pure interferon as an immunomodulator has not been ex-
tensively studied due to the lack of enough gquantities of interferon for this use. The pro-
duction of interferon utilizing recombinant DNA technology will allow researchers to ob-
tain significant quantities of interferon for this use.

4. Levamisole — Racemic tetramisole discovered in 1966 by Thienpont & col. (33) is
@ potent anthelmintic widely utilized in veterinary practice. Levamisole®, the levorotatory
isomer of tetrarmisole, is several times more potent but not more toxic than dexamisole, the
dextrorotatory isomer and is the molecuie preferred for use in human and veterinary medi-
cine. Since the discovery of the immunomodulating activity of levamisole by Renoux & Re-
noux (27} many other publications have reviewed the theme (14, 28). For this reason the
readers are referred 1o the recent reviews for detailed information.

5. Thymopoietin — Thymopoietin is a 49 amino acid polypeptide first isclated by
Goldstein (12} during neuromuscular studies in relation to the human disease myasthenia

a8 — Levasole*, Pitman-Moore, Inc., Washington Crossing, NJ.
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gravis (11). Although this hormone was first recognized by its actions on neuromuscular
physiclogy it was gquickly shown to have immunomodulating properties expressed as indu-
ced prothymocyte to thymoeyte differentiation in vitro (2). The subsequent fractionation of
thymus extracts and purification of thymopoietin resulted in the identification of a penta-
peptide corresponding to residues 32-36 which was found to be the minimal fragment of
thymopoeietin with biologic activity (13).

The chemically synthesized active pentapeptide made of Arginyl-lysil-aspartyl-valyl-
tyrosine, known as TP, was shown to induce T cell and to inhibit B cell differentiation /n
vitro (30). It has been suggested that TP, have the same immune modulating properties as
thymopoietin and probably affects the immune system by regulating the functional
balance of the immune response* {21),

Some studies on the immunoregulatory action of thymopoietin pentapeptide were
done utilizing aging and autoimmunity as models of abnormal immune response. in aged
mice the deficits of immune function could be recovered by reconstitution of the T cell
population with T ¢ells from young animals. Under certain conditions (34} TP; was shown
to restore the immune responsiveness of aged mice to the youthful pattern, thus eénhanc-
ing the immune response.

Autoantibodies to mouse red bloed celis provoked by injecting the animals with
cross reacting rat red blood cells were shown to be eliminated after intraperitonial injec-
tions of TP, No effect was observed on the immune response against extrinsic antigens
of rat red blood cells (20).

The spontaneous immunopathologic reaction of New Zealand mice is characterized
by thymic involution followed by loss of suppressor T cell function reduction of cell
mediated immunity and policlonal B cell activation. Treatment with thymopoietin pen-
tapeptide was shown to stimulate suppressor T cell and mitogen responsiveness of lymph
node lymphocytes, and to reduce the development of normal thymotoxic and anti-DNA
antibodies in 4 week of New Zealand (NZ) mice (9).

In our laboratory the immunomodulating effect of TP, is being studied utilizing A
model system based on acute and chronic Babesia microti infections.

Some parasitic infections are known to depress cell mediated imrmune response of
the host, For instance, Plasmodium berghei, a hemoparasite of rodents has baen shown to
have a marked immunosuppressive effect on cell mediated immune response in mice (17).
Although the mechanism of protective immunity to Babesia microti has not been defined
vet, the cellular immune response seems to be the most important one (26, 29) and a possible
T helper activity was suggested (7). During acute infections by B. microti, intraperitonial
injections of TP, produced a market delay in the initiation of a detectable parasitemia and a
smaller degree of infection in animals treated as compared to placebo treated controls
{Figure 1). it is possible that both the dose and the treatment schedules may not have been
adequate enough to completely inhibit the development of the parasites. However, the
resuits show that TP is able to reactivate the cell mediated immunity depressed by the im-
munosuppressive activity of the parasite. If the effect of TP, was due to induction of dif-
ferentiation of T cells, increasing the population of helper T cells or stimulating the
cytotoxic activity of T lymphocytes or by some direct effect on macrophages or polymor-
phonuclear leukocytes is not clear yet.

These /n vivo experiments re-emphasize the immunomodulating properties of
thyrmopoietin pentapeptide {TPg) and suggest a mechanism of action directed towards
regulating celils which control the state of the immune network and tend to restore it
towards homeostasis. They also provide clues for a possible use of TP, in immunotherapy
of parasitic and other immunological diseases in man and domestic animals,

* Gpldstein, G. & Lau, C.¥. — Thymopoietin and immunoregulation. Proceedings 12th Miles Symposium 1973, (in
press).
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Figure 1 — Effect of TP on acute B, microt infections in hamsters starting 3 days after infection, placebo and
TP groups were treated 3 times a week by IP infections. The parasitemia was measuread inn stained blood smears
by calculating the percentage of parasitized cells in 2 thousand red blood cells
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It is clear that we are only beginning to scratch the surface of the field of im-
munomodulation. The complexity of the immure system and its relationship with interior
and exterior regulators of the immune response complicate the understanding of it as a
unit. But the advent of readily synthesized small defined molecules like levamisole and TP,
and the increased availability of interferon offers new approaches to therapeutic mampula—
tion of the immunological system of animals and men.
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Summary

Ergosterol or cholesterol enriched cells of Saccharomyces cerevisiae were treated
with zymolysse 5.000, an enzyme that digest yeasts walls, The resulting
spheroplasts were tréated with nystatin and their lysis measured. Spheroplasts from
aerobically grown cells had the sarme susceptibility to lysis by nystatin as compared
with spheroplasts from cells grown in anasrobiosis, independently of the incarporated
sterol. Since whole acrobieally grown cells were much more sensitive to nystatin than
those grown in anaerobiosis, it is conceivable that the cell wall may act as a barrier 1o
the action of nystatin. Factors other than the kind of incorporated sterol seem to be im-
plicated in the determination of the sensitivity of cells to nystatin, since §. cerevisiae
containing ergesterol or cholesteral behaved similarly, in this system.

Resumo

Efeito da nistating em esferoplastos de Saccharomyces cerevisize contendo diferentes
SZlerois incorporadas na membrana

Célulag de Saceharomyces cerevisiae foram eultivedas em aerobiose e anasrobiose;
nesta gegunda condigdo, as células tiveram suas memnbranas enriguecidas com
erposterol ou colesterol, As células foram tratadas por Zimolase 5.000, obtendo-se o5
respectives esferoplastos e estes submetidos 8 acdo da nistatina. Todes foram
igualments susceptiveis a agBo litica da nistating, independentemente das condictes
prévias de cultivo & do esterol presente na membrana citoplasmatica, Sendo as células
integras cultivadas em aerobiose muite mais sensiveis & aclo letal da nistatina do que
aquelas cultivadas em anserobiose, £ provaval que a parede celular intarfira, de
alguma forma, na acdo deste antibidtico. QOutros fatores, além do tipo de esterol,
parecem estar implicados na sensibilidade & nistating, uma vez que 5. cerevisize con-
tendo ergosterol ou coleterol, comportaram-se similarmente, no sistema empragade.

Introduction

Polyenic antibiotics inhibit growth of molds (e.g. Penicillurm and Aspergifius), det-
matophytes (e.q. Epidermaphyton, Microsporum and Tricoptyton), yeasts and dimorphic
fungi {e.q. Candida, Histoplasma, Blastomyces, Criptococcus and Coccidivides) (12, 13,

Rev, Microhiol., 580 Paule, 13(2}:116-123, Abr./Jun. 1982
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16). The only polyenes which have been extensively used clinically are nystatin and am-
photericin B (12). The selective toxicity of these compounds can be explained by their
ability to interact with ergosterol, which predominates in the membrane of fungal celis,
rather than with cholesterol which is characteristic of animal cells (10). To evaluate better
the selectivity of this toxic effect we chose Saccharomyces cerevisiae as a model since,
under zerobic conditions, it grows in a simple unsupplemented medium whersas under
anaerobic conditions, it becomes auxotrophic for a sterol and an unsaturated fatty acid (3,
4}. These growth factors are incorporated by the cells and become part of the cytoplasmic
membrane (1, 7, 14, 22).

in a previous paper {18) one of us showed that aerobically grown 5. cerevisiae is
much rriore sensitive to nystatin than anaerobic cultures, regardless of whether the incor-
porated sterol is ergosterol or cholesterol. The present work aims at determining the possi-
ble role of the cell wall in the resistance to nystatin, Spheroplasts were obtained from 5.
cerevisiae cells and their sensitivity to the drug was tested. Other factors affecting sen-
sitivity to nystatin were also studied such as the physiological stage of the cell and the ef-
fect of ions in the suspending medium of nystatin-treated spheroplasts.

Material and Methods

Organism — The organism used was S. cerevisiae NCYC 366, a strain than can be easily
converted into spheroplasts {1}. This strain was maintained on malt agar and replated
weekly.

Culture — 8. cerevisiae was cultured under aerobic and anaerobic conditions according 1o
previously described method (18). For the anaerobic cuiture, ergosterol or cholesterol
{Sigma) was added along with oleic acid (Sigma).

Antibiotic — Nystatin (powder) was kindly provided by Squibb Indistrias Quimicas S/A,
S50 Paulo, Brazil. Immediately before each experiment a solution of the drug was prepared
by dissolving 10mg of nystatin in 0.5m! dimethylsulfoxide {BDH), the volume being com-
pleted to 10ml with sterilized distilled water. Appropriate dilutions of this solution
{1mg/ml) were made,

Spheroplasts — Spheroplasts were obtained by the method described by Alterthum &
Rose {1), except for the fact that the enzyme used was zymolyase 5.000 (Kirim Brewery)
0.1mg enzyme/2.0mg cells dry weight. Celis from different cultures were centrifuged at
3.015g for 16min at 4°C, and washed 3 times with a solution ¢ontaining Tris (20mM)
and MgCi, (10mM). A cell suspension was prepared in citrate-phosphate buffer (50mM,
pH 7.0) containing MgCl, (10mM} and sorbito! {1.5M) (Buffer A}. Cells were incubated
with the enzyme and shaken at 30°C, on a rotatory shaker, 50rpm. Spheroplast formation
was considered maximal when the absorbance of the cell suspension diluted with water
was at least one fourth the initial value, and did not alter on at least two consecutive
samples. The percentage of lysis of the spheroplasts was caiculated by the following
equation:

Abs .., of the test suspension x 100
initial Abs ga,

100 -

where Abs,.. is the absorbance at 600nm. The preparation was also examined under light
microscope to confirm the results of the absorbance readings. The spheroplasts were
separated by centrifugation at 1000g for 15min at 4°C,

The sediment was carefully resuspended in citrate-phosphate butfer (5mM, pH =
7.0} containing MgCi, {1mM) and sorbitol (1.5M). The suspension was standardized for



118

0.9 absorbance with a Bausch-Lomb spectrophotometer (6800nm), using 10 x 85mm
tubes. The spheroplast suspension {10mi} was distributed in Erlenmevyer flasks, and 0, 1ml
of the nystain solution at the desired concentration was added to each flask The
spheroplast and antibiotic mixtures were incubated in a waterbath at 30°C. The effect of
nystatin was determined by absorbance readings (600nm) at regular intervals. A duplicate
tube was prepared for each concentration. All solutions used contained a mixture of
chloramphenicol (Carlo Erba} and cycloheximide (Upjohn) at a final concentration of
100 ug/ml each, to avoid synthesis of new aerobically-induced enzymes.

Results and Discussion

Spheroplast formation — Fig. 1 shows that cells in the logarithmic growth phase submit-
ted to the action of zymolyase converted easily into spheroplasts, in 15 minutes.
Spheroplasts were obtained from aerobic and anaerobic cultures, regardless of the kind of
sterol incorporated. Cells from stationary phase cultures partially resisted spheroplast for-
mation and this resistance was higher in the case of aerobically growing cells. (Fig. 2).
Other investigators working with different microorganisms have detected differences in
their susceptibility to the action of enzymes which degrade yeast cell walls. Such varia-
tions depended on the microbial strain and on the physiological stage of cells (6, 20},

Figure 1 — Formation of spheroplasts of 5. cerevisiae at the lagarithmic growth phase
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Figure 2 — Fotmation of spheroplasts of 5. ceravisiae at the stationary growth phase
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Deutch & Parry (9) pointed out the important role played by proteins in the cell wall, whose
abuhdance of disulfide bonds, specially in cells at the stationary phase, may be responsi-
ble for the greater resistance of these cells to the action of helicase. Previous treatment
with reducing agents did not increase cell sensitivity, a result basically different from
those obtained by Anderson & Millbank (2). The latter authors submitted yeasts to the
same treatment and obtained increased cell sensitivity to helicase. Alterations in culture
conditions such as the growth rate and substrate concentration were shown to cause
changes in the chemical composition of cell walls in yeasts. McMurrough & Rose (17) and
Alterthum & Rose (1) while obtaining spheroplasts from S. cerevisiae with [§,1-3
glucanase, pointed out the influence of the chemical composition of the membrane on the
activity of enzymes responsible for the synthesis of the cell wall polymers (glucan, man-
nan and proteins).

Action of nystatin on spheroplasts — Effect of buffer pH and molarity — The role played
by H ian concentration on the lytic activity of nystatin on spheroplasts was studied. At pH
values less than 4.0 there was practically no activity of nystatin in comparison with values
obtained at higher pH (Fig. 3). With buffers at pH 2.0 and 3.0, there was a small increase
in the absorbance of the suspeénsion in presence of nystatin (Fig. 3). Light microscopy
showed that in these conditions spheroplasts appeared to be altered, with increased size,
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Figure 3 — The effeat of pH on the activity of nystatin on spheroplasts of 5. cerevisize
10

o 0 — opH 20
° '-.”,.-v"""-‘
® [+] Opki- 30
Ap Tm=mm— g . ®pH-20-30(¢)
N “--==_=——~_._.__q___‘_~.__. gm:&gm}g}
g 7 :.pH-Zﬂ'-*ZE(C
o
2
T
o 0
O
z
% 5|
14

Co

o
o x
.2 \ 8 pH‘@: 5.°
P

H- 60=70=75

0

g 15 a0 P
minutes
{c) = Spheroplaats suspended without nystatiry,

+

and with clearer and more sharply defined internal regions. This phenomenon was also
observed and discussed by Arnold & col. (5) in their study on the effect of amphotericin B
on the ultrastructure of Histoplasma capsulatum. They measured the size of the vacuoles
in treated and untreated cells and concluded that the cell vacuoles, by acting as a ““space
buffer”, play an important tole in the survival of cells under stress. Polyenes cause 2 loss
of intracellular ions, decrease in cytoplasmic osmolarity, and consequent osmotic in-
balance between the cytoplasm and the vacuole. The water flow towards the intetior of
the vacuole could explain the changes observed in the size of the organelle.

Another hypothesis which may explain our results is that, with the outflow of K+
tons due to nystatin-induced altered cell permeability a concomitant inflow of H ions may
occur. The acidification of the internal medium may cause the precipitation of intracellular
components which may explain in part the increased absorbance of spheroplasts treated
with nystatin at pH 2.0 and 3.0. The effect of buffer molarity on the action of nystatin
parallels the pH effect, since both involve a variation of ion concentration in the meadium
{Fig. 4).
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Figure 4 — The effect of buffer osmolarity on the activity of nystatin. Percentage of spheroplast lysis after 30
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Nystatin-induced spheropfast ysis - Spheroplasts sensitivity to lysis by nystatin was
practically the same regardless the culture conditions of the original cells {Tables 1, 2 and
3). Differences obgerved between cultures at the logarithmic growth phase and at the sta-

Tabhle 1 — The effect of nystatin on spheroplasts of 5. cerevisiae grown
in aerobiosis (logarithmic phase). Percentage of lysiz after 15 minutes
with nystatin

?K?ﬁ;‘g Lysis of spheroplagts (%) *
20 74.6 £ 1,08 (5
10 74,68 £ 0,74 (b)
5 63,0 £ 5,41 (5)
2,5 87,2 &+ 7,98 ({5)
1,25 49,2 12,8 (5)
0 1,8 £ 0,98 (5)

* Mean percentage of lysis * 85% confidence limits. Values in paren-
thesis represent the number of determinations.
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Table 2 — The effect of nystatin ont spheroplasts of 5, cerevisise grown in anaerobiosis in a medium sup-
plemented with ergosterol (logarithmic and stationary phase). Percentage of lysis after 15 minutes with nystatin

Nystatin Lygiz of spheroplasts {%)*

(rg/mi) Logarithmic phase : Stationary phase
20 66,4 = 3,71 (5) 714+ B3 (5]
10 63,6+ 7.,81(8) 84,8 + 9,01 (5}

5 60 0% O 12 (B} 8§74+ 7,1 (B
2,5 56 £10,6 (§) 51,6 £12,2 (B)
1.25 530 * 8.8 (B 24,2 F 3.8 (5
0 20% 0,775 4,4 1 1,73 1(8)

* Mean percentage of lysis £ 95% confidence limits. Values in parenthesis represent the number of determina-
tions.

Table 3 -~ The effect of nystatin on spheropiasts of & cerevisise grown in anaerobiosis in medium with
cholestergl {logarithmic and stationary phase}. Percentage of lysis after 15 minutes with nystatin

Lysis of spheroplasts (%1*

Nystatin
{ 1 g/mil Logarithmic phase Stationary phase
20 67,8 £ 10,65 (5) 70,25 8,25 (4)
10 65,2 £ 11,49 (&) 66,0 +£10,1 (4}
b 53,4 % 10,81 (5} 62,0 + 8,08 (4)
2,5 B4.4 x 3,71 (5} 58,6 +13,88({4)
1.25 41,0 & 6,96 (5} 38,0 15,3 (4
v} 2,21 1,03 (5 2,2 * 1,77 (4)

* Mean percentage of lysis £ 96% confidence limits. Values in parenthesis represent the number of determina-
tions.

tionary growth phase were not significant. Upon measuring the sensitivity of 5. cerevisiae
cells to nystatin by counting the number of colony-forming units on solid medium we
showed that the sensitivity of cells from anaerobic cultures containing ergosterol or
cholesterol was considerably lower than that of cells cultured under aerobic conditions
{18). By comparing these results with those with spheroplasts in the presence of nystatin,
we conclude that walls of cells cultured anaerobically possibly act as a barrier against the
action of nystatin. In fact, once the walls of anaerobic cells containing ergosterol were
eliminated, the resulting spheroplasts behaved in the same way as nystatin-treated
aerobic cells. Apparently, cholesterol-containing membranes display the same ability to in-
teract with the antibiotic as ergosterol-containing ones. This result casts doubts on data
on the selective toxicity of polyenic antibiotics which act on fungi but not on the host cell
which containg cholesterol as the major sterol in the membrane (10, 11, 23).

Hsu-Chen & Feingold (15) worked with hurnan erythrocytes and with Acholeplasma
lafdlawii previously cultured with different steroids which were incorporated into the
membranes. Erythrocytes and the mycoplasma resisted more to polyenes when their
membranes contained cholesteral than when they contained ergosterol. The results ob-
tained with erythrocytes and with A. faidlawii differ considerably from ours with &,
cerevisiae spheroplasts. This led us to beleve, as did other authors (8, 19, 21}, that the
action of polyenes depends on the structure of the sterol present in the membrane, the
phospholipid-sterol ratio and the more or less orderly state of the membrane. Such state is
affected by the composition of saturated and unsaturated fatty acids in the phospholipids
and triglycerides which provide different levels of fluidity to the cytoplasmic membrane
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(22). The results obtained with spheroplasts with membranes containing either ergosterol
or cholesterol indicate that further studies on the action of nystatin and polvenes in
general, are needed,
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Summary

A simple system which utilizes steel wool, cupric sulphate, and Alka-Seltzer was com-

pared with the GasPak system for recovering Campyvlebacter fetus subsp, jefuni from
stools, Both methods were equally efficient, but the steel wool method is less
expensive.

Resumo

Meétode simples e econdmico para cultivar Campylobacier fetus subsp, jejuni
Métode simples que utiliza |5 de ago, sulfato de cobre e Alka-Seltzer foi comparade
com ¢ sistema GasPak no isolamento de Cammpylobacter fefus subsp, jefuni des fezes,

Ambos métodos foram igualmente eficazes, porém o de 18 de ago & muito menos
dispendicso.

Over the last few year Campylobacter fetus subsp. jejuni has been recognized as a
major cause of bacterial enteritis in humans {(Skirrow, M.B., Br. Med. J., 32:88-84, 1979;
Karmali, M.A_ & Fleming, P.C., J. Pediatr., 94:827-533, 1879; Svedhem, A. & Kaijser, B.,
J. infect. Dis., 142:353-358, 1980). Consequently, the inclusion of appropriate methods
to isolate the organism is mandatory in clinical microbiology laboratories. Since C. jejuniis
a strict microaerophile and requires carbon dioxide to grow (Smibert, R.M., Annu. Rev.
Migrabiol., 32:673-708, 1878}, many special culture devices to achieve an adequate at-
mosphere have been proposed (Karmali, M.A. & Fleming, P.C., J. Chn. Microbiol.,
10:245-247, 1979; Kaplan, R.L.; Kwiatkowoski, J.E. & Landau, W., Abstr. Annu. Meet.
Am. Soc. Microbiol., C227, p. 312, 1980; Blaser, M.J.; Glass, R.L; Hug, M.L; Stoll, B.;
Kibriva, G.M. & Alim, A.R.M.A_, J. Clin. Microbiol., 12:744-747, 1980; Kaplan, R.L.; Bar-
rett, J.E. & Landau, W., Abstr. Annu. Meet. Am. Soc. Microbiol., C201, p. 296, 1981). In
the present study the ability of the combination of copper sulphate, steel wool, and Alka-
Seltzer, a simple and inexpensive system, which bas formerly been indicated to transport

Rev. Microhiol., 530 Paulo, 13{2):124-125, Abr./Jun. 1882
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clinical specimens for anaerobic culturing, iz evaluated for routine isolation of C. jejuni
from human stools.

The steel wool method was described with details elsewhere {(Attebery, H.R. &
Finegold, 5.M., Am. J. Clin. Path., 53:383-388, 1970). Briefly, pads of kitchen steel wool
4-5g in weight are pressed down in a Petrie dish containing 10ml of an acidified copper
sulphate solution (cupric sulphate By distilled water 100ml; concentrated sulfuric acid
0.33mi; tween B0 G.2ml). The steel woo! is shaken, the liquid is poured off, and the dish is
inverted on the bottomn of & kitchen glass container {1500ml of capacity} provided with a
serew-on plastic lid. Inoculated plates are introduced inte the container and a half of a
tablet of Alka-Seltzer (1.8q) is attached to the inner wall with a tape. During incubation ox-
vgen is depleted and the water vapor formed acts on the Alka-Seltzer to liberate carbon
dioxide. Using the substances in the proportion above a true anaerobiosis is not attained
as it is in the original method, but only a reduced oxigen environment rich in carbon
dioxide. '

To evaluate the efficacy of the steel wool method in routine isolation of €. fejuni it
was compared with the current system used in this laboratory, which utilizes the GasPak
hydrogen + carbon dioxide generator envelope (BBL) introduced in an anaerobic jar {BBL)
with the paladium catalyst removed. A total of 80 diarrheal stools, received from an equal
number of infants under two years of age, were studied. Duplicate Brucella agar plates
enriched with 10% of sheep blood and the following antimicrobial concentrations per liter:
vancomycin 10mg; trimethoprim 5my; amphotericin 2mg; cephalothin 15mg; and ¢olistin
40 00U were seeded and incubated at 42°C for 48h, one in GasPak and the other in the
steel wool container, Colonies morphologically resembling C. jejuni were selected, sub-
cultured, and identified by the methods outlined elsewhere (Kaplan, B.L., In: —Lennette, E.H.;
Balows, A.; Hancler Jr., W.J. & Truant, J.P., eds.—Manual of Clinical Microbiclogy.
3ed. American Society for Microbiology, p. 235-241, 1880},

Of BO fecal specimens cultured 15 {18.5%) vielded C. jejuni on both systems.
Therefore, the steel wool method provides an appropriate atmosphere for recoveting C. fe-
funi from stools at least as efficiently as that achieved in GasPak. However, the inexpen-
sive steel wool method may prove to be more reliable for use in clinical laboratories
situated in developing countries.
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Resumo

A aobrevivéncia 3 luz ultra violeta, de uma populacio de células de Fseherichia colf li-
nhagem J-5, nao foi modificada quande estas foram tratadas com beta-caroteno. Foi
vetificado que este carotendide ndo confere radioprotecio aos efeitos letais da lur u.v.,
nasta linhagem bacteriana,

Summary

Incapacity of fi-tarotene to protect Escherichia coli J-5 against ultra vialet light fethal
action

The uttra violet light survival of Escherichia eoli J-5 cell population was not modified
when it was [{ .carotene treated, [t was found that this carotenoid does not confer ra-
dioprotection to the u.v. light effects in this bacterial strain.

Introducéo

Alguns trabalhos tém enfatizado os efeitos do beta-caroteno, como agente fotopro-
tetor emn sistemas eucarioticos {2, 9, 11, 12, 13), bem como o pape! dos carotendides em
geral, na protecio contra danos foto-induzidos em bhactérias (7, 8).

Acredita-se que o beta-caroteno atue ao nivel de extingéo do oxigénio simples, gera-
do numa reacio fotoguimica (3, 4), ou como um filtro ao comprimento de anda da huz res-
ponsavel pela acio fotodindmica (9).

Geralmente, correlaciona-se auséncia de moléculas de pigmentos celulares, com a
tregiiéncia de danos causados por luzes ou radiacBes ionizantes em microrganismos (1, 5,
8).

* Trabailho realizado no Setor de Genética de Microrganismos do Dept? de Genética da Faculdade de Medicina de
Rigeirdo Preto USP,
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Este trabalho tem como finalidade verificar se o beta-caroteno ndo sintetizado por
Escherichia coli J-5, mas adicionado &s culturas e/ou a uma suspensdo em meio M 63/20

{6} desta bactéria, pode protegé-la contra os efeitos letais da luz ultra violeta, ao nivel de
sobrevivéncia.

Material & Métodos

a. Bactéria ~ Escherichia colilinhagem J-5, mutante pro e met foi proveniente do Instituto
de Genética de Piracicabsa da ESALQ/USP.

b. Beta caroteno — “’Beta-caroteno — Sigma’’ foi utilizado em solucdo de metanol P.A.
Carlo Erba, conservada a 4°C,

¢. Meios de cultura — Meio liguido para culturas exponenciais composto de Bacto-
Tryptone Difco 1,5% e NaCl P.A. Merck 0,5% & meio s6lido de mesma composicio acres-
cido de Bacto-Agar Difco 1,5%. Ambos foram esterilizados em autoclave a 120°C por
15-20 minutos.

d. Sofucdo para suspensso & diluicGes da bactéria — Meio minimo para £. coli (M 83/20),
segundo Jacob & Wollman 1961 (6), cuja composigio é KH,PO, 6.8g;MgS0,. 7 H,0
0,1g; (NH,),30, 1,0g; Ca (NO,), 0,01g e FeS0,. 7H,0 0,0005g completando o volume
com dgua destilada para 1000mib. O pH é& ajustado a 7,0 com KOH 20%. Para as sus-
pensbes e diluicBes da £, coli J-5 foram utilizadas diluicées de 20 vezes deste meio.

A esterilizagBo foi por autoclavagem a 120°C, por 15-20 minutos.

e. Curva de sobrevivéncia 4 luz ultra violeta — Vinte mililittos de uma cultura em fase ex-
ponencial de crescimento, com titula iqual a 2,6 % 0,94. 10%/ml, com duas horas de incu-
bacdo @ 37°C e agitacao/aera¢io constante (indeulo; em torno de 6. 108 células, com den-
sidade Optica a 550nmm iguat a 0,5), foram centrifugados a 1085 x g por 15 minutos, em
centrifuga Sowall-Superspeed rotor tipo 55-1, cuja temperatura ndo excedeu a 25°C.

O precipitado de células bacterianas foi entdo ressuspenso, em 20mi de meio M
63/20 {B) e colocado em placa de Fetri 100 % 15mm.

Esta placa permaneceu aberta sob uma ldmpada de raiog ultra violeta (Germieidal
Lamp GE g 15 t 8, 284nm a 64cm da placa verticalmente), em tempos de exposicio, 0,
40, 80, 120, 160, 180 e 200 segundos.

A cada dose, uma aliguota de 0, 1ml era retirada para diluigées em meio M 63/20 (6)
€ postetior semeadura em meio triptone sdlido.

As placas foram incubadas a 37°C por 16-18 horas e determinados os titulos para
cada dose de luz u.v.. Estes titulos foram transformados em porcentagens relativas de so-
brevivéncia em funcao dos tempos de exposigio 4 luz ultra violeta.

f. Testes de radioprotecéo — Qs testes de radioprotecdo tiveram como base a sobre-
vivéncia da bactéria, & luz u.v., tratada com beta-caroteno.

Para tanto, estabeleceu-se de inicio, relactes de porcentagens relativas de sobre-
vivéncia a 30 segundos de luz ultravioleta, frente a diferentés concentragdes de beta-caro-
teno que foram O, 10, 25, 50, 75 e 100xg/mi de suspensio da bactéria em meio M 63/20 ¢
o contato do beta-carcteno, corn as células, foi durante a irradiacdo. Respectivamente, as
concentracdes do solvente metanol foram de 0, 0,008, 0,02, 0,04, 0,06 e 0,08ml/ml de
meio, valores com os quais testamos, para um possivel efeito desse solvente, na viabitida-
de das culturas bacterianas, verificando as densidades dpticas a 550nm e os titulos com
relagdo a wm controle.
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Construiram-se também curvas de sobrevivéncia aos tempos de exposicBo, descritos
no “item e'’, para trés experimentos, fixando a concentracio de 100 u g de beta-carote-
nofml & variou-se o momento de contato do carotendide com as células bacterianas.

No experimento A, o beta-carotenc teve contato com as células antes da irradiacio.
Estas cresceram com 0 beta-carotena, adiclonado ao meio de cultura exponencial, sendo
pgsteriormente lavadas trés vezes, por centrifugacdo e ressuspendidas em meio M 63/20
{6). .
No experimento B, o contato do carotendide com as células foi durante a irradiacdo,
adicionando-o & suaspens3o da bactéria em meto M 63/20; & no experimento C o beta-caro-
terno & teve comtato depois da irradiagdo, sendo adicionado no meio sdlido de
semeadura.

Uma curva de sobrevivéncia com células bacterianas sem qualquer contato com o
beta-caroteno serviu de controle.

Cada ponto destas curvas representa a media antmetica de trés repeticdes.

Resultados e Discussio

a. Testes de viabjlidade da E. coli /-5 com mentanol e beta-caroteno -« culturas exponen-
ciais da bactéria, desenvolvidas na presenca de diferentes concentragbes de solucio me-
tanélica de beta-caroteno, ndo apresentaram mudancas marcantes que indicassem inibig&o
no crescimento, como demonstra a Tabela 1.

Tabela T — Teste de viabilidade da £.cofi J-5 com metanol e fi -caroteno

#1 de metanol por Mg de [ -caroteno por 3 Dansidada
mi de meio de cultura ml de meio de cultura Thulo (x 10%) %D;g:r:
o 0 2,65 0.15
0,020 98 561 o5
0.040 50 2.60 015
0,060 75 2 53 015
0,080 100 2,60 0,15

b. Relacdo concentragdo-efeito na sobrevivéncia 8 u.v. — a Tabela 2 mostra que ndo hou-
ve aurmento na sobrevivéncia da bactéria, com a variac8o da concentragéo de beta-caro-
teno.

Tahelz 2 — Titulos da relagdo concentraglo-efeito do § -caroteno a 30 segundos de u.v.

pg de fi-caroteno por Titulo (x 107) Porcentagem de
ml de meto de cultura sobrevivéncia
Q 1.04 3.7
10 1,82 7.0
25 2,18 8.4
50 1,76 6.8
78 1.45 5.6
100 1.82 7.0

¢. Variagcdes no momento de contato (Figura 1) — Com o intuito de verificar o nivel de
agdo, na radioprotegdo pelo beta-caroteno, fez-se aquelas variagfes.
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Figura 1 - Curvas de sobrevivéncia da £.colf J-5 3 luz ultra-violeta & controle dos experimentos A, B, e C com
[-carptenp
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Assim, as células que tiveram contato com o carotendide, antes da irradiagdo (expe-
timento A}, poderiam incorporar ou até metabolizé-lo, e o produto destas reacdes poderia
protegé-las da luz ultra-violeta.

Contudo, oz dados. revelaram uma sobre\nvénma com valores estatisticamente
iguais ao controle.

lrradiando-se as células na presenca do beta-caroteno {experimento B}, este poderia
atuar como um filtro & luz u.v., acabando por protegé-las. Outra vez, obtéve-s& uma curva
andloga ao controle.

Finalmente, supondo gue o beta-caroteno pudesse agir ao nivel de reparo sobre os
danos causados pela luz u.v., fol adicionado &s cdlulas da £ coff J-b imediatamente ap6s a
irradiagio (experimento C).
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Entretanto, esta hipotese também foi abandonada, visto que outra curva analoga ao
controle fol obtida,

Os valores das porcentagens relativas de sobrevivéncia dos expetimentos foram
comparados aos do controle, pelo teste estatistico de Wilcoxon & Wilcox, « = 0.05-(14),

Presume-se que as moléculas de beta-caroteno ndo foram incorporadas e/ou meta-
bolizadas pelas célutas de Fscherichia coli J-5, ndo conferindo assim efeito radioprotetor e
nao desempenharam papel de simples filtro aos raios ultra violeta, absorvendo-os e dimi-
nuindo a fotoenergia letal as células de maneita andgloga & proteclo da agdo fotodindmica
{9h

Estes resultados sfo um reforgo & sugestio da existéncia de especificidade quanto a
radioprotecéo pelo beta-caroteno (e carotendides em geral), pois também 14 foi observada
& inabilidade de carotendides de Micrococcus sp. proteger contra os efeitos da radiacio io-
nizante e fuz ultra violeta (10),
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Summary

A megaterium phage of unususl morphology was isolated from the soil and
characterized. it iz distinguished from the other described megaterium phages by its
elangated head, showing the morphotogicat features of licheniformis phage BLE. Other
characteristics ara ite sensitivity to 60°C, fair resistance to chloroform and UV and in-
hibition of ptague formation at 42°C, The pbage nucleic acid is douhle-stranded DNA
with a G-C contant of 34.7-36.7%.

Resumo

Caracteristicas de um novo bacteriofage de Baciflus megaterium com cabege alongada

Foi isolado do solo um fage de Baciflus megaterium, com aspecto morfolégico anot-
mal. Difere dos outres fages de 8. megaterivm pela presenca de cabega alongada, 2
semelhanga do fago BLE de B. lcheniformis. Como outras caracteristicas analisadas
neste fago apontou-se sensibilidade & temperatura de &0°C; resisténcias ao
clarofarmio e luz uitra violeta e incapacidade de evidenciar placas de lize 2 42°C. 0
fago estd constituido de ADN de dupla fita com um teor G-C de 34,7 a 36,7%.

introduction

Phages of Bacillus megaterium are mostly of interest for genetic analysis of the host
{6, B, 18}, and have also been used to study capsid formation (7). However, of all describ-
ed megaterium phages (1, 6, 7, 8, 12, 18, 19), only one has been found to transduce (18).
These phages all showed common morphologies when examined under the electron
microscope and belong to Bradley's groups A, B or C (4}, One of our isolates, obtained
recently from scil, proved to be morphologically different from the other hitherto described
megaterium phages and was therefore further characterized. The properties of this new
phage are reported here.

Material and Methods

The bacterial strains, used for determination of the host range, are listed elzsewhere
(11). Phage MJ-4 was obtained from garden soil collected at Fundio Island, Rio de
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Janeiro, by isolation method A (10}, B. megaterium strain F,, obtained from the same soil,
was used as a host. Phages were assayed by Adams’ double agar layer method (3} using
TYS agar (1.75%) and soft agar {(0.875%) described elsewhere (10}, Crude phage stocks
were prepared by Adams’ plate washing method, and were stored at 4°C. These lysates
were concentrated by polyethylene glycol precipitation (10} and purified by CsCl density
gradient centrifugation at 4°C (120,000xg, 42h). CsCl was removed by extensive dialysis
against TMK buffer {17}, The phage buoyant density was inferred from CsCl gradients.

Meorphology of the phage was exarined under a Philips EM 201 electren micrascope
at 80kV. The preparations on formvar-coated grids were negatively stained with 2%
sadium (dodeca) silico tungstate. The host range was determined as described (8). The
burgt size, latent period, adsorption and antigenic properties were established in accor-
dance with Adams (3). The stability at different pH and temperature (8), the sensitivity to
organic solvents and inorganic salts (8), the UV sensitivity (2) and the type of nucleic acid
{4} were determined according to literature. The nucleic acid was extracted and purified by
Marmur's method {14}, The G-C mole percentage was determined using melting curves
obtained in a Beckman Acta Il spectrofotometer equipped with a temperature program-
mer, and from ¢ ,., determined by CsCl gradient centrifugation in 2 Beckman model E cen-
trifuge (16). Ezcherichia coff K12 DNA ( p 25 = 1.710} was used as a reference.

Results

At 37°C, phage MJ-4 forms a small { <1.5mm)} irregular slightly turbid plague with a
fuzzy edge on its host 8. megsterium F4. In rare cases, a concentric halo could be observ-
ed. The phage appears guite virulent for strain F,, since all attempts to obtain lysogenic
clones failed. Out of 95 straing of Bacillus {11 species), only 4 megaterium straing permit-
ted plague formation (15 megaterium strains were resistent), MJ-4 is, therefore, specific
far this species and shows a restricted host range. To determine possible relationship to
phages FS5-1 and FP-1, frequently encountered in Brazilian soil (9, 10), MJ-4 was tested
with F&-1 and FP-1 antisera. The results revesled no antigenic refationship to either one of
both phages. Electron microscopy (26 phage particles measured) revealed that MJ-4
pussessed an elongated head 111 = 2.6nm long and 51.6 £ 4.8nm wide, and a flexible
non-contractile cross-striated tail of 234 + 9. 4nm length and 8.1 + 1.9nm width. A thin
collar connected head and tail, and a brush-like terminal appendage was attached to the
tail {Figure 1), The phage belongs to Bradley’s morphological group B (4). Crude lysates
(titer 7.5 x 10'° pfu/ml) were stable for at least 6 months at 4°C. MJ-4 was stable when
maintained at 50°C for 60 min. At 60°C, it progressively lost titer (88% in Smin. and
989.7% in 15min.), and it was completely inactivated after 5min. at 70°C. The phage was
stable for 2 hours in the pH range 6-8. At pH b and 10, respectively 70 and 80% of the
phage was inactivated, and at pM 4, titers dropped below 0.01%. Treatment of MJ-4 with
eithér n-hexane or 1-octano! did not result in loss of titer. Mowever, the phage was
moderately sensitive to toluene, benzene and chloroform with respectively 30% (toluene)
ang 40% (benzene, chloroform) inactivation, Upon UV irradiation. phage titers in TMK
buffer dropped slowly with increasing dose. At 1180ergs/mm2, 39% of the phage was in-
activated. Plague formation was inhibited for 99% by 60mM phosphates {Na,HPO, ot
K,P0,), butnotby KClor K,80,. Simultaneous use of 2.5 — 20mM CaCl, and 10-2mM
Mn30, in the TY agar assured maximum efficiency of plating and distinct plagues. Mg#+
ions could only partially substitute Ca?+ . Plagues developed well in the temperature range
25-379C, and most rapid plague formation was at 37°C. At 42°C, plague formation was
cempletely inhibited. In the range 37-42°C, plaques became increasingly turbid and less
distinct, and plague counts dropped. The average burst size in TYS at 37°C was 204 and
the latent period was 50min. in these conditions, the phage adsorbed fast to a mid-log
cufture of strain F, (91% in 10min.). The phage buoyant density in CsCl was
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Figure 1 — Phage MJ-4, negatively stained with 2% sodium {dodeca)
sifico tungstate (x 127.000)

1.49-1.50g/ml. Phage nucleic acid was double stranded DNA by Bradley’s griteria (4},
This was confirmed by its resistance to degradation by pancreatic RNase, and its pro-
nounced hyperchromic effect (42%) in thermal melting curves, The thermal denaturation
point of the DNA was 84.3°C, corresponding to a G-C mole % of 36.7 (16). The DNA
buoyant density in CsCl was 1.694g/mi, which gives a G-C mole % of 34.7. These data in-
dicate that the DNA does not contain unusual bases in high quantities. Attempts to use
MJ-4 as a transducing vector failed at both high and low multiplicities, even with UV-
irradiated phage (1% survival) and addition of phosphate or citrate to inhibit phage
readsorption.

Discussion

MJ-4 is a megaterivm phage of unusual morphology. All other khown megaterium
phages, except for the recently described Bradley type C phages MP20, MP27 and MPAS
{18}, have regular polyhedral heads. Therefore, phage MJ-4 represents a new distinct
megaterium phage type. The length of the head is consistently about twice its diameter;
standard deviations in both measures are low, indicating that head poly- or bimorphism (4)
is absent in MJ-4. Morphologies similar to that of MJ-4 have previously been observed for
phages of Caulebacter {4), Clostridium {1) and also for phage BLE of 8. licheniformis (13).
However MJ-4 did not plaque on B. licheniformis (3 strains} and phage BLE was strictly
specific for this species. Also, their DNA melting points were significantly different (84.3
vs 88°C). Phage MJ-4 can be classified in group B, of Ackermann’s classification of Baei
lus and Clostridium phages (1). This group contains exclusively Clostridium phages and of
these, MJ-4 resembles Clostridium phage F| in morphology and head size. However, its tail
is longer, the G-C content of its DNA is different (34.7-36.7% vs 40%) and host strain F, is
strictly aerchic.

The other properties of MJ-4 do not seern unusual when compared with data for
other megaterium phages (6, 7, 8, 19). Differentiating properties are its relative resistance
to UV and organic solvents and the inhibition of plaque formation at 42° C. The specificity
for B. megaterium is a Teature shared with all megaterium phages found until now (1, 8, 7,
8, 12, 18, 19). Alse, none of 14 subitilis and 16 pumilus phages could plague on B.
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megaterium (9, 10). These dats suggest that the £, megateriurn phage/host system is
distinct within the genus Baciflus. The MJ-4 nucleic acid is double stranded DNA, as ex-
pected of Bradley type B phages (8). The G-C content is somewhat lower than that
repor?gd for other megaterium phages (1, 6, 8) and the range (37.3-43%) reported for the
host (5),
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Resumo

Setecentas amostras de Fscharichia colf, isoladas de suinos com diarréia, foram exa-
minadazs quanto & producio de enterotoxina termalabil (LT). Destas, 500 foram estu.
dades quanto a producio de enterotoxing termoestavel (8T). Cutras caracteristicas,
narmalmente investigadss em colibacilos enterotoxigénices, come sorologia e re-
sisténcia 2 drogas, tambérm foram incluldas no estudo. Quatorze amostras (2%},
gquando ensaiadas em células da linhagem Y-1, produziram enterotoxing LT. A pro-
ducdc de enterotoxina ST, estudada pelo teste de camundongo recém-nascido, foi
identificada em 23 amostras (4,6%), Nenhuma das amostras enterotoxigénicas pro-
duziu os dois tipos de enterotoxinas. As amostras positivas, no teste em células Y1
{LT+], comportaram-se pegativamente, quando ensaiadas através do teste de imuno-
hemohise passiva (PIH). Entre as ameostras LT+ houve predominangia do sorogrupo
0149 (6%); outros soregrupos encontrados foram 08, 0105 e 0142, Entre as amos-
trag ST+ houve predomindncia do sorogrupoe 0107 (47 %); outros sorogrupos encon-
tradas foram 07, 08, 080, 086, 0117 e 0138, As amostras entefotoxigénicas ST+ fo-
tarn mais tesistentes A capamicina, ampicilina e mais sensiveis 4s tetraciclinas. As
amestras entergtoxigénicas LT+ foram mais sensiveis 45 tetraciclinas. No houve di-
ferenca nos niveis de resisténcia pera estreptomicing, cloranfenicol, gentamicing e sul-
fadiazina entre as amostras enterotoxigénicas e nag enterotoxigénicas,

Summary

Praduction of enterotoxin snd drug resistance among straing of colibacilli isolated from
swing diarrhea

Seven hundred strains of Escherichia coli isolated from awine with diarrhea were exa-
mined for the proaduction of heat-1abile {LT) enterotoxin. From those, 500 strains were
examined for the production of heat-stable (ST} enterotoxin, Other charagteristics
usually investigated areng enterotoxigenic straing, such as serclogical grouping and
drug resistance wete also included in this study. Fourteen {29%]) strains produced LT
{LT+ strains) as detected by the Y-1 adrenal cell assay, The production of 3T was re-
parted in 23 strains {4.6%) (5T+ strains}, None of the enterotoxigenic straing produ-
ced both enterotoxing conaomitantly, Those strains which were positive in the Y-1
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adrenal cell assay (LT) were negative in the passive immune hemalysis tst. Among
the LT+ strains serogroup 0149 was the most prevalemt (6%). Other Serogroups
found were 08, 0105 and 01432, Among the ST+ straing serogroup 0101 was the
most prevalent (47 %), Other serogroups found were 07, 08, 080, 086, 0117 and
0128, As far as drug resistance is concerned, the strains producing ST enterotoxin
were rmore resistant to kanamyein, ampicillin and more sensitive to tetracyelines. LT+
strains were more sensitive to tetraayvelines, No differences were found among ehtero-
toxigenic and non-enterotoxigenic straing in regard to resistance levels for streptomy-
cin, clorarnphenicol, gentamycin and sulphonamides.

Introducéio

A classificacdo soroldgica ainda & bastante utilizada, para a identificacio de colibaci-
los enteropatogénicos para o homem e animais. Atualmente, sabendo-se qué pelo menos
parte desta viruléncia pode ser explicada pela producéo de enterotoxinas, a maioria dos la-
boratérios que se dedica a rotina bacteriolégica tem procurade detectar nestes microrga-
rismaos a producdo de enterotoxinas. Dois tipos de enterotoxinas 18m sido descritos como
responsdveis pela patogenicidade dos colibacilos; a enterotoxina termolabil (LT} de nature-
za proteica e imunogénics, da qual se conhece duas formas: uma de alto peso molecular
{4}, encontrada normalmente rnos sobrenadantes de cultivos em meios liquidos aproptria-
dos (7); outra, de baixo peso molecular (8, 9), extraida pela polimixina, a partir de sus-
pensdes bacterianas. A outra toxina, termoestavel (ST}, também encontrada erm sobrena-
dantes de culturas, é aparentemente nfio imunogénica, tratando-se provavelmente de um
polipeptideo {1}, Embera alguns trabalhos j& tenham sido realizados com relacdo & de-
tecgio de amostras de colibacilos enterotoxigénicos, isolados do homem (11}, ndo encon-
framos, na literatura nacional, nenhum estude referente a producio de enterctoxinas por
amostras de colibacilos isoladas de suinos com diarrdia,

Em virtude de implicacdes econdmicas dbvias, que as diarréias por colibacilos poderm
causar a suinocultura, decidimos examinar amostras de £. cofl, isoladas de suinos com
diarréia. Paralelamente, as amostras enterotoxigénicas encontradas foram estudadas
quanto & classificacdo sorolégica e resisténcia a drogas. Neste Gitimo caso, visou-se prin-
cipalmente investigar a existéncia de alguma correlacio entre producdo de enterotoxina e
resisténcia a drogas, a semelhanca do que foi descrito para amostras de origem humana
{(11),

Material e Métodos

Foram exarninadas 700 amostras de £ cofi, isoladas de fezes de suinos com
diarréia, na cidade de S50 Paule e municipios vizinhos, As amostras foram isoladas e iden-
tificadas, segundo métodes descritos pot Edwards & Ewing (5).

Frepsaro e deteccdo de enterotoxing LT e ST — Para a deteccio das enterotoxinas ST e LT,
atraves, respectivamente, dos testes de camundongo recém-nascido (2) e de células da li-
nhagem Y-1 de turnor de adrenal de camundongo (3), foram utilizados os sobrenadantes
das culturas de £. coff em meio de Caye (7), incubadas & 37°C, durante 24 horas, em es-
tufa com agitacio (150rpm). Os sobrenadantes, a serem ensaiados através dos testes de
imunchemdélise passiva (PIH), forarm obtidos de culturas semeadas da maneira descrita
{18), exceto qua, antes da centrifugacdo, ao cultive de cada amostrs foi adicionado 1mi
de polimixina B, dilufda em salina tamponada com fosfatos (0.04M, pH 6.7}, na concen-
tracio final de 2, 2rmg/mi do meio. As culturas foram incubadas a 27°C, com agitacio por
15 minutos adicionais, procedendo-se em seguida a centrifugacio, separando-se os so-
brenadantes para exame palo PIH.
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Os testes em celulas Y-1 foram feitos assim que obtidos og sobrenadantes, enguan-
to que, para os testes de ST e PIH, os preparados foram mantidos congelados 3 — 20°C,
até o momento do uso.

Para os testes do camundongo recém-nascido ¢ ensaio em celulas da linhagem Y-1,
procedeu-se exatamente comoe o descrito na literatura (2, 3). O teste do PIH, para a de-
tecgio de enterotoxina LT, foi realizado de maneira semelhante ao descrito por Evans &
Evans (6) porém, com slgumas modificagBes por nos introduzidas. A suspensido de
hemacias, a ser utiizada, foi padronizada de tal maneira que, quando diluida 1:20 em
agua destilada e lida em espectrofotémetro (Colerman Jr.) a 420nm, desse uma ab-
sotbéncia 1.3, indicando conter 4 x 10'® hemacias por mi.

Como antisoros, foram utilizados antitoxina LT, preparada com LT purificada de £.
colf (D.J. Evans, Texas Medical Center Houston — USA); antitoxina colérica & anticolera-
genodide, estes Oltimos gentilmente cedidos por G.T. Curlin {(National Institutes of Health
Bethesda, Maryland, U.5.A. Enteric Disease Program Officer). O antisorc anti-LT foi usado
na diluicao 1:60 (D.J. Evans Jr. — comunicacio pessoal). De acordo com resultados preli-
rinares o anticoleragendide foi diluide 1:80 e a antitoxina colérica 2 1:80 ¢ 1:640 (231

Além dos extratos, obtidos de amostras LT positivas e LT negativas, usados como
controles dos testes do PHH, tubos contendo 08 seguintes reagentes foram sistematica-
mente incluidos na reacéo, a fim de corrigir eventuais leituras de absorbancia, resultantes
de hemdlise inespecifica: a) hemdcias de carneiro, extrato em teste e tampfo fosfato;
b) hemacias de carneiro, extrato em teste, tampio fosfato ¢ complemento; ¢) hemécias
de carneiro, tampio fosfato, complemento e antisoro (anti-LT ou anticoleragendide ou an-
titoxina colérica).

Todas as outras condicées, tais como reagentes e respectivos velumes, bem como
detalhes técnicos, foram semethantes as descritas originalmente (6).

Sorologla — A identificacio soroldégica das amostras produtoras de LT foi feita pelo Dr.
Frits Orskov {"WHO Collaborative Center for Reference and Research on Escherichia coli,
Statens Seruminstitut, Copenhagen, Deenmark’), e a sorologia das amostras produtoras’
de 5T foi realizada pelo Dr. P.A.M. Guinée (Rijks Instituut voor de Volksgenondheid, Bil-
thoven, Netherlands),

Determinacio da sensibilidade a drogas — Para avaliar a sensibilidade a drogas, utilizamos
0 métoedo da dituicdo em placas (10) com as seguintes drogas: estreptomicina, canamici-
na, ampicilina e sulfadiazina (Laboraterdpica Bristol S/A), gentamicina (Inddstrias Far-
macéuticas Schering 5/A), cloranfenicol (Montemedison S/A), tetraciclina (Pfizer Quimica
Ltda).

Resultados

FProdugso de enterotoxing LT e 57 — Das 700 amostras isoladas, 14 (2%} demonstrararm
produzir entergtoxina LT, quando estudadas pelo teste em celulas de linhagem Y-1. Apos
um ano, quatro destas amostras se tornaram ndo enterotoxigénicas, quando examinadas
por esta prova. Quando amostras gue haviam sido positivas nos testes de Y-1, foram exa-
minadas pelo teste do PIH verificou-se, curiosamente, que todas elas foram negativasg, ex-
cetuando-se a n? 2423, que foi positiva neste teste, porém, somente quando se utiizow
como reagente a antitoxina colérica diluida 1:80.

“Entre 500 amostras de colibacilos, examinadas para a produco de 5T, observou-se
a existénecia de 23 (4,6%!) capazes de produzir esta enterotoxina.

Nenhuma das amostras estudadas foi capaz de produzir LT e ST simultaneamente,

A analise dos resultados, pelo teste do qui-quadrado, demonstrou ser P < 0.005, re-
velando que o encontra de 23 amostras, produtoras de enterotoxina 8T, & significativo,
frente aos dados observados para as amostras enterotoxigénicas LT positivas.
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Sorologia — Entre as 10 amostras que permaneceram LT positivas, mesmo apés um ang,
observou-se o predominio do sorogrupc 0149, que esteve presente em seis amostras,

Das outras quatro amostras, trés foram classificadas nos sorogrupos 08, 0105 e
0142 e uma nio aghutinou com os antisoros disponiveis.

Entre as 23 amostras 5T positivas verificou-se predominancia do sorogrupo 0101,
presente em 11 amostras. Entre as restantes foram encontrados os sorogrupos 03, 07,
08, 080, 086 e 0138, sendo uma de cada sorogrupo, exceto para o sorogrupe 0117 no
qual foram encontradas duas amostras., Quatro amostras foram consideradas nio
tipaveis. Os resultados referentes aos achados soroldgicos se acham na Tabela 1.

Tabela 1 — DistribuicSo por sorogrupe das amostras de Escherichia coli entero-
toxigénicas isoladas de suinos com diarréiz, S, Paulo, 5P, Brasi

Toxina Tatal de Sorogrupos
produzida amosttas encontrados®
LT 10 0149 (8) 0142 (1)
68  (1)0105 (N
ST 23 Q107 (13} 0138 (1)

o177 (2086 (1}
080 {1} 07 (1)
ca (103 {1}

8 = 1 amostra LT+ ndo aglutinou com os soros O disponiveis;
b amostras ST+ ndo foram tipadas,

LT = terma-ldbil; 8T = termo-estével

{ ) = nitmero de amostras.

LDeterminagéo da sensibilidade a drogas — Qs resultados obtidos para amostras ndo ente-
rotoxigénicas e enterotoxigénicas, corm relacdo aos niveis de resisténcia aos antibidticos
estudados, encontram-se na Tabela 2. A andlise estatistica destes resulftados, pelo teste

Tabela 2 — Niveis de resisténcia frente a agentes anti-microbianos das amostras de colibaciloes enterotoxigénicas
& nao enterotexigénicas, NUmero de amostras reststentes (%)

Produgda de Niveis de resisténcia { pg/ml}

Draga anterptoxi
rotexine 1 5 10 20 50 100 200 500 1000

sultadiazing LT 8T - 11{11%) 9%} 9(9%) T 515%) - - EO{E9%)
LT 2{30%) - - - _ T70%)
57 - - G26%)  2i(8,6%) - - - 15{65%)

aavepemicing LT 5T BiB%} B(8%) B(8%} B(5%) 414%) 231239  25{25%) 12(12%) 8{8%)
LT 2{20%) - 1{10%) - 2{20%) iM% 440%) - -
5T 2{8.6%) - 1(4,3%) Z2(8.6%) 417,3%) 6&{26%) 6&(26%) H26%) -

tetraciclina LT &7 8% - - E(G%} 1111 1%) A7147%)  13{13%) 14(14%:) -
LT" - H10%) T70%) 2(2Q%) -
5T - Ti4,3%) 1, 3%} 2B,6%) 10(43.4%)  9(29%) - -

cloranfenicol LT 57 B{AE %) 1213%) H15%) %) - 7(7%)  24{24%) 6{G%)
LT* 5{60%) 2{20%,) - - T00%y  2{20%:} - -
5T 12{52%) - 21 3%} G6%)  2AB.H%) - -

cangmicing LT 57 8{9%] 2H21%)  BlE%) B{8%) Ei{Ei %) S5{5%) T %) 32{32%}
LT B{6O%} - - - - — - - Al40%
-2 4417.3%:) - - - - - 4(17,2%)  2(8.6%) TRGE, 2%

ampicilina LT 5T 2HET%) 2EHL26G%) 5{5%) A{a%) F{7%) 6(6%)  10(10%) 7 %) 218%)
LT 1{10%) 1H10%) - 4130%) A{40%) -
ST - - - - 3013%) 13(56.5%) 730, 4%}

LT* = ampsiras pradutoras de enteroroxing LT

57" = amostras produtoras de enterotoxina ST

LT &T° - smestras nio enterotoxigénicas

= DAnhuma amoLtes ragislants,
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de Kruskal Wallis (13) revelou gue, com relacéo a estreptomicina, cloranfenicol e sulfadia-
zina, nda houve diferenga significativa nos dados encontrados para estes dois grupos. No
que diz respeito & canamicina, o valor de P foi ligeiramente superior a 0.05, indicando que
colibacilos produtores de ST poderiam ser mais resistentes a canamicina do que os produ-
tores de LT e os ndo enterctoxigénicos. .

Com referdngia as tetraciclinas, as amostras enterotoxigénicas pareceram mais
sensiveis do que as ndo enterotoxigénicas (P = 0.01). Saliente-se porem, gue, com re-
lagio a este antibidtico, foi encontrada uma variacdo muito grande, ou seja, 9% das amos-
tras foi relativamente sensivel ao antibidtico enquanto 27% foi resistente a 200 pg/ml da
droga.

Em relacio a ampiciling, as amostras enterotoxigénicas foram significativamente
{P < 0.01) mais resistentes do que as ndo enterotoxigénicas.

Biscussio

A freqiéncia de amostras produtoras de enterotoxina termolabil (2%), identificadas
pelo ensaio em células da linhagem Y-1, embora relativamente baixa, no esta muito dis-
tante da observada por Giugliano & col. (11), no que concemne a amostras de colibacilos
enterotoxigénicos isolados do homem. '

Bem contrastantes foram os resultados para as amostras enterotoxigénicas produto-
_ras de ST, com relacio as quais se observou uma freqiiéncia superior (4,6%). A analise es-
tatistica destes resultados, pelo teste do qui-quadrado, comprovou gque, com relacio a
freqiiéncia de amostras enterotoxigénicas entre suinos, & enterotoxina ST desempenha
pape! preponderante em relacdo a LT. Alids, no que concerne a espécie humana, tem-se
acumulado evidéncias de gue esta enterotoxina seja igualmente importante, na eticlogia
das diarréias (15, 19, 22).

Bastante interessante foram os resultados obtidos quanto a produgdo de apenas
um tipo de enterotoxina, entre a5 amostras enterotoxigénicas, isto &, nenhuma das
amostras produtoras de LT produziu concomitantemente ST, ou vice-versa.

Embora a producio de apenas ST, por amostras de origem sufna, j& tenha sido refa-
tada ha algurm tempo {24}, tem sido postulado que a produclc de LT viria sempre acompa-
nhada da producio de ST (23}, ldénticas observagdes indicavam que as amostras de ori-
gem humana deveriam se comportar de modo semelhante (21). Recentemente, verificou-
se que varias amostras, isoladas da espécie humana e produtoras da enterotoxina LT, néo
elaboravam obrigatoriamente a enterotoxina ST (11). Porém, o que chama atencio em
nossos achados é o cardter exclusivo de produgio de apenas uma enterotoxing.

Para a identificacio das amostras enterotoxigénicas produtoras de LT e ST foram
utilizados métodos clgssicos. Surpreendentes, no entanto, foram os resultados obtidos
para a enterotoxina LT, quando utilizado o teste do PIH. A comparag&o dos resultados, ob-
tidos neste teste, com agueles observados no ensaio em células Y-1, demonstra que os
colibacilos enterotoxigénicos, isolados de suinos, se comportam diferentemente dos isola-
dos da espécie humana. Enquanto a quase totalidade das amostras enterotoxigénicas de
origem humana fornecem resultados positivos, no teste do PIH {23), todas as amostras
enterotoxigénicas, isoladas de suinos, com excecio de uma {N? 2423), se compartararm
negativamente (Tabela 1). A amostra mencionada forneceu, porém, resultados positivos
apenas quando ensaiada frente ao soro anticolera diluido 1:80. Nesta diluigio, sabe-se
gque 0 teste se torna mais sensivel (23), mas nem por isso capaz de revelar a produgio de
enterotoxina termolébil, extraida pela polimixina rnas demais amostras por nds estudadas.
Uma explicacfo para tais resultados inesperados ainda ndo nos e conhecida.

Qs resultados dos estudos soroldgicos permitem verificar que os mesmos ndo diferi-
ram daqueles encontrados na literatura (14, 24, 25, 26), para as amostras enterotoxigéni-
cas de suinos. Assim sendo, entre as amostras LT verificou-se a predominancia do soro-
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grupo 0149, encontrado entre seis das 10 amostras (P < 0.001). A presenca do antigeng
H10, observada em trés das amostras deste sorogrupo, ja havia sido verificada anterior-
mente {14). Outro sorotipo observade, no qual tém sido encontradas amostras enteroto-
xigénicas, € o 08:H18 {12}). Com relagdo aos outros sorotipos, por nos observados,
0142:NM e 0105:HE, nio encentramos citacdo de serem os mesmos enterotoxigénicos.

No que concerne & relacdo entre sorogrupos e a producio de enterotoxinas, tém sido
relatados, como produtores de LT e 5T, os sorogrupos 0149 ¢ 08 (24, 31). E pois curioso,
ressalte-se mais urna vez, que todas amostras deste sorogrupo, por nés estudadas, produ-
zisgern exclusivamente LT. Com relacio as amostras enterotoxigénicas, produtoras de
ST, observou-se fendmeno semelhante, com predominancia significante (P < 0.001} do
sorogrupo 0107, que se distribuiu aproximadamente em 50% das amostras estudadas
{Tabela 1), Os outros sorogrupes distribuiram-se em fregiiéncia bastante reduzida, em
comparagac ao anterior. Para os sorogrupos 0138 e 08, encontrou-se uma amaostra de ca-
da; no entanto, a importncia dos mesmos, na etiologia da diarréia ern suinos, tem sido re-
latada por diversos autores (12, 24, 31}, Outres soragrupos observados, com relacio aos
quais ndo encontramos citacic de ocorréncia como agente causal de diarréia em suinos,
faram 086, 080, 07 e 0117, todos eles representados por apenas Uma amostra, excecdo
feita a0 Ultimo, gue foi encontrado em duas amostras. Destes, entretanto, alguns tém sido
mencienados como ocorrendo em diarréia no homem ou outros animais, Em relacdo as
amostras do sorogrupo 01071, o fato delas terem produzido exclusivamente enterotoxina
ST, ja havia sido anteriormente mencionado por outros autores (17). A alta freqiiéncia do
sorogrupo 0101, com 11 amostras, sugere que este sorogrupo estéd envolvido na pro-
dugdo de diarréias, ndo 50 em bovinos como também erm suinos.

Embora o estudo da resisténcia a drogas de colibacilos, isolados de diferentes mate-
riais, ja tenha sido realizado entre nds, em diversas oportunidades (18, 27, 28, 29), desco-
nhecemos, até o presente momento a existéncia de um estudo gue correlacionasse ente-
rotoxigenicidade ¢ resisténcia a drogas. Os resultados obtidos demonstraram, quer como
consequéngia cromossdmica, guer ¢omo extra-cromossémica, que as amostras ST+ fo-
ram, aparentemente, na sug maioria, mais resistentes & camamicina e ampicifina.

Para uma amostra de £. co/f (sorotipo 078:H12}, uma associacdo entre producio de
enterotoxina 5T e gens determinantes para resisténcia miltipla, incluindo a canamicina, j4
havia sido demonstrada (30). Com relacdo & maior resisténcia 4 ampicilina, apresentada
pelas amostras ST, ndo encontramos nenhuma explicacio e o assunto carece, ao nosso
ver, de estudo profundo. Nosso objetivo seguinte foi tentar reproduzir os achados de Mer-
son & col. (16) e Sack & col. (20), gue verificaram serem as amostras de origem humana
enterotoxigénicas, LT"', mais sensivels a drogas do que as ndo enterotoxigénicas. Neste
particular, observararm ainda que esta sensibilidade era maior em relacdo as tetraciclinas
{Tabela 2). Nossos achados confirmam outros anteriormente citados (16, 20), no gue con-
cerne a relaglio entre maior sensibilidade & tetraciclina & producdo de LT. Sugerem, ainda,
que esta correlacdo independe da origem das amostras, gue no nosso estudo foi diferente
das investigadas por agueles pesquisaderes. Por outro lado, a maior sensibilidade a este
antibiético, apresentada por nossas amostras ST estd em desacordo com a relatada por
Merson & col. (16}, Embora estes autores tivessem tambérmn encantrado maior sensibilida-
de das amostras 5T+ & tetraciclina, a significincia de seus achados estava um pouco além
dos limites de aceitac8o ao nivel de 5%. Em relagfio aocs nossos achados, o valor de
P-<0.01 demonstra que, pelo. menos nas amostras estudadas, existiria também urma
provavel correlaciio entre sensibilidade as tetraciclinas e producao de 5T,

Embora nossos estudos, com relagio & resisténcia a drogas e producio de enteroto-
xina, ndo tenharm mostrado diferencas sigmificativas, no que concerne & estreptomicina,
cloranfenicol e sulfadiazina, os resuitades obtidos para canamicina, tetraciclina e ampicili-
na jusuficam, a nosso ver, uma investigacdo mais detalhada, sob o ponto de vista basico,
visando estabelecer se realmente ocorrem fendmenos de compatibilidade e incompatibili-
dade entre plasmideos ent e R contendo genes determinantes para resisténcia a estas dro-
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gas. Sob o ponto de vista prético, 2 semelhanca'do gue foi fetto em relacao & diarréia dos
viajantes, na espécie humana (20}, nio julgamos vidvel a introducic de medidas profiléti-
cas, baseadas na administracdo de tetraciclina, contra diarréia em suinos, causadas por
colibacilos enterotoxigénicos. Os motivos s8o Sbvios, mas os mais relevantes incluiriam:
estudos mais detalhados para comprovar a eficiéncia deste recurso, aplicavel aos animais,
tempo de administracio da droga, que ndo poderia ser muito extenso; e finalmente o peri-
go constante de se selecionar outrag bactérias resistentes a antibidticos deste grupo.
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Resumo

Cinquenta smostras de Y. enterocolitice (32 provenientes da colegio do Instituto Pas-
teur, Paris, pertencentes a diferentes sorotipos, e 18 isoladas no Brasil, pertencentes
aos sorotipos 0:3 o 0:5) foram estudadas quanto 3 invasibilidade, pesquisada pelo
Teste de Serdny € em células Hela, e quanto & producao de enterotoxinas termolabil
(LT) e termoestavel (5T). Também fol pesquisada, através de proves de hemagluti-
nagdo manose-resistente, a prasenga dos antigenos de aderéneia CFA/LCFA/L KBE e
K48, Nenhuma amostra produziu enterotoxina LT ou apresentou hemaglutinggdo ma-
nosa-tasistenta. Em células Hala o teste foi positive para 94,4% das amostras isoladas
no Braszil @ para 68,7% dss amostras da colecAo do Instituto Pasteur. No Teste de
Serény, 77,7% das amostras isoladas no Brasil e 40,6% das amostras do Instituto Pas-
teur provosaram intensa conjuntivite em cobaios sern, entretants, provocar a clissica
ceratoconjuntivite, produzida por amostras virulentas de Shigelfe. Producio de entero-
toxing ST foi observada em 18,0% das amostras. Tanto a invasibilidade como a pro-
dugdo de ST foram observadazs em diferentes sorotipos.

Summary

Search for virulence factors in Yersinia enterocolitica

A total of 50 cultures of Yersinie enterocolitice were examined for invasiveness and

for heat-labile (LT} and heat-stable (8T) entarotoxins production. Thirty twe of the.

strains, belonging to a variety of serotypes, were of the collection of Institut Pasteur,
Paris, and the other 18, balonging to the serotypes 0:3 and 0:5, ware isolated in Brazil.
Invasive ability was examined in the guinea pig eye {Serény test) and in Helza tissue
culture cells. By means of mannose-resistant hamagglutination tests the presence of
adhesive factars CFA/l, CFA/Il, KBB and K82 was alsa studled. None of the strains
produced LT enterotoxin or showed mannose-resistant hemagglutination, The test
performed in Hela cells was positive for 94.4% of the strains isolated in Brazi and for
68.7% of those from Institut Pasteur. In the Sarény test, 77.7% of the strains isolated in
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Brazil and 40.8% of those from Institut Pasteur evoked conjunctivitis in guinea pig
eyas without, however, evoking keratoconjunctivitis s caused by virulent Shigeda
strains. Production of 5T enterotoxin was observed in 18.0% of the strains. Invasive-
ress and ST enterotoxin were observed in different sorotypes.

Introducio

Os mecanismos de virulgéncia de Yersinia enterocolitica apenas recentemente véem
sendo melhor estudados.

Em 1875, Carter (2} reproduziu, pela primeira vez, emm animal de laboratério, uma in-
feccdo por Y. enterocolitica, semelhante 4 observada em alguns casos humanos, embora
nao tivesse chegado a nenhuma conclusio, quanto ac seu possivel mecanismo de vi-
ruléncia. No mesmo ano, Une & col. {31) relataram a capacidade invasora de Y. enterocoli-
tica, para células Hela, o que fol, posteriormente, confirmado por outros autores (15, 16,
17).

Feeley & col. (9) verificaram que amostras de Y. enterocolitica, pertencentes ao so-
rotipo 0:8, provocaram ceratoconjuntivite experimental em cobaios (Teste de Serény)
(28).

Alem da invasibilidade, a produco de enterotoxing termoestave! (ST) também tem
sido responsabilizada pela viruléncia de amostras de Y. enterocolitica {1, 9, 20, 24).

O presente trabalho relata os resultados obtidos com 50 amostras de Y. enterocoliti-
ea, de diferentes sorotipos, quanto & producdo de enterotoxinas termolabil (LT) & ter-
moestavel {5T) e quanto 4 invasibilidade, estudada em cultura de células Hel.a e pelo Tes-
te de Serény. Foram pesquisados, também, os antigenos de aderéncia, CFA/ (8}, CEA/I
(5), K88 {14} e K89 (18}, que ocorrem em amostras enterotoxigénicas de Escherichia cofi,
uma vez que trabalhos recentes tém demonstrade que os genes responsaveis pela pro-
dugdo de enterotoxina 5T ¢ pela sintese do fator de aderéncia CFA/I podem estar situados
gm um mesmo plasmidio (23),

Material e Miétodos

Amostras — 8) Da colecBo do Instituto Pasteur de Paris, foram estudadas 32 amostras, de
diferentes sorotipos, clagsificados segundo Wauters & col. (34, 35), isoladas anteriormen-
te 2 1972, sendo 20 de origem humana e 12 de otigerm animal (Tabela 1): b} Isoladas no
Brasil, foram estudadas 18 amostras, sendo 12 do sorotipo 0:3 e seis do sorotipe 015, iso-
ladas do homem e de animais {Tabela 2}, no periodo de 1968 a 1980.

Pesquisa de invasibilidade — a) Em células Mela, foi utifizado, basicamente, o meétodo
descrito por Lee & col. (16), diferindoe apenas no fato de que a motilidade das amostras
néo foi ativada, tende em vista resultados preliminares, obtidos em nosso laboratério, indi-
carem ser este procedimento desnecessério; b) Em olho de cobaios, fol empregado o
metodo de Serény (28) sendo o indculo, para o teste, abitido a partir de amostras cuitiva-
das em “‘tryptic soy agar’’ (Difco), a 25°C por 48 horas, segundo as recomendacdes de
Feeley & col. {8). O crescimento bacteriano foi suspenso em salina a 0,85%, de maneira a
se obter ao redor de 10" cel./mi, sende 0, 1m! desta suspensio inoculade no saca conjun-
tival do animal gque foi observado, diariamente, por 7 dias. Foram utilizados, como controle
positivo, uma amostra virulenta de Shigefla flexneri (452-73 CHt) &, como contrdle negati-
VO uma amastra ndo invasora de £, colfi,

Pesquisa de enterotoxinas termoestavel (ST) e rermoldbil (L T) — As amostras foram culti-
vadas a 26°C por 48 horas, em estufa com agitacdo (150rpm), em trés diferentes meios
de cultura: o meio de Caye (6}, utilizado para 2 pesquisa de enterotoxinas LT e 8T em
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Tahets 1 — Sorotipos e fontes de isolamento des 32 amostras de Y. ente-
rocalitica da colegio do instituto Pasteur

L:] .
Sorotipo N? de amostras isoladas

0 Total
Humanas Anirnais

f

1, 2a, 3
28, 20, 3
3

4

bl

4, 32
5

5, 27
6, 30
7,8
7,013
8

= |

1
1
1
3
1
1

3,19
9

1OIK1]
14
15
18
20
21
22
34

f

i
N o I T AT i B g -

A T g gy X, R

Total

]
L]

12

Lot
X}

Tabela 2 - Caracteristicas das 12 armostras de Y. enterocolitica isoladas no Brasil

_— : . Fonte de N de
Biotipo Sorotipo Fagotipo colaments ammostias isolada por
harmearn 1 Pizgolitto & qal. (22)
1 Fontes & col. (10)®
2 Baldacci & col. {*)

4 o3 Vil saghi 3 Giorgi & col. (13)7
porco 2 Decarlis & Seabra (*)
sagili 1 Genovez & col, (12)°

cao 2 Munes & Ricciardi (*)

2 0:5 X, homem 5 Stumpf & col. (29)*

1 0:5 X, hiormern 1 Tolede & Falcdp (301®

referénoias bibliogréficas
= dados ndo publicados.

*)

amostras de colibacilos, o meio descrito por Pai & Mars {(20) & o meio de ‘tryptic soy
broth'’ (Difco), suplementado com 0,6% de extrato de levedura, utilizado por Boyce & col.
(1), Para a pesquisa de LT as culturas foram tratadas com polimixina (7}, tendo sido utiliza-
do o teste de imunohemdlise passiva (PIH), descrito por Evans & Evang {4}, observando-se
as modificacdes de Serafim & col, (27), Para a pesquisa de 8T, excluiu-se o tratamento
corn polimixina, tendo sido utilizado o teste do camundongo recém-nascido, descrito por
Dean & col. {(3). Foram utilizados quatro camundongos para cada teste e o resultado foi in-
terpretado calculando-se a razdo: peso dos intestinos/peso das carcagas. Foram conside-
rados positivos valores = 0,083.
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Pesquisa de antigenos de aderéncia — Para a pesquisa presuntiva do antigeno CFA/} foram
utilizadas provas de hemaglutinagio em lamina, com hemacias humanas dos grupos A, B,
AB e 0, em presenca de manose, procedendo-se conforme recomendado por Evans & col.
{8). Para a pesquisa do antigeno CFA/I, provas de hemaglutinacdo em lamina foram reali-
zadas com hemacias bovinas em presenca de manose (5). Os antigenos K88 & K93 foram
investigados através da téenica de microhemaglutinacdo manose-resistente, de acordo
com Jones & Rutter (14), utilizando-se suspensdes padronizadas de hemacias de cobaio
{10® hemécias/ml). Controles adequados foram utilizados ern cada série de experimentos.

Resultados

Antigenos de sderéncia — Nenhuma armostra apresentou hemaglutinacio manose-
resistente, sugestiva da presenga dos antigenos de aderéncia CFA/l, CFA/lI, K88 ¢ K29,

Serotipos e invasibilidade — A invasibilidade, avaliada em células Hela e pelo teste de
Serény, foi positiva em varios dos sorotipos (Tabela 3). No teste de Serény algumas amos-
tras provocaram, 24 a 48 horas apds a inoculacao, intensa conjuntivite caracterizada por
grande hiperemia, edema conjuntival e secrecdo mucoide em guantidade moderada; a con-
juntivite regrediu apés 24 a 48 horas. Nenhuma das amostras provocou a classica cerato-
conjuntivite, produzida por amostras invasoras de Shigefla (28), mesmo quando o teste foi
realizado, imediatamente apds o isolamento da amostra.

Vinte e trés amostras, de diferentes soratipos, foram positivas nos dois testes de in-
vasibilidade, dezesseis positivas apenas neo teste em ¢élulas e quatro positivas apenas no
teste de Serény.

Tabela 3 — Invasibilidade para células Hala, teste de Serény e enterotoxigenicidade nos diferentes soratipes de
Y. enterocelitica

N?® de amostras positivas

Sarotipo N de
0 amostras Hela Serény® gTh
{eanjuntivite)

1,28, 3
2a, 2b, 3
] 1
4, 32

5

5, 27

G, 30
7.8

7. 132

8

3,19
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33 27 2

2 = Nenhuma amostra provecou ceratite visivel a olho mu; b = ST — enterctoxina termaoastdvel; ¢ = nenhuma
armostra.
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Sorotipos e produgdo de enterotoxina — Nenhuma amostra produziu enterotoxina LT, No-
ve amostras, pertencentes a seis sorotipos diferentes, produziram enterotoxina 5T (Tabela
3), em pelo menas wm dos trés meios de cultura utilizados. Seis amostras, distribuldas en-
tre os sarotipos 013, 0:9, 0:14 e 0:20 foram, gsimultaneamente, positivas nos testes de 5T
e Hela,

Correlacdo entre invasibilidade, producdo de enterotoxina ST & crigem das amosiras —
Das 32 amostras da colecdo do Instituto Pasteur, vinte & dois {68,79%) invadiram células
Hela, treze (40,6%) provocaram conjuntivite em cobaios e seis {18,7%) produziram ente-
ratoxina ST. Das 18 amostras isoladas no Brasil, dezessete (94,4%) foram positivas em
Hela, quatorze {77.7%) provocaram conjuntivite em cobaios e trés {16,6%) produziram
5T (Tabela 4).

Tabela 4 — Correlacio entre invasibilidade, produgiic de enterotoxina ST e corigem das amostras de Y.
erterocoiftica

N® g (%) de amostras positivas

" N? de
. Origem amostras Hela Serdny® aT
{conjuntivite}
Ipb 32 22(68.7} 13(40,6) 6{(18,7)
Brasil® 18 17194,4) 124777} 3018,8)
Total 50 35(78,0) . 21540 9(18.0)

a = Nenhuma amostra provocou ceratite visivel a olho nu; b = amostras da colegas do Instituto Pasteur, Paris
representada por vérios sorotipes; ¢ = amostras iscladas no Bragil — sorotipos (:3 e 0:5 apenas.

7

Correlagio entre invasibilidade, producdo de enterotoxinag ST e fontes de isolamento — In-
vasibilidade para células HeLa foi observada em 76,6% das amostras de origem humana e
erm 80,0% das amostras isoladas de animais. No teste de Serény, conjuntivite foi observa-
da em 46,8% das amostras de otigem humana e em 65,0% das amostras de origem ani-

ral. O teste de ST foi positivo, respectivamente, para 26,6% e 5% das amostras de ori-
gem humana & amimat {Tabela 5).

‘Tabela 8 — Correlaciio entre invasibilidade, producio de anteratoxina ST e fontes de isolemento das amostras de
Y. enterocolitics

' N de amostras pogitives
Fontes de N? de

isolamento amostras Hela Serény? ST

‘ (Gonjuntivite)
humana 3¢ 23{76.8) 14{48,6} B{26.6)
animal 20 16{80,0} 13{85.0) 1{5.0

a = Nenhuma amostra provocou ceratize visivel a othe nu,

Discussao

Os resultados do presente trabatho (Tabela 3) e de outros da literatura (16, 21) suge-
rem que fatores de virulencia {invasibilidade e produgdo de 5T) podem estar presentes em
uma variedade de sorotipos de Y. enterocolitica, inclusive em alguns raramente associa-
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dos a infecgBes. Entretanto, n&o seria prudente estabelecer rigida correlacio entre a pre-
senca destes fatores e viruléncia “in vivo''. Este conceito é reforcado pelos trabathos de
Ure & Zen-Yoji (33}, que demonstraram ser o teste de invasibilidade em ¢élulas Hela insu-
ficiente para avaliar 2 patogenicidade de Y. enterocolitica, uma vez que amostras invaso-
ras para as ¢elulas podem ser avirulentas para animais. Par outro lado, observaram estreita
correlacdo entre viruléncia das amostras e habilidade de sobreviver & raultiplicar no interior
de macréfagos. Amostras negativas em Hela sfo, provavelmente, ndo invasoras para
animais.

Considerando que a enterotoxina ST ndo & sintetizada in vitro’, & temperatura do
corpo humano (9, 20, 24), seu papel na potogenicidade de Y. enterocolitica term sido gues-
tionado {20, 21, 24). Entretanto, a enterotoxina poderia ser produzida em alimentos con-
taminados que, ingeridos, poderiam causar doenca.

No presente estudo, nenhuma das amostras provocou, em cobaios, a cldssica cera-
toconjuntivite, causada por amnostras invasoras de Shigelfa (28), mesmo seguindo as reco-
mendacdes de Feeley & col. (9) para a realizacdo do teste e utilizando amostras recém iso-
ladas, o que ocorreu com algumas amostras dos sorotipos 0:3 & 0:5, isoladas no Brasil,

Amostras de vérios sorotipos provocaram intensa conjuntivite nos animais (Tabela
3} sem, entretanto, haver envolvimento, visivel a olho nu, da comea. Schiemann & Deve-
rish (25), estudando 31 amostras de Y. enterocolitica de vérios sorotipos, também, obser-
varam que a infecgdo ocular estava limitada a conjuntiva. Estudos realizados com amos-
tras do sorotipo 0:3, isoladas de materiais clinicos, mostraram resultados negativos no
teste de Serény, mesmo variando as condicdes de crescimento das amostras e volume do
indculo (20). :

Ermbora Feeley & col. (2) tenham relatado severa ceratite, em cobaios inoculados com
amostras de Y. enferocolitica do sorotipo 0:8, isoladas de uma epidemia de gastroenterite,
no presentg trabalho amostras deste sorotipo n&o provocaram nenhuma reacio nos ani-
mais. Qutros autores (25) observaram imtensa conjuntivite, serm ceratite associada, com
apenas algumas amostras do sorotipo 0:8, o que os leveu a concluir set a viruléngia va-
ridvel entre as amostras deste sorotipo.

Em nossos estudos, quatro amostras, de diferentes sorotipos, provocaram conjunti-
vite em cobaios sem, entretanto, mostrar infectividade para células Hela (Tabela 3), suge-
rindo que a conjuntivite nestes animais deve ser resultante de fatores que independem da
invasibilidade.

Nas amostrag estudadas, a invasibilidade para células Hela foi mais freqiente
(78,0%) que a capacidade de causar conjuntivite em cobaios (54,0%!) (Tabela 4), indican-
do ser o teste de Serény menos sensivel para determinar invasibilidade em Y. enterocoliti-
ca. Alem disto, este teste parece ndo ser perfeitamente reprodutivel para este grupo de
bactérias (26).

E interessante salientar que todas as amostras isoladas no Brasil, com axcecido de
uma proveniente de material de garganta, mostraram invasibilidade para Hela, enquanto
Jque para as amostras da colec&o do Instituto Pasteur, este teste foi positivo para uma por-
centagem menor de amostras (68,7%) (Tabela 4). Estes dados poderiam ser explicados
pelo fato de que a invasibilidade destas amostras poderia ser mediada por plasmidios, co-
mo ja foi demonstrado em amostras do sorotipo 0:8 {11) e, portanto, ser perdida apés pro-
longada estocagem das amostras. Entretanto, estes resultados, também, poderiam ser ex-
plicados pelo fato das amostras isoladas no Brasil pertencerem apenas aos sorotipos 0:3 e
Q:5 (Tabela 2}, usualmente referidos como invasores para Mela (16, 17, 32).

A producio de enterotoxina ST foi observada em 18,0% das amostras de diferentes
soratipos (Tabelas 3 ¢ 4), sende que 66,6% das positivas, pertencem aos sorotipos cau-
sadores de doengas no homem corn maior freqiiéncia (0:3, 0:5 e 0:9). Porcentagem bem
maior (B4,7%) de amostras de Y. enterocolitica, produtoras de ST, foi obtida por Pai & col.
(21), tendo ainda estes autores observado que esta proptiedade estava freglientemente
associada a sorotipos, responsabilizados por infecgdes humanas. Por outro tado, Robins-
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Browne & col. (24), estudando 26 amostrag, pertencentes a 8 sorotipos, observaram qiue
apenas trés produziam ST.

Az baixas porcentagens de amostras positivas para ST, observadas em nosso traba-
tho, poderiam ser explicadas pelo tempo de leitura do teste, que foi de quatro horas, ao
invés de duas, como recentemente recomendado por Nunes & Ricciardi (19}, Poderia ex-
plicar, também, este resultado s prolongada estocagem de muitas amostras, o gue poderia
resultar na perda da capacidade de produzir ST, se esta proprigdade for mediada por
plasmidio, como ocorre em colibacilos enterotoxigénicos (23).

Nio foram encontrados nas amostras de Y. enterocolitica os fatores de colonizagéo
gque ocorrem em colibacilos enterotoxigénicos, fatores estes responsaveis pela adeséo
destes colibacilos & mucosa intestinal. Qutras fatores de colonizacdo ainda ndo foram des-
critos em Y. enteracolitica.
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Resumo

A virgléngia de 12 amostras de Pseudomonas seruginoss com, baixa stividade
hemolitica (=71:4) e quatro amostras com altos thules hemoliticos {1:512),
procedentes de hospital (pacientas & meio ambiente} & estudada em camundongos
convencionais e gueimados. Os. valores médios da DL, determinades para
camundongos convencionais, forarm 1070 & 1077, respectivamente, para amostras de
baixa & alta atividade hemalitica, o que ndo é estaticamente significative (p =0,05).
s valores para camundongos queimados, encontrades para quatro amostras de tiulo
hemolitice 1:4 e quatro de titule 1:512, s#o respectivamente, 10%% e 10%1, também
ndo sdo significativos (p = 0,05, Az smostras classificarm-sa através dos valores da
DL, em amostras de alta, média ¢ baixa virulgncia, segundo critéric adotado por
Klybn & Gorrill,

Summary

Markers of virnlerce of Fsoudomonas asruginosa. \lI — Relation between *'in vitro™
and "in vive™ tests

The virdence of 12 strains of Pseudomonas asruginosa with low hemolysin produc-
tion {titers of 1:4 or less) and four strains with high heroligin titers (1:512) that were
isofated from hospital {patients and environment} was studied in two groups of mice: a
group of healthy mice, and a group of mice in which some degree of thermal injury had
been induced. Each group of mice was cheflenged, by injection of the various gulturas
and LD, ‘s were determined. For normal mice, the LDg,'s were 1072 and 1077, res-
pective?y, for bacterial culture of low and high hemalysin production capability -~ not
statistically significant (p =0.06). In the group of mice submitted to thermal injury, the
LD, 's-were 1055 and 10%" respectively, for bacterial cultures of low {1:4) and high
{1 :%1 2} hemolysin titers — again, not statistically significant, The LD50'5 abtained we-
re used to classify the Pieudomonas strains into groups of high, intermediate, and low
virwlence in accordance with the report of Kivhn & Gorrill.

* Trabalho realizado no Institute de Ciéncias Bioldgicas UEMG, com auxflio da CAPES e FINEP.
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Introducio

Pseudomonas aeruginosa é bactéria de vida livre, encontrada na dgua, solo e em am-
bientes dmidos, contendo tragos de matéria organica. Participa da flora de determinados
sitios, ermn pessoas hormais (8, 20).

Em circunstancias especiais, como em prematuros, velhos, queimados e individuos
sob uso de imunosupressores, pode causar processos patologicos, &s vezes graves, cormo
septicernias, pneumonias, meningites, etc. Sua participac8o e timportancia nas infecctes
hospitalares tem sido muito enfatizada.

Coloniza, facilments, pacientes hospitalizados, nos primeiros dias apds a admissio,
em virtude de sua prevaléncia no ambiente hospitalar, em pias, torneiras, instrumental,
equipamento, pessoal, etc. (3, 6, 13).

Apesar disso, Ps. aeruginosa, ndo figura nas estatisticas das infeccies hospitala-
res, como agente mais comurn (1), Nesse particular, sdo de maior importincia certas Ente-
robacterias, como Escherichia coli, Enterobacter sp. e siguns cocos Gram positivos da pele.
Esta snomalia pode talvez ser explicada por fatores diversos como: padrio satisfaiério
de enfermagem, que pelo uso de técnica asséptica adeguada, pode impedir a dissemi-
nacao de Fs. aeruginosa, do ambiente aos pacientes; condicdes inerentes aos mecanis-
mos de defesa do paciente; sus pequena participacdo na flora normal do homern ¢ possibi-
idade de variac8o de viruléncia, entre as amostras.

Esta ultima hipdtese vem sendo explorada por vérios pesquisadores (1, 5, 8,4 17,
18} no sentido de se encontrar um marcador de viruléncia. )

A acdo patogénica de Ps. aeruginosa apresenta comportamento diferente de outros
bastonetes Gram negativos, visto ser devida aoc somatério dos efeitos de variag
substancias extracelulares, como ‘‘hemolisina’’, protease, colagenase, elastase, leucoci-
dina, toxinas, etc.

A endotoxina de Ps. aeruginoss parece exercer papel menas importante ou insignifi-
cante, em relagio a certos produtos extracelulares, de natureza enzimatica ou téxica, que
vém despertando o interesse dos pesquisadores, preocupados em conhecer sua natureza,
atividade bioldgica e participaco nos mecanisios de sua aco patogénica (9, 10, 11,
16). Entre essas substancias, a “‘hemolisina’” tem merecido especial atencdo pelos efeitos
toxicos sobre animais e tecidos (10, 11, 19).

A acao patogénica de Ps. aeruginosa pode ser ensaiada ern diferentes espécies ani-
mais, come camundonges, cobaios, coelhos, macacos, ratog e outros, nog quais a evo-
lucdo da infeccdo depende, entre outros fatores, da dose ¢ da via de inoculagioe. Quando a
inoculacdo é feita em determinados sitios de animal imunocompetente, a infeccio torma-
se circunscrita & drea inoculada e regride espontaneamente. Mas, se feita por via venosa
ou peritoneal, a gravidade da infeccéio é maior e depende essencialmente da guantidade de
bactéria injetada. Se a dose de germe for grande, a infecgho sera fatal, Neste caso, surge,
geralmente, septicemia e, apds a morte, verificam-se lestes renais caracteristicas, Quan-
do se inocula doses relativamente baixas, emn qualgquer anirmal imunocompetente, os me-
canismos de imunidade ndo especifica, como fagocitose pelos macréfagos e polimorfonu-
cleares nio sensibilizados, tendem a eliminar os microrganismaos.

O animal imunocestimulado apresenta grande resisténcia 3 infeccdo por Ps. aerugine-
sa; nos imunodeprimidos {por dragas ou ''stress’’}, 2 bactéria apresenta-se com viruléncia
mais elevada {18).

Os modelos classicos de viruléncia, relacionados com as propriedades das bactérias
podem ser de trés tipos: viruléncia pela invasio e multiplicaco, viruléncia pela producio
de toxinas e o modelo misto, invasdo ¢ produgio de toxinas, ao qual nertence Fs, agrugi-
nosa (19},

Tendo em vista a importéncia atribuida 2 **hemolisina’’, como indicador de viruléncia
de Ps. aeruginosa (1), resolveu-se correlacionar a atividade hemolitica de amostras de Ps.
aeruginosa, de origem hospitalar, com a DLy pars camundongos convencionais e deprimi-
dos por meic de queimadura (14).
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Material e Métodos

Amostras de Fs. aeruginosa — As amostras de Ps. aeruginossa estudadas foram isoladas

por Melo & Peres {13) de espécimes humanas e do meio ambiente do Hospital das Clinicas
da UFMG,

Producéo e dosagem de hemolisina — a ""hemolisina’’ fragdo | de Liu foi produzida e ex-

traida segundo técnica empregada por Liu, Abe & Bates (11) e titulada de conformidade
com Berk (4).

Camundangos — Foram utilizados camundongos albinos, machos e fémeas, indistinta-
mente, de 20 a 279 de peso.

Cufturas - As culturas, para inoculacdes em camundongos, foram obtidas em Trypticase
Soy Broth (BBL)}, adicionado de 1g% de nitrato de potéssio para assegurar ¢ crescimento
mais dispersa, com reducio da pelicula que normalmente se forma nos meias liguidos con-
vencionais, inocwlados com Ps. aeruginosa. O nimero de células dos indculos foi previa-
mente determinado por contagem em placa, de acordo com normas recomendadas no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater {2) e em Noleto {15).

Determinagdo da DL g, para camundongos convencionais — Qs animais foram incculados
com 12 amostras de Ps. geruginosa, de titulo hemolitico £ 1:4 & quatro 1:512. O indculo
consistiu de 0,5mi de cultura de 24h & 37°C e de suas diluigdes 10~ 12107, através da
via intraperitonea! {IP) e utilizando-se lotes de seis, animais para cada concentracio
bacteriana, Um grupo de animais foi inoculado com o meio de cultura estéril. Cada lote de
animais foi mantido em gaiola separada e observado diariamente. Durante os primeiros
experimentos, conclui-se gue o nomero de animais mortos ndo sofria variagdo
consideravel, apds o gquarto dia de inoculagio. Determinou-se, entdo, a DL, [peto método
de Reed & Muench, com os animais gue morriam dentro desse prazo.

Daterminacio da DL g para camundongos queimados - Os animais foram anestesiados
com éter etilico e queimados na cauda, patas traseiras e regido da genitalia, através de
imersdo em agua a 70°C, por B segundos (14) e, em seguida, inaculados com quatro
amostras de titulos hemoliticos baixos { £1:4) e quatro titulos altos (1:57 2}, do modo des-
crito para os animais convencienais. Um lote de animais queimados fol inoculado com do-
se de 0,5ml de meio de cultura, como controle. A DLy, foi determinada pelo método de
Reed & Muench, utilizando-se os animais que morriam até quatro dias, a partir da inocu-
lacdo, pois além desse tempo a morte ocorria raramente para estes animais.

Andlise estatfstica — Foi realizada andlige estatistica, para comparar os resultados das
DlLgy apresentadas pelos camundongos convencionais e queimados, inoculados com
amostras de Ps. geruginosa, de diferentes titulos hemoliticos. O esquema de analize obe-
deceu a delineamento inteiramente casualizado, em virtude de possiveis diferencas no
narnero de grupos de camundongos empregados para cada titulo. As médias das DLg, sdo
comparadas pelo teste t de Student. Para os titulos de "hemolisina’ comuns a camundon-
qos convencionais e queimados, processou-se idéntica andlise estatistica para avaliar ngo
$6 o efeito dos titulos, como também para testar os efeitos das queimaduras sobre a DLgg.

Resultados

Determinou-se a DL, para camundongos convencionais de 12 amostras de titulo
€}1:4 e de quatro de titulo 1:512, cujas médias foram, respectivamente, 1079 e 1071, Em
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virtude dos resultados obtidos ndo serem estatisticamente significantes (p>>0,05), foram
escolhidas, aleatoriamente, quatro amostras de titulo baixo e dquatro de alta atividade he-
molitica, as guais foram inoculadas em camundongos queimados. Os valores médios da
DLy, foram, respectivamente, 1058 ¢ 10%1, também n&o significativos (p>0.,05). O coefi-
ciente de variago da média (CV) fui de 8,5%, enquanto as diferengas minimas significati-
vas foram Q,70567 (dms 4 x 12), entre os resultados das DlLs, para camundongos conven-
cionais e 0,8643 (dms 4 x 4), para os queimados.

Discussio

Al-Dujaili & Harris (1), procurando um marcador de viruléncia capaz de separar
amostras infetantes e ambientais de Ps. aeruginosa, entre si, sugerem que a capacidade
de produzir “‘hemolisina” pode ser um adequado marcador de viruléncia para Ps.
aeruginosa. \

Com base em resuitados da DLg, para camundongos, Kivhn & Gorrill {9) classifica-
ram 20 amostras de Ps. seruginosa erm alta, média e baixa viruléncia, quando as DLy va-
riaramde 4 X 108 328 x 107 ,3 x 10737 x 107e1 x 108 a 4 x 108
respectivamente. Transformando os dados acima em log10, temos para o primeiro grupo
1087 a 1074, para o segundo 1075 a 107 & para o terceiro, 10% 1088,

Tendo como motive g sugestio de Al-Dujaili & Harris (1), corno parimetro o critério de
Kivhn & Gorril {9), resolveu-se correlacionar a -atividade hemolitica de Ps. aeruginasa
com a DL, para camundongos. Todavia, os resultados finals mostram que as médias
1079 e 107" das DLy, encontradas, respectivamente, para 12 amostras, de Ps.
aeruginoss com titulos hemoliticos < 1:4 & quatro amostras com titulo igual a 1:512, ndo
foram estatisticamente significativas (p=>0,05). '

Em virtude dos resuitados obtidos, foram escolhidas, aleatoriamente, guatro amos-
tras de Ps. aeruginosa com titulos altos e quatro com titulos baixos, as quais foram inocu-
ladas em camundongos queimados, porgue, segundo Millican, Evans & Markley (14), ca-
mundongos queimados moderadamente, com dgua a 70°C, sdo extremamente sus-
ceptiveis a dose de Ps. aeruginosa ndo letal para camundongos normais. Entretanto, os va-
lores médios encontrados foram respectivamente 1088 a 1081, também néo significantes
{p>=0,05). Esses resultados, que ndo mostram correlacio entre essa prova e o titulo de he-
molisina, estdo, no entanto, em conformidade corm os de Klyhn & Gorrill {9), que ndo en-
contraram correlagdo na viruléncia de amostras de Ps. aeruginosa para camundongos con-
vencionais e testes "'in vitro®'. .

Por outro lado, segundo o ctitério de Klyhn & Gorrill (3, as 12 amostras de titulo he-
molitico haixo sdo. assim classificadas, nos trés grupos: o de alta viruléncia, com seis
amostras, com Dl variando de 1,952 g 1079, o de média virulncia, com trés amostras,
variando de 1072 8 107%; e o de baixa viruléncia, com trés amostras, variando de 1075 a
107:8, Das quatro amostras de titulo hemolitico 1:512 trés apresentaram DL, variando de
1082 4 1077, que permite enguadré-las no grupo de alta viruléncia. Tadavia, uma apresen-
tou DL, igual a 108, que a coloca entre as de baixa viruléncia.

Gaby & Logan (7), estudando a viruléncia de 14 amostras de Ps. aeruginoesa, isola-
das em laboratério clinico, verificaram que seis nfo matavam camundongos, quando ino-
culadas com 0,5ml de uma cultura em caldo. As demais podem ser classificadas do se-
guinte modo (segundo Klyhn & Gorrill): uma, no grupo de alta viruléncia: duas no de média
e cinco, no de baixa viruléncia. : :

Todas as nossas amostras foram letais para camundongos guando inoculadas em
doses de Q,5mi de cultura em caldo. '

Loiseau-Marolieau {12), determinando a DL, de 21 amostras de Ps. aeruginosa, de
origemn humana, para camundongos, encontrou valores que variavam de 107.0 5 1085, re-
sultados muito proximos aos do presente experimento.
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Uretrites nio gonococicas
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Resumo

Espécirmes uretrais de 144 pacientes portadores de uretrites nio gonocdcicas (UNG!
foram examinados para a detecgio de Chfamydia rrachomatis, Ureaplasima urealyti-
curn @ Trichomonas vaginafis. Clamidess foram isoladas de 519% dos pacientes nio
previamante tratados e de 33% dos pacientes que haviam feito uso de drogas antimi-
crohianas, sem sucesso clinico (p < 0,08). No que se refere ao ureaplasma e tricomo-
nas, o usg prévie de drogas ndo influiu significativamente nos resuttados das culturas,
U. ureglyticum fol encontrado em 38% dos 144 casos & T. veginelis em 3%, Deresse-
te {12%) dos pacientes estavarn simultaneamente infectados com C. trachomatiz ¢ U,
wreafyticum. Ureaplasmas foram mais freqlenternente encontrados entre os pacientes
clamidea-negatives (p < 0,08) Se U. urealyticum e T, vaginalis sio considerados co-
mo responsdveis por alguns casos de UNG elarnidea-negativos, apenas 17% das ure-
trites ndo previamentc tratadas parmaneceram sem eticlogia definida.

Summary

Male nongonacaccal‘ urethritis  associated with Chlamydia, Ureaplasms and
Trichomonas

Uretiiral specimens from 144 patients with nongenococcat urethritis (NGU) were exa-
mined for Chlamydia trachamatis, Uresplasma urealyticum and Trichomonas vagina-
is. Chlamydiae were isolated from 51% of non previously treated patients and from
33% of patients wha have uzed several antimicrobial drugs without clinical response
{p=0.05}. Concerning ureaplasmas and trichomonas the previous use of drugs were
not sigrificantly associated with the results of the cultures, U/ urealyticum was found
in 39% of 144 cases and T. vaginalis in 3%. Seventeen (129%) of patients were simui-
taneausly infected with C. trachomatis and U, urealvticum. Ureaplasmas were more
frequently found among patients from whom chiamydiae were not recoverad
{p=0.05). f U. urealyticum and 7. vaginalis are regarded as responsible for some ca-
ses of chiamydiae-negative NGU, only 17% of 53 non previgusly treated vrethritis re-
mained non specified,

Introducéo

As uretrites ndo gonocécicas (UNG) vém sendo referidas como a doenca trans-
missivel sexualmente mais comum na Europa (11, 12, 19) ¢ Estados Unidos (6, 16). Elas

Rev. Microbiol,, 580 Paule, 13(2):156-160Q, Abr./Jun. 1982
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foram reconhecidas como entidade clinica, diferente da gonorréia, desde fins do século
passado e, 20 longo do tempo, varios microrganismos tém sido tentativamente agsociados
a sua etiologia (5). Atualmente, entretanto, estudos microbioldgicos bem conduzidos
apontam apenas Chlamydia trachomatis & em menor grau de importancia Ureaplasma
urealyticum como potencialmente responséveis pela maioria dos casos de UNG (6, 10,
11,13, 16, 18).

Neste trabalho, cujo propésito foi verificar, através da cultura, a ocorréncia daqueles
microrganismos e também de Trichomonas vaginalis em portadores de UNG na cidade do
Recife, Chiamydia foi o microrganismo mais freqiiente e ureaplasmas foram significativa-
mente mais isolados das uretrites clamidea-negativas.

Material e Métodos

Pacientes — Duzentos e catorze homens, portadores de corrimento uretral evidente a ing-
peccéo, faram inicialmente examinados. Destes, selecionou-se para o estudo 144 pacien-
tes dos quais ndo foi possivel isolar Neisseria gonorrhogse. Os portadores de UNG foram
divididos em dois grupos, de acorde ¢om o uso prévio de drogas antimicrobianas. O pri-
-meiro consistiu de 53 pacientes virgens de tratamento (grupo ndo tratado), enguanto o ou-
tro grupe incluiu 21 pacientes que haviam sido medicados para o presente episddio de ure-
trite, sem qualquer sucesso clinico {grupo tratado). Os pacientes deste grupo permanece-
ram, pelo menos, quatro dias sem medicagfo antes da coleta do material. Trinta e um in-
dividuos do sexo masculino, sem sintomas clinicos de uretrite, foram também incluidos na
investigacdo (grupo controlel.

Coleta dos espécimes — (s pacientes compareceram ao laboratorio antes da primeira
miccao matinal. Um “swab’’ de algod&o era introduzido na uretra 2 a 3cm e em seguida
agitado em tubo de hemdlise, contendo 0,2ml de caldo de coragéo e cérebro (BHI), O
+ewab' era reintroduzido, friccionado levemente nas paredes da uretra & agitado em outro
tubo contendo 2mi de meio de transporte para Chlamydia, isto é o meio de crescimento
{ver nos métodos microbiologicos), desprovido da desoxiuriding ¢ adicionado de glicose
0,5g%, anfotericina B 2,5 u g/mi e vancomicina 50 p g/ml.

Métodos micrebioldgicos — C. trachornatis — na investigagio de C. trachomalis seguiu-
se, em linhas gerais, as recomenda¢des de Reeve & col. (12). Célutas McCoy,
gensrosamente enviadas por Sandy Boulding da University Medical College, Londres,
foram cultivadas como monocamadas sobre laminulas circulares de 12mm em tubos de
centrifugador de fundo chato. O meio de crescimento utilizado foi © meio basal de Eagle
adicionade de soro fetal bovino 10%, glutamina 1% de uma solugdo concentrada
contendo 30mg/mi, vitaminas 1% de uma solugiio 100X concentrada (Flow tab.),
gentamicina 10 g g/m! e desoxiuridina 25 ug/ml (Sigma). As monocamadas celulares
foram incubadas a 35°C e usadas no isolamento de clamnideas, desde a idade de dois até o
sétimo dia. No momente de usar substituiz-se o meio de c¢rescimento pelo meio de
transporte contendo o espécime uretral; os tubos eram centrifugados a 6000rpm durante
1h e em seguida incubados s 35°C por 48Bh. O meio de cuitivo era removide, a
monocamada celular fixada com metanol e 0s corpos de inclusfo evidénciados através da
imunofluorescéncia indireta {I¥}, usando-se corno primeiro reagente ¢ soro de um pacierte
portadar de linfogranuloma venéreo com elevado titulo de anticorpos anti-clamidea.

U. urealyticurn — no isolamento e identificaco do U, ureafyticum {Mycoplasma linhagem
T}, inoculou-se com uma alca 0,02mi do espécime conservado em BHI no meio diferencial
A7 {15), incubacio em microaerofilia durante 48h e observagio direta das colbnias sob
pequeno aurmnento do microscopio (100X). No meio A7 as coldnias de U, urealyticur apre-
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sentam-se com tonalidade negro-ferruginosa, facilmente diferencigveis das coldnias cla-
ras, em ovo estrelado, do M. hominis.

7. vaginalis — na deteccdo de Trichomonas empregou-se 0 meétodo da cultura em meio
liquido cisteina-peptona-figado-maltose (2), incubacio durante quatro dias e pesquisa do
protozoario em gota pendente.

Resultados

C. trachomatis — Vinte e sete (51%) de 53 portadores de UNG, pertencenies ao grupo
ndo tratado, tiveram suas uretrites associadaz a presenca de corpos de inclusio de
clamideas nas monocamadas de células McCoy {Figura 1). Este indice de positividade de-
cresceu para 33% entre os pacientes do grupo tratado (p < 0,05), contra ApeNnas um caso
{2%) encontrado no grupo controle (Tabela ).

Figura 1 — Células MeCoy inoculadas 48k antes com espécitme uretral
positivo para C. trechomatis: corpos de inclusie evidenciados pela IF
{400X)

Tebela 1 — Eticlogia de utetrites nde gonocdeicas no Regife

N% de

Grupo pacientes Chlamydia Ureaplasma Trichomonas Negativas
NEo tratado B3 27 (61) 24 (45} 1(2) 9017
Tratado 21 30133 32 (35) 4 (4) 34437
Controle 31 1(3) 9 {29) 1(3) 20 (65}

Nota: No grupe nae tratado Chlarmydia e Ureaplasma foram simultaneamente encontrados 8 vezes e no arupo tras
tado 9 vezes. Os nimeros entre pardntesas referemn-se 208 percentuais,

U. urealyticum — Ureaplasmas foram isolados de 24 (45%) dos pacientes do grupo ndo
tratado, de 32 (35%) dos pacientes do grupo tratado e de 9 (29%) dos 31 individuos con-
trele. A analise estatistica desses dados mostrou que néo houve diferenca significativa, no
que concerne A acorréncia de ureaplasmas, entre os trés diferentes grupos investigados
(p=0,05). Em oito pacientes do grupo ndo tratado & em nove pacientes do grupo tratado,
U. urealyticum e C. trachomatis astavam Juntos, Portanto, considerando apenas os porta-
dores de UNG clamides-negativos U. wrealyticum esteve presente em 39 {45%) dos 87
casos, enguanto entre pacientes clamidea-positivos apenas 17 (30%) de 57 forneceram
cufturas positivas de ureaplasmas {p < 0,06).
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T. vaginalis — Apenas um paciente (2%) do grupo nio tratado estava infectado pelo trico-
monas, percentual de positividade praticamente idéntico ao encontrado no grupo controle
{3%) e nos portadores de UNG previamente tratados {(4%).

Discussiio

Os presentes resultados confirmam observacdes, realizadas em outros locais,
indicando €. frachomatiz como o microrganismo mais freqientemente associado 3
etiologia das UNG. Seus percentusis de ocorréncia, na maioria dos estudos
epidemiclégicos realizados, variam entre 30 e 58% (8, 11, 12, 16, 19). Portanto, os
indices aobtidos’ no Recife, em ze conziderando apenas os pacientes do grupo néo
previamente tratado, situam-se entre os de maior faixa de freqliencia. A simples
comparacao desses nimeros, com og fornecidos pelos pacientes do grupo tratado, mostra
a significativa influéncia que o uso prévio de antimicrobianos tem sobre as taxas de
positividade das culturas de clamideas. QOutro fator que contribuiu para o sucesso na
deteccao de C. trachomatis, foi o emprego da IF na evidenciacfo dos corpisculos de
in¢lusdo. Estudos comparativos, realizados neste laboratario, mostraram que a IF detecta
1.3 vezes mais casos positivos que a coloracio pela iodina, além de evidenciar um mator
nimero de corpos de inclusio.

Andiscutivel capacidade patogénica da O, frachomatis na conjuntiva ocular, asso0-
ciada i sua elevada taxa de isolamento de casos de UNG, quando comparada a grupos
controle, contribuiu de maneira decisiva para a un8nirhe opinido de considerar-se aguele
micrarganismo como o principal agente etiologico das UNG, Todavia, em aproximadamen-
te metade dos casos nio é possivel izolar C. trachomatis e a busca para encontrar outros
agentes, que possam ser responsabilizados eticlogicamente pelas UNG ¢clamidea-negati-
vas, tem sido incessante. O grande problema reside no fato de que tais microrganismos,
candidatos a agentes etioldgicos das UNG clamidea-negativas, estio presentes em uretras
sadias em percentuais aproximados aos observados nos casos de UNG. Hemophilus vagi-
nafis, Streptococcus grupo B, leveduras (16), bactérias anaerdbias {4) e U. urealyticum
{20) 580 alguns dos varios microrganismos investigados. Entre eles, entretanto, apenas U,
urealyticum tem recebido suficiente suporte clinico e experimental para credencia-lfo como
provavel agente etioldgico de UNG. As avaliacBes terapéuticas com drogas capazes de di-
ferenciar entre infecedes por clarideas e ureaplasmas (1,3) e a autoinoculacdo intrauretral
de humanos (17) tiveram grande influéngia na aceitacdo do U. wrealyticum como
potencialmente patogénico, apesar de sua elevada freqliéncia em uretras normais (8,20) e
gonorréicas (8,9},

Atualmente, existe certa tendéncia em se responsabilizar o U, urealyticum pelos ca-
sos de UNG clamidea-negativos, dos quais ele é iselado. lss0 porgue, o microrganisma foi
mais freqiientemente encontrado na auséncia que na presenca de clamidea (1,21). Contudo,
aquela opinido ndo é unanime (18). Neste trabalho, U. urealyticum foi mais encontrado
nas casos de UNG clamidea-negativos que nos casos clamidea-positivos; diferenca esta-
tisticamente significativa. Por outro lado, ao contrdrio dos dados obtidos por Shepard
{14}, n&o se observou diferenca sigmificativa entre os nimeros de isclamento do ureaplas-
ma nos grupos controle e de UNG tratados ou ndo, em concordancia com observacdes an-
tariores (B,20). Na realidade, & muito dificil, em se considerando apenas o carater

. freqgiéncia relativa, tentar estabelecer ¢ papel etiopatogénico de microrganismos, para de-
terminadas mucosas, quando eles fazem parte de sua flora indigena. .

Durante muito termpo, devido & facilidade de deteccio, julgou-se erroneamente que
T. vaginalis seria importante causa de UNG. Essa falsa impressiec logo fol modificada
quando os métodos de isolamento de Chifamydia e Ureapiasma foram suficientemente sim-
plificados, para o uso rotineiro no diagnostice microbiolagico das uretrites. Na presente in-
vestigacio, os baixos indices de isolamento do protozodrio confirmam a opinido de muitos
autores sobre sua irrisoria participacio na etiologia de UNG (6,17). Em consonancia com
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essas cbservacles, sugeriu-se que a pesquisa de 7. vaginalis fosse tentada apenas nos ra-
ros casos de UNG que ndo respondem ao tratamento pelas tetraciclinas (7).

Embora tenha sido possivel encontrar um agente potencialmente patogénice na

maioria dos casos de UNG nda tratadas, muitas uretrites permaneceram sem etiologia de-
finida. Se esses casos, sfo devidos 4 linhagens muito exigentes dos microrganismos in-
vestigadas, ou se a outros agentes microbianos nio considerados no estudao, & problema
longe de soluco.
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Summary

Antibody against three influenza A viruses which have circulated in the world in recent
years were estimated in serum samples collected between 1978 and 1380 in Rio de
Janeiro. Antibody to A/Victoria/7% {HaN,) was found in a high propertion in 1976, tha
year after its first appearance, whereas antibody to A/Texas/77 (HaN4) was infrequent
and there iz [ittle evidence that this virus circulated to any extent. Antibody te
AMUSSRO0/TT (H;N,;) was almost entirely absent in sera from persons under 20 years
of age in 18276 and 1977, In 1978 half the sera had antibody and in 1980 onby 40%
wete without sorme detegtable antibody, indicating considerable, presumably une
noticed, spread in the community.

Resumo

Vfgilﬁncia de influenza ne Aie de Janeiro: estudo soroldgico

Inquérito sorolbgico para determinagdo de anticorpos para trés amostras de virug in-
fluenza A gue circularam no munde durante os Gitimos anos, foi tealizado corn
especirnens coletados no Rio de Janeiro de 1976 a 1980 Anticorpos para A/Vic-
toria/3/75 (HyN,} foram encontrados em maior proporgice durante 1976, um ano apds
o seu aparecimente, A fregiéncia de detecclio de anticorpos para A/Texas/1/77
(H3Na) foi muito baixa, havendo pouca evidéncia de que este virus tenha circulado
atnplarnente. Anttcorpos para A/USSR/S0/77 (HNy) estavam ausentes em soros de
pessoas menores de 20 anos de idade em 1876 e 1877, Em 1978, metade dos seros
apregentaram anticorpos detectaveis, e erm 1980 somente 40% nao apresentaram, in-
dicando considerdvel disseminagdo deste virus, etmbora mio tenha sido detectado na
comunigade,

Introduction

The international surveillance of influenza has been established now for nearly 40
years with the objectives of gathering information on the disease wherever it occurs in the
world and on the viruses assoctated with it. Vaccination against influenza has not been ag
successful as vaccination against some other virus diseases such as smalipox,
poliomyelitis and measles which can be controlled or, az in the case of smallpox,

Rev. Microbiol., 330 Paulo, 13(2):161-165, Abr./Jun. 1982
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eliminated. Influenza virus has a characteristic which has made such control difficult. This
is its property of changing its surface antigens either partialty or, at longer intervals, com-
pletely, with the creation of new sub-types against which immunity built up by previoustly
circulating viruses is inetfective. It has, so far, been impossible to predict with certainty
when such major changes will oceur or where in the world viruses showing these altera-
tiens wilt appear. The minor changes are probably occurring all the time in every country
and afthough important from the point of view of maintaining the viruses in circulation,
epidemiologically have not usually such a formidable impact.

The failure of /nfluenza vaceines to control the epidemic spread of the disease has
been recognized but the need for vaccines is none the less considerable. In certain situa-
tions, such as in industry and among military groups vaccine will prevent massive
absentesism through iliness and in the pandemic situation its use is recommended to
preserve essential services such as communications and transport. Besides thig the
disease itself, while mild in the healthy child or adult, can be severe in older persons and in
infants and epidemics are accompanied by increased numbers of deaths in these age
groups beyond the normal threshold for the time of year.

For all these reasons it is important that information on Influenza should be available,
internationally for the virus itself and mationally in order that Health Authorities are aware
of the problem and can take the necessary steps in the face of a pandemic which spares
nobody in any country of the world.

The way influenza surveillance is tackled in each country varies according to the
facilities available. The World Health Organization already has recognized and gives sup-
port to aver one hundred laboratories in some 70 countries. These national centres have
the task of detecting /nffuenza viruses in the community, identifying them as far as they
are able with reagents supplied by WHOQ and sending any viruses isolated to one of the two
international influenza centres, in Atlanta, USA, serving the Americas and in London, UK,
serving other parts of the world.

Besides the search for influgnza viruses, if national statistics on morbidity and mor-
tality are available such data are collected and analygsed to give information on the
epidemic waves as they occur. The sort of statistics which may be used are mortality
figures, either total, or deaths attributed to /nfluenza or pneumonia, and morbidity figures
which may be detived where sickness benefit schemes exist or from records of absences
in large industries or public services such ag the Post or Transport. Where such figures are
collected centrally it is possible to follow an /nfluenza epidemic from its onset to its peak
and decline. Whete statistics are not easily available laboratory methods may be used to
gather information on the impact of influenza on the community. One of these methods is
to collect and store serum samples from all ages of the population at regular intervals year
by year. The examination of the antibody content of such sera against the /nfluenza
viruses known to circulating in the world may show a significant increase in the proportion
with antibody from one year to the next demonstrating the passage of the virus through
the population and giving information on the proportion of susceptibles in the community
{1}, In the presence of a pandernic this may not be necessary as the impact of influenza is
so characterigtic. During inter-pandemic periods howaver, the virus may circulate quite
undetected if a vigilant laboratory search is not maintained.

Influenza viruses have been isolated by several groups in Rio de Janeiro (2) and
evidence presented of their clinical impact. However it seemed of interest to find out by a
serum survey what effect the most recent influenza HiN, variants have had in the last few
years and of particular interest would be the evidence as to whether the H,N, virus, which
reappeared in the world in 1977 in China after a gap of twenty years, had reached this
area. The spread world-wide had followed as expected but information on its appearance
and the extent of its spread in South Americs has been scanty.

This report describes the findings of 2 serum survey of antiboady to recent strains of
influenza A HyN, viruses and to the H,N, virus, using serum samples collected in Rio de
Janeiro between the years of 1976 and 1980.
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Material and Methods

Serum samples were obtained from various sources. Specimens taken in 1976,
18977 and 1878 were kindly supplied by Dr. Gilda Bruno-Lobo. These selected were from
persons under the age of 20 years with the specific objective of matching the antibody
present before the reapperance of the H,N, virus in the world in 1977 with antibody found
in sera taken in 1980. The sera had all been stored frozen at — 20°C. Sera from persons of
all ages were kindly given by Dr, Clara F, Tachibana Yoghida and Dr. G. Deane.

Sera were treated with receptor-destroying enzyme and tested by hae-
magglutination-inhibition (HI) by a standard microtitre procedure.

The viruses used in Hi tests were A/Victoria/3/75 (M3N,), AlTexas/1/77 (H3N,) and
AJUSSR/80/77 (H,N,) or A/Brasil/11/78 (H,N,} obtained from the WHO Collaborating
Centre for Reference and Research on Influenza, Colindale, London.

Results

Twao recent variants of the A/Hong Kong/1/68 (HN,) virus were selected for an-
tibody tests. These were A/Victoria/3/75, which appeared in the Far East in the middle of
197% and spread round the world causing epidemics with considerable consequences in
both morbidity and mortality; and another variant, A/Texas/1/77, which circulated
together with A/Victoria/3/75 for two years before becoming the predominant virus
world-wide in 1977.

Table 1 gives the proportion of sera tested which showed antibody 10 A/Vie-
toria/3/75% in the years from 1976 to 1980. In sera collected from children and young
adults during 1976 antibody was slready detected in wel over half those tested. The pro-
portion remained much the same in sera collected in 1977 and 1979. However of the sera
collected in 1980 the proportion of sera without detectable antibody had increased from a
quarter to a half of those tested and the proportion with high titres had fallen from 50% to
only 17%. Of the large number of sera found negative in 1980 most were from children
under the age of 3 years.

Table 1 — Hi titres against A/Victoria/3/75 in seta from persons under 20
vears of age

Yeaar Percentage at each titre Number sera
<10 10 - 20 = A0 tested
1976 33 10 57 21
1977 28 16 58 81
1878 24 24 51 a5
1980 47 45 17 1089

Table 2 shows the pattern of antibody in the same sera to the A/Texas/77 virus. This
virug ig antigenically close to another variant of the A/Hong Kong/68 (H;N,) virus originally
identified as A/England/B864/75. This vitus appeared in the UK shortly before the A/Vic-
toria/75 and circulated throughout the winter without causing more than small cutbreaks
and sporadic cases. The A/Victoria/7% by contrast was responsible for severe and
widespread epidemics. Viruses antigenically similar to A/England/864/75 were isolated at
that time from a few other countries such as France, Portugal and Jamaica. It appears
from our results that this variant may quite possibly have circulated in Brazil during that
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Table 2 — HI titras against A/Texas/1/77 in sera from persons under 20
years of age

Year Parcentage at each titre Numbet sera
=10 10-20 > 40 tegted
1978 76 10 14 21
1977 62 30 g 50
1978 B2 32 G 108
1978 74 23 2 43

period as a small but significant number of sera have titres of = 40. In sera taken in subse-
guent years the number with such titres progressively declined suggesting the virus did
not return to this area despite the evidence that in the USA it was responsible for
widespread /nfluenza during 1977,

The re-appearance of the M N, virus in China 1977 was followed by spread
throughout the world during the early months of 1978, By March it was identified in the
Canal Zone and in April found to be causing an epidemic in Argentina. The H N, virus was
not reported in Brazil until early 1979 when it was isolated from an outbraak in Belem.
From the results of our HE tests as shown in Table 3 it seems likely that the H;N, virus was
probably circulating in Rio de Janeiro before that time as sera taken in late 1978 show
evidence of infection with low titres in half of the sera and with high titre in a few whereas
in sera taken in 1976 and 1977 antibody was largely absent. The results on sera taken in
1979 suggest that the virus continued to circulate and in 1980 two thirds of the sera have
antibody.

Table 3 — HI titres against A/USSR/O0/77 in sera frorn persons under 20
years of age .

Year Percentage at each titre Numbet sera
=1Q 10-20 =40 tested
1976 87 1 1 68
1977 100 0 o] 35
1978 50 47 2 109
1979 &7 22 11 45
1880 39 50 11 103

Discussion

This method of retrospective analysis of antibody profiles demonstrates the way
evidence on the circulation of influenza viruses in the community can be obtained. The fin-
ding of frequent antibody to A/Victoria/3/75 in the sera taken in 1978 is supported by the
evidence presented by Marques & col. (2) of the izolation of several strains of this virus
from children admitted to hospital with acute respiratory illness during the period March to
September 1976. Within a sub-type such as HaN,, cross-reacting antibody between
variants does not allow a precise identification of which viruses circulate but had, for ex-
ample, A/Texas/77 been widespread, antibody would certainly have been more apparent
than has been found in our tests.
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The change in the pattern of H,N, antibody is particutarly striking in that in sera taken
in 1976 and 1977, before the virus reappeared, antibody was absent except in two serum
samples. These two sera continued to react in the Hl tests on repeated testing after fresh
treatment with RDE. No explanation can be offered for this finding although it 15 In-
teresting that the ages of the persons were 18 and 16 giving their birth at 2 and 4 years
after the apparent disappearance of the original H,;N, virus.

It is clear that influenza viruses of one kind or another have circulated regu!arlv in Rio
de Janeiro following a pattern shown in other countries.

it would be interesting to know what the seasonal incidence has been and what ef-
fect the infections have had on morbidity and mortality. It is hoped that continued
surveillance along these lings coupled with virus isolation will in time answer these
guestions.
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Resumo

Buas linhagens celulares da origem simia (LLC-MK, e B3-C-1) e duas de origem huma-
na (Hela e HEp,-C} foram testadas quanto & sensibilidads a enterovirus humanos, Cul-
turas celulares da mesrna linhagern, a LLC-MEK,,, obtidas de dois laboratérios diferen-
tes, quando cultivadas sob as mesmas condigbes mostraram diferencas quanto & sen-
sibilidade a enterovirus isglados de esgoto. Células Hela, inocutadas com poliovirus ti-
po ILMEE, apresentaram efeito citopético, quando cultivadas em meio liguido; pordrm
mostraram-se inadequadas para a formacio de placas (UFF), quando cultivadas sob
meio gelificado. Quando poliovirus tipe I-Mahoney, adicionado a Agua tratada e de ma-
nancial, posteriorments submetidas a concentracio, foi inoculado paralelamente, em
céjulas B5-C-1 e LLC-MK:!, ag primeiras se Mosiraram mais sensiveis, para a recupe-
ragag desse vires. Com linthagens de aélulas de rim de macaco foram obtidos melhores
indices de recuperagdo de virus do que com linhagens de origern hurnana, tendo a B3-
C-1 aprezentado os melhores indices de plagueamento e podendo, pois, ser considera-
da coma finhagem ideal, dentre aguelas empregadas no estudo.

Summary

Saensitivity of cell straing for detection of human entergviruses present in water

Cell fines of simian origin (LLGC-MK,, and BS-C- T} and two human cell fines (Heba and
HEp,-C) had their sensitivity testedzfor the detection of enteroviruses, Cell cultures of
the LLC-MK,, fine, obtained from two ditferent laboratories, differed in their relative
sensitivity 10 enteroviruses isofated from sewage when cultivated under the same
conditions. Hela cells infected with type 11-MEF paoliovirus.showed a eytopathic effect
when cultivated in fluid medium, but failed to produce plaques (PFU) under agar over-
lay. When type i-Mahoney poliovirus, added to treated water and wastewater and fa-
ter recovered by concentration, was inoculated into BS-C-1 and LLC-MEK, lines, the
former were found to be more susceptible for virus recovery, Higher recovery rates
were reached with lines of simian origin {(monkey kidney cefls) than with celt lines of
humarn origin; the B5-C-1 line gave the best respense 1o viral replication, being consi-
dered the cell ling of election in thiz study.

Rev. Micrabiol., 580 Paulo, 13(2):166-172, Abr./Jun, 1882
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Introducio

Culturas de células sdo hospedeiros praticos ¢ econdmicos que podem substituir animais
de lsboratorio nos isolamentos de virus, testes soroldgicos € preparagio de antigenos vi-
rais (19, 23). Sua utilizacdo, no diagndstice virologico, possibilitou a descoberta de varios
tipos de virus que infectam ¢ homem. A maioria delag pode ser usada na deteccéo e isola-
mento de virus, mas como cada linhagem apresenta caracteristicas distintas de multipli-
cacdo, confarme foi demonstrado por varios autores (2, 9, 13, 16, 17, 19, 21, 25), consi-
dera-se, como linhagem celular ideal, aquela que permite a recuperagio da maioria dos
agentes virais presentes no espécime em estudo.

E fato devidamente comprovado gue o homem elimina mais de 1.000.000 de
particulas de virus por grama de fezes, quer esteia ele doente ou com infeccio subclinica.
Desse modo, vérios virus s8o encontrados nos esgotos, especialmente os enterovirus, por
serem mais resistentes a condigdes adversas do meio ambiente. Virus Coxsackie, ECHO e
pdlio tdm sido consistentemente isolados de esgotos, por varios autores. A descarga dire-
ta, de esgotos contaminados, em tios ou no mar pode levar & infecg8o do homem, o que
torna a pesquisa de virus humanos em esgotas e outras aguas condico indispensével para
a protecao da sadde da populacio (26}

Problemas especiais, associados com a detecgio dos virus sdo: sua baixa concen-
tracdo nas dquas, o que leva A necessidade de se concentrar grandes volumes de agua; as
varias impurezas suspensas na agua, que interferern com os processos de concentracdo; a
inexisténcia de um so sistema hospedeiro, universal, para todos os virus entéricos, nota-
darmente o virus da hepatite A, os rotavirus humanos, os virus Coxsackie A e 0s virus Nor-
walk da gastroenterite {1}.

Este trabalho tem como objetivo a avaliacdo da sensibilidade de diferentes linhagens
celulares, tanto na recuperacio de enterovirug-padrio, como na de enterovirus desconhe-
cidos, eventualmente presentes em amostras de agua submetidas a analises de roting.

Material e Métodos

Linhagens celulares — Foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: a) LLC-MK,, obti-
da de rim de macaco Rhesus adulto (Macaca muliatal por Hull & col. (15) e proveniente de
dois laboratérios: Instituto Adolo Lutz (IAL) ¢ Institute Butantan (IB); b) BS-C-1, derivada
de rim de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops), por Hopps & col, {14); ¢)
HEp,-C, obtida originalmente por Moore & col. (20), a partir de tecido carcinomatoso de la-
ringe humana; d} HelLa, estabelecida por Gey & col. {12), a partir de tecido carcinomatoso
de cérvix humana.

Meios de cuftura — Para promover a multiplicacio celular, foi utiizado ¢ meio Eagle mini-
mo eszsencial desidratado {Flow Laboratories), em solucdo salina balanceada de Earle,
acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado (4), Para o plagueamento em agar, foi uti-
lizado o meio gelificado de Duibecco, composto de meio Eagle {2x), solucdes de sais, soro
fetal bovino, agar Noble e corante vital (vermeltho neutro), pH 7,2, que fol sobreposto as
camadas celulares, inoculadas com a amostra (5, 10, 111,

Amostras de dgua — Foram estudadas amostras de: a) Agua tratada — oito amostras de
2001 foram coletadas na torneira do laboratério e contaminadas artificialmente com virus
podlic tipo |-Mahoney. Posteriormente, foram submetidas a concentracdo, utilizando-se
equipamento especial (1,6); b) dgua de manancial — guinze amostras de 40! foram conta-
minadas artificialmente e logo apds concentradas, tendo side adotado o mesmo método
empregado para a dgua tratada, apds terem sido colhidas em urma estacdo de tratamento
de dgua (ETA} de S50 Paulo; ¢) esgoto — cinco amostras de 1| de esgoto bruto, colhidas na
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Estacdo de Tratamento de Esgoto da SABESP (ETE), foram concentradas segundo métado
j& deserito {6},

Amostras de virus — Nos testes em que as amostras de dgua foram contaminadas artifi-
cialmente, foram usadas as cepas de virus polio I-MEF e I-Mahoney, cedidas pelo NCDC
{National Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, USA).

Métodos de concentragdo — Foram submetidas 4 concentragio amostras de: a) dguas de
manancial e tratada que, apds contaminacio artificial com virus pdlio tipo -Mahoney tive-
ram seu volume reduzido para cerca de 15ml por reconcentracdo em membranas filtrantes
{1, B). A cepa Mahoney foi selecionada por produzir placas (UEP — unidades formadoras de
placas) em meio gelificado, 18-24 horas apés sua inoculagdo, o que possibilitou sua dife-
renciagdo das placas formadas por enterovirus eventualmente presentes nas amostras de
Agua e teste; b) dguas de esgoto, concentradas pela téenica de adsorgio a membranas
filtrantes (1, 6, ) e reconcentradas por hidroextracdo frente a polietileno glicol (1, 27).

fnoculacdo das amaostras de virus — Antes de serem inoculadas, as amostras concentra-
das foram testadas gquanto: a} i esterilidade, pela inocculacio de 0,5 a 1,0ml em cada um
de cinco tebos contendo 15mi de caldo de soja {(Tryptic soy broth) (7); b} 4 citotoxidez, pe-
la inoculacio de 0, 1ml de amostra por tubo, simultaneamente & sua semeadura com a sus-
pensio celular. As amostras que foram incluidas neste estudo foram trabalhadas emn trés
etapas: a) com aproximadamente 100 UFP de virus pélio tipo II-MEF, foram inoculadas 30
garrafas de culturas confluentes de cada uma das linhagens: BS-C-1, LLC-MK, (IAL),
HEp,-C e Hela; b) ¢com 15 amostras de 4gua de manancial e oito amostras de dgua tratada,
artificlalmente contaminadas com concentracdes conhecidas de virus pdlic tipo |-
Mahoney {70-100 UFP por amostra, aproximadamente) e submetidas posteriormente a
processos de reconcentragdo de virus, foram inoculadas 10 garrafaz de culturas BS-C-1 e
10 de LLC-MK, ({JAL); ¢} com cinco amostras de esgoto bruto, concentradas para a de-
teccdo de virus normalmente ocorrentes, foram inoculadas 10 garrafas de cada uma das
seguintes celulas: B3-C-1, LLC-MEK; (IAL}), LLC-MK, (1B} e HEp,-C. Apés a inoculagdo, as
culturas foram incubadas durante uma hora a 35°C, com rotacio periddica para a distri-
buicdo do indeulo sobre as monocamadas. A seguir, 5ml de meio gelificade foram adiciona-
dos a cada garrafa ¢ as culturas foram reincubadas a 35°C, no escuro, durante 14 dias,
efetuando-se leituras didrias para acompanhar o aparecimento de placas (10). Assim gque
se tornava claramenté visivel, cada placa era transferida imediatamente para tubos com
células, a fim de confirmar sua natureza viral.

Resultados

Na Tabela 1, encontram-se os resultados obtidos nos testes de inoculagio de virus
pélio tipo H-MEF em quatro linhagens celulares: BS-C-1, LLC-MK, (1AL}, HEp,-C e Hela.
As células BS-C-1 foram as que proporcionaram a melhor recuperacio, com a média de
105 UFP. Nas cuituras de célutas Hel.a, ndo foram obtidas unidades formadaras de placas.

A Tabela 2 aprezenta os dados obtidos no teste em que a sensibilidade das células
B5-C-1 ¢ LLC-MEK; (IAL} foi comparada frente a amostras concentradas de dguas tratadas
{oito amostras) e de manancial (15 amostras), artificiaimente contaminadas com virus
pélio tipo I-Mahkoney, Confirmando os resultados da Tabela 1, a linhagem BS-C-1 apresen-
tou methor desempenho na recuperacio dos virus, excetuando-se as amostras de dgua de
manancial nimeros 12 a 15.
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Tabela T — Unidades formadoras de placas (UFP) obtidas pela ino-
culagio de virus polio tipo H-MEF em linhagsans celulares

Linhagens gefulares Média de UFP
B5-C-1 105
LLC-MI, {tAL)" 49
HEp,-C 22
Heba o

* [Al, — Linhagem cedida pelo instituto Adolfo Lutz,

Tabela 2 — Recuperagio de virus pdlio tipo -Mahoney de amostras de
dguas arifigialmente contaminadas

Tipo de Numero de Média de HUFP
dgua amostras BS-C-1 LLC-MK, (1AL}

1 2B 12

2 64 20

3 03 Q

Tratada 4 37 08
5 33 07

6 25 10

7 32 08

il 03 0

1 38 22

2 29 14

3 43 18

4 49 20

5 38 17

i 28 24

Manancial 7 71 21
3 46 09

9 45 10

10 37 07

11 43 08

12 65 749

13 46 57

14 B3 65

ib6 O 65

Tabela 3 . Unidades formadoras de placas {enterovirus desconhecidoes)
abtidas de smostras de esgoto bruto

Média de UFP
Amostra
BS-C.1 LLC-MIK, (1AL} LLC-MIC, (IBH* HEpZ-C
A a3 24 22 02
g 30 27 10 10
C s 2Q o8 0
D 18 19 05 M
= 35 38 22 o8

¥ JAL - Linhagem cedida peio Institute Adolfo Lutz (B3] passagern)
*+ |8 — Linhagem cedida pele Instituto Butantan {1227 passagem).
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Nos testes em que cinco amostras concentradas de esgoto bruto foram inoculadas
paralelamente nas linhagens B5-C-1, LLC-MK, (IAL), LLC-MK, (IB) & HEp,-C (Tabela 3},
verificou-se que médias mais elevadas de unidades formadoras de placas foram obtidas
com as células BS-C-1. No que se refere as duas linhagens de 1LLC-MK,, procedentes de la-
boratérios diferentes e com nimero de passagens diferentes, a LLC-MK,, (IAL) mostrou-se
rmais sensivel do que a LLC-MK,, (IB). A linhagem HEp,-C foi a que apresentou a menor
sensibilidade sos virus presentes nas amostras submetidas a plagueamento.

Discussio

No isolamento ¢ identificacSo de enterovirus humanos, atualmente s30 usados
varios tipos de células, incluindo as de cultivas primérios e de linhagens estabelecidas. E
sabido que certas células s8o sensivels a determinados virus e resistentes 2 outros e que su-
blinhagens e clones podem apresentar sensibilidade diferente daguela revelada pelas célu-
las parentais. Castro & Pisani (3} verificaram que certos clones derivados da linhagem |B-
. R&-2 gram mais senslveis ao virus da febre aftosa, permitindo detectar cerca de trés vezes
mais particulas de virus do que outros. Ao utilizar quatro partidas diferentes de células He-
La, recebidas de um mesmo fornecedor, em épocas distintas, Scherer (22) observou que
elas responderam atipicamente aos virus podlio e Coxsackie, quando comparadas com urma
amostra original da mesma célula, e que alteragdes morfolégicas das células acompanha-
vam essas modificacdes de sensibilidade ao virus, Leidy & col. (18) fizerarn a mesma ob-
servacao, quanto i variacio de sensibilidade ao poliovirus, exigtente entre clones de célu-
las Mela.

Alguns resultados, obtidos neste estudo, confirmam as observactes relatadas. Em
meio lfquido, as células Hela apresentaram efeito citopéatico (ECP) tipico, mas sob meio
gelificado mostraram-se inadequadas para a formacao de placas (Tabela 1}. Leidy & col.
(18} relataram a mesma observaco, referindo que a intensidade das mudancas, em algu-
mas situactes, chegou a provocar a interrupcio dos estudos em que as células estavam
sendo empregadas. Esse comportamento pode ser explicado pela ocorréncia de selecio de
ceélulas variantes, que se mostraram incapazes de incorporar o vermelho neutro adequada-
mente, de modo a permitir a evidenciagio de placas. Schmidt & col. (26) relataram que um
certo numero de echovirus, capazes de causar ECP em meio liquido, ndo produziram UFP
sob meijo gelificado, ne mesmo tipo de células, Uma outra possibilidade ¢ a de essas célu-
las ndo mais serem semelhantes As Hela originais. Sendo uma das células mais intensa-
mente usadas em virologia, wma eventual contaminacio com outras células ndo seria im-
provavel. Convém lembrar que uma célula, contarminando outra e sobrepujando-a em
rarngro, devido a uma taxa de multiplicacdo mais rapida, é fendmeno bem mais freqgiiente
do que se poderia supor (21).

Das quatro linhagens celulares testadas (LLC-MK,, BS-C-1, HEp,-C e Hela), a que
se mostrou mais sensivel ao isolamento de enterovirus foi a BS-C-1, o que estz em con-
cordancia com os resultados obtidos por Schridt & col. (25) os quais, principalmente erm
isolarnento de virus pélio, ECHO & Coxsackie, concluiram que a BS-C-1 apresentou o mes-
mo grau de sensibilidade das células primarias de rim de macaco Rhesus.

Quanto &5 duas sublinhagens da LLC-MK,, a proveniente do Instituto Adolfo Lutz re-
velou maior sensibilidade ao isolamento de enterovirus desconhecidos, presentes em
amostras de esgotos, do que 2 procedente do instituto Butantan, tendo fornecido um
namero aproximadamente duas vezes maior de UFP (Tabela 3). € possivel que condictes
diferentes de manutencio das células e que o maior nimero de passagens da linhagem IB
tenham provocado a selecdo de células que eram menos sensiveis ao virus. N5o se sabe ao
certo em que congistem essas alteragdes que afetariam a sensibilidade celular aos virus,
Darnell & Sawyer (8), verificando esse fendmeno, estudaram a sensibilidade de duas subli-
nhagens da Hela ao poliavirus tipo I-Mahoney & constataram que as células resistentes



171

adsorviam as particulas de virus do mesmo modo gue as células sensiveis. Todavia, o RNA
do virus ndo era hberado cam a mesma eficiéncia pelas células resistentes.

Fica evidenciada, pelc presente estudo, a obrigatoriedade de se conferir periodica-
mente, o grau de sensibilidade, apresentado pelas células usadas em testes de rotina, fren-
te a um virus-padrio. Quaisquer alteracées morfoldgicas detectadas nas células, tais co-
mo alongamento ou granulagio, ou a obtengdo de variacdo no tamanhe de UFP, devern ger
investigadas cuidadosamente, pois podem constituir indicio de gue outros tipos de modifi-
cacOes possam estar ocorrendo concomitantemente. Dentre essas modificacdes podem
estar a selecfo de variantes resistentes go virus ou de variantes inadequadas a0 plaguea-
mento em meio gelificado, o que certamente leva & ndo produgio de unidades formadoras
de placas e 4 conclusfio errdnea de que as amostras em estudo ndo contém virus, com o
conseqlente registro de resuitados falzo-negativos.
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de criancas
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Resumo

Material de cavidade oral, de 400 crisngas, entre 7 a 14 anos, revelou 3% de Enta-
moeba gingivalis ¢ auséncia de Trichornonas tenax. O estudo envolveu criangas com
mucosa oral e dentes sadies (controle), portadoras de alteragdes gengivais é portado-
res de caries dentarias, Neste trabalhe procurou-se relacionar a presenga de Entemoe-
ba gingivalis com o pH bucal e idade dos pacientes, O auiot, entre outros achados, ob.
teve maior incidéncia de £. gingivalis em criangas com pH bugal 6.0 e idade de 7 anos,

Summary

Study of Entamoeeba gingivalis on childran’s mouth

In material collected from the oral cavity of 400 children from 7 to 14 years old, 3% of
Entamoeba gingivalis were isolated and none of Trichemeonas ftenax. In the studied in-
dividuals wete presents children with healthy oral tizsues and teeth {control), children
with gingival alterations and children with dental caries. In this work we tried to relate
the ocurrences of Entamaeba gingivaliz with the oral pH, and the patients age. The au-
thor, among consulted, found more incidence of £, gingivalis in children with oral pH
value of 6 and 7 years old.

Intreducao

Protozodrios parasitas da cavidade oral de criangas tém sido pouco estudados e, no
Brasil, a literatura & bastante escassa com respeito a presenca da Entamaoeba gingivalis e
da Trichomonas tenax, devendo-se destacar os iniciadores dos estudos do grupo, no pais
{2, 5, 15, 20, 21). Na regido, nenhum trabalho foi realizado até o momento.

A incidéncia da £. gingivalis & importante. Se o amebideo for encontrado no escarro,
poderd ser confundido com Entamaeba histolytica, dando-se um falso diagnostico de ame-
biase das vias respiratarias (2).

E. gingivaliz foi a primeira ameba parasita do homem, isolada da placa bacteriana
gue recobre o colo dentério, em 1849 (2). Embora sendo fregliente, sua ocorréncia é des-
corthecida pela maioria dos medicos e dentistas, talvez devido & riqueza da flora bucal, &
numerosas doencas da boca provocadas por bactérias, o mesmo acontecendo com 7. te-
nax. Os protozoarios sdo habitualmente encontrados em bocas com alteracies patoldgi-
cas, embora sejam tambérm isolados de bocas aparentemente sadias, em proporcdes me-
nores. Sao encontrados em sulcos gengivais, principalments do tartaro dentdrio ou de ca-
vidades formadas por céries, bolsa periodontal & saliva (18), abscessos ou supuracdes

Hev. Microbiol., S80 Paulo, 13(2):173-179, Abr./Jun. 19682
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dentdriag, como a “piorréia alveolar’’ {14), gengivite ulcerativa necrosante aguda ou guna
{10}, lingua pilosa e lesBes sifiliticas bucais (23) ¢ aparelhos ortodénticos (1),

8o espécies cosmopolitas € acompanham o homem em sua distribuicio geografica.
Por apresentarem-se somente em suas formas de tropozoitas, ndo necessitam de hospe-
deiro intermediario (1, 18, 20).

E. gingivalis & a maisg freqilente das amebas humanas e apresenta-se geralmente as-
sociada a Leptotrix & o Spirochaetes. Jamais alcanga 0 intestino; se deglutida, é destruida
no estdmago, pelo suco gastrico; se em contato com a bile humana desintegra-se rapida-
mente, como observado (19, 20). Para uns £. gingivalis ndo tem acdo patogénica {17),
tratando-se de um comensal inofensivo da boca humana. Qutros afirmam que £, gingivalis
& patogénica rmas facimente combatida pela aplicacdo topica da emetina (8) amebicida
usado para o processo amebiano aguda causado por £, Aistalyvtica. Além de ser agente pa-
togénico, £ gingivalis pode conduzir bactérias para dentro da 4rea pericernental, embora
que nem todos 0s casos de “'plorréia alveolar’’ sejam de natureza amebiang ou t8m 3 inter-
feréneia da ameba (B). Alguns autores consideram gque o metabolismoe desse protozodtio
criz ambiente favoravel pata multiplicag8o de germes patogénicos (13).

E a Gnica ameba que parasita a boca humana, de diagndstico relativamente facil, cu-
ja transmissdo se faz pelo contato bucal direto ou indireto {13},

Nos Estados Unidos da América do Norte, encontramos os seguintes trabalthos a cer-
ca do assunto:

Barret (6) em pesquisas realizadas sobre protozoarios da boca, em relacio com a
“piorréia alveolar’” em 48 casos de afecgdes supurativas da gengiva e tecido do perice-
mento, apds realizacio de exame direto e observacio microscdpica do conteddao das “'bol-
sas piotréicas’’, diluide numa gota de solucéio salina, constatou que das 46 amostras exa-
minadas, 45 abrigavam £. gingivalis, ativamente méveis.

Hinshaw (11} conseguiu inocular subgengivalmente, em um céo vetho com gengivi-
te avancada, cultura contendo £, gingivalis e T, tenax, obtida de um caso de “piorréia’ hu-
mana ativa; observando que ambos protozodrios continuavam a se multiplicar no céo, du-
rante 14 meses, quando o animal foi sacrificade, tendo notado mudancas patolégicas, si-
mulando ‘‘piorréia humana',

Beatman (7) examinou 350 pacientes adultos, dividindo-os em dois grupos, como
segue: grupo a) cotheu 100 amostras com ‘swabs'’ estéreis, umedecendo-os com saliva
de paciente ¢ friccionando abaixo da gengiva e dentro das ““bolsas de piorréia’’, guando
presentes, encontrando 12,6% de casos positivos para 7. tenax; grupo b) constituido de
250 pacientes de cujas amostras, eram inoculadas apenas saliva, em metos artificiais de-
tectando 28% de positividade para este flagelado.

Wantland & col. (22) em trabalhos realizados sabre a citologia e a morfogénese da £.
gingivalis, afirmam haver encontrado formas de cistos imaturos (2-4 ndcleos) & cistos ma-
duros {8 ndcleos).

Keller & col. (12) em pesquisas realizadas sob a microscopia eletronica, e, estabele-
cendo comparagio entre a £ gingivalis, isolada da gengiva de um paciente, e Amoebs pro-
teus, protozodrio de vida livee, demonstraram que ambas as espécies de amebideos repre-
sentam bons materizis para estudo do mecanrismo de excrecdo de substincias insoliveis e
residuos de alimentos indigestos destas células.

Blake (8), emn 146 cazos examinados 20 microscdpio de contraste de fase, encon-
trou 60% para E. gingivalis & 12 para 7. tenax. Esse pesquisador revela ser freqlente a
ocorréncia da 7. ferax na infeccdo de Vincent ¢ acha que uma das condicdes para o cresci-
mento do referido flagetado seria concernente 3 presenca de outros microrganismos, in- -
cluindo as Spirochaetes, devido as mesmas crescerem num sisterna biolégico em con-
dicdes Otimas ou aproximada do &timo, sendo, entretanto, este crescimento, regulado por
competicdo de nutrientes disponiveis. Se, no entanto, tal sistema tornar-se ineficaz para
sua estabilidade, resultard numa eventual predomindncia do organismo mais resistente.

Wantland & Lauer {23) examinando 1.038 amostras, classificadas de acordo com o
sexo e idade, associadas ao indice de higiene oral, de pacientes do grupo etario de 31-40
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anos portadores de calculo, lingua pilosa e estégios avan¢ados de periodontose, eviden-
cigram uma positividade de 55,6% para £. gingivalis e 20,1% para T. fenax.

Gottlieb & Miller {10}, em pesquisas realizadas sobre a prezenca de £. gingivalis, na
doenca periodontal, tentaram determinar a localizacfo deste amebideo na lesio periodon-
tal. Acreditarn ser possivel que a periodontite possa estimular o crescimento de £. gingiva-
fis. Pesquisaram em pacientes com gengivite ulcerativa necrosante aguda {guna) e em pa-
cientes isentos desta enfermidade, onde encontraram 61% e 7%, respectivamente, pars
E. gingivalis. A sequir, atraves de cortes histoldgicos e corados pelo Gomer/ modificado
por Wheatley, esse material era retirado ao nivel do depésito da placa e bolsa pericdontal
dos elementos dentérios gue requeriam exodontias. Em seccoes histoldgicas, a freqiéncia
da £. gingivalis, em pericdontite moderada, foi de 17% e em periodontite avancada de
890%. E. gingivalis ndo fol encontrada dentro do epitélic gengival, porém, scbre a su-
perficie do epitélio sulcular e dentro da placa bacteriana adjacente ao tecido epitelial co-
nectivo do sulco gengivat.

Neste trabalho, procurou-se investigar a presenca de protozodrios parasitas na cavi-
dade oral de criancas, com denticdo mista; enfatizou-se a pesquisa da incidéncia de £. gin-
givalis e T. tenax, considerando: idade, zexo, estado bucal e pH salivar.

Material e Métodos

O material bucal foi coletado em estabelecimentos escelares oficiais, em diversos
bairros da cidade do Recife, envolvendo 400 criancas de ambos os sexos, na faixade 7-14
anos escolhidas aleatoriamente, Foram usados os parimetros arbitrérios de 95% de pro-
babilidade e + 5% de fidedignidade, para estabelecer o tamanho da amostra (3) distri-
buidas em: criancas portadoras de céries dentériag, criancas com alteracdes gengivais e
semn carie dentaria e criancas portadoras de boca clinicamente s&, isto €, mucosa oral e
dentes sadios, gque serviu como grupo controie.

Durante & infancia e a puberdade, o pericdonto esta em constante estado de mudan-
ca devido a esfoliacio dos dentes, tornando-se dificil a descricio do periodonto normal,
que varia com a idade do paciente (4). Coma a amostra fol representada por crianca na fai-
xaetfriade 7 a 14 anos, preferiv-se seguir a orientacao {24), que apresenta uma descricgo
geral do periodonto juvenil, enumerando as seguintes caracteristicas de normalidade: 1 —
gengiva mais rosada, devido a um epitélio mais delgado e menos carnificado, tendo mais
vascularizacio, 2 - auséncia de pontilhado, devido a que as papilas conjuntivas da lamina
propria s5o mais curtas e planas; 3 — mais flicidas em razdo da menor densidade do teci-
da conjuntivo da lamina préopria; 4 — margens arredondadas originadas pela hiperemia e 0
edema que acompanha a erupcio; b — maior profundidade do sulco, facilidade relativa de
tetracao gengival,

Crisncas fors das caracteristicas de normalidade, foram consideradas portadoras de
alteracdes gengivais, ndo sendo necessério determinar a intensidade das alteracfes.

O pH bucal de todos os individuos foi detectado antes de coletar o material, usando
o indicador universal Merck, colocando-se a fita no dorso da lingua da crianga, durante 1
minuto, retirada com pinca € comparada com a escala padronizada.

O material dos sulcos gengivais e das cavidades formadas pelas cares foi colhido
com pequena mecha de algodio, adaptada a um bastio de madeira e curetz de dentina,
previamente esterilizados.

Nas criangas com boca clinicamente 38, a coleta foi feita nos sulcos gengivais dos
guatro primeiro melares permanentes e na auséncia destes, os segundos molares.

Nas criangas com alteragdes gengivais e sem cérie dentdria, a coleta fol realizada em
elementos dentarios que possuiam este tipo de lesao.

Nas criancas portadoras de cérie dentdria, a coleta foi realizada com cureta de denti-
na (Tenax n? 5}, recolhendo-se o material existente na camada mais profunds da cavida-
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de. Em seguida, o material foi colocado em tubos de hemdlise contende 2mi de solugio
de Ringer, a 37°C, consérvando-se nesta, durante e apos a colbeita. O tempo entre a co-
Iheita do material, o exame direto a fresco e cultura, ndo poderia passar de trés horas, para
evitar a degeneracio dos trofozeitas. O material foi centrifugado a B00Orpm, durante trés
minutos e o sedimento retirado com pipeta de Pasteur, colocado entre [dmina e laminula
para exame direto ao microscopio; o restante, foi transferido para melos artificiais, es-
pecificos (9, 17]. Para amebideos, foi usado meio difasico de Boeck & Drbohlav, modifica-
do segundo técnica do N.LH., de acordo com Sawith. Para flagelados, foi adotado o meio
de Kupfeberg ' Trichomonas both'’, n? 0911-81 da Difco.

Resultados e Discussio

T. tenax nao foi encontrada nos exames.

A exame direto ou em cultura £ gingivalis apresenta-se comoe célula grande,
10-35 . m, com endoplasma granuloso, nuclec e vacoolos. Este endoplasma @ distinto do
ectoplasma qgue é claro, hialino e muito refringente, formando largos pseudépodos, 4s ve-
zes fobulados e largos ou curtos e rombos.

0 nocleo € dificiimante visto no exame direto a fresco, sendo relativamente peque-
nos e pobres em cromatina {6).

Dados sobre a estrutura celular de £, gingivalis $80 encontrados nos trabalhos na ii-
teratura (12, 22).

Para a maioria dos autores este ameblideo ndo apresenta forma clstica (9, 17, 19)
apesar de Wantland & col. (22} usando métodos citoquimicos, terem encontrado cistos
imaturos, com 2-4 nucleos e cistos maduros com 8 nicleos. Em nossas observacgoes, ndo
foram encontradas estruturas que pudessem ser consideradas como formas cfsticas.

No interior dos vactolos sdo encontradas bactérias, restos de células epiteliais e
fragmentos de leucdcitos polimorfonucleares, Varios autores afirmam haver encontrado
eritrocitos no interior do citoplasma de £. gingivalis (10, 12}, no entanto, Rousset & Lau-
vergeat {18) dizem que a ameba ndo é hematdfago e que fagocita particulas grossas.

E espécie anaerdbia, adaptando-se a meios em que a tensdo do oxigénio é muito bai-
xa {microaerdfilas) e a multiplicac8o se faz por divisdo bindria do trofozoita.

0Os resultados dos exames est&o representados atraves de Tabelas 1 a 6. Torna-se
dificil comparar os dados com os resultados encontrados na literatura brasileira, ou ndo,
pela natureza do estudo ora apresentado,

Das 400 amostras colhidas, foram isoladas 12 cepas de £. gingivalis, conseglente-
mente, com 3% de positividade para este amebideo.

Tabala 1 — Distribuicio das amostras por idade e sexo das criancas da cidade
do Recife-PE (Brasil)

Sexo Total

Idade Masc, Fem. Absaolutos Percentagetn

7 anoz 20 20 40 ‘ 10,00

8 anos 26 26 52 13,00

9 anps 26 i 52 13,00
10 anos 28 26 52 13,00
11 anos 28 28 1515 14,00
12 anos 24 24 48 12,00
13 anos 26 26 52 13,00
14 anos 24 24 48 12,00

Total 200 200 400 100,00
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Criancas com 7 anos de idade, revelam 3 cazos positivos (7,5%); com 8 anos de ida-
de, 1 caso positivo {1,92%); criancas de 9-10 anos ndo apresentaram positividade; crian-
cas com 11 anos de idade, 2 casos positivos (3,57 %); com 12 anos de idade, 3 casos po-
sitivos (6,25%); com 13 anos de idade, 1 caso positivo (1,92%) e, finalmente, nas crian-
gas com 14 anos de idade, 2 casos positivos (4,16%) (Tabela 2).

Tabela 2 — Prevaléncia de Entamoeba gingivaiis, segundo a idade, sexo e estado bucal das criangas da cidade do
Recife-PE (Brasil)

N? de Boca clini- alteragses crigs
pacientes camente s3 gangivais dentarias Total P "

Idade Masc. Ferr. Masc. Fem. Masc, Fem, Mase. Fem. ota ercantagem

7 angg 20 20 - - 1 - 2 - 3 7.60

8 anos 26 26 - - - - 1 - 1 1.92

9 anos 26 26 — — — - - — — 0,00
10 anos 26 26 - - — — - — — 0,00
11 anos 28 28 — - 1 1 e - 2 3,57
12 anos 24 24 — o - 1 1 1 3 6.256
13 anas 26 26 - - - - 1 B 1 1,82
14 anos 24 24 - 1 ] — 2 4,16
Total 200 200 - - 2 3 & 1 12 3,00

Em relacdo ao estado bucal das criangas examinadas foram encontrados 7 casos
positivos {5,2%), nas criangas portadorag de caries dentdrias, 5 casos positivos (3,6%)
nas portadoras de alteracdes gengivais e negativo, naguelas de boca clinicamente 53 (Ta-
bela 3). Em relacio ao pH bucal, das 400 amostras examinadas 157 (39,25%]) tinham pH
bucal 7.0 (neutro). No restante, o pH bucal era acido: 100 tinharm pH bucal 6.0 (25%) e 80
pH bucal 6.6 {22,5%). Nao foi notado gualgquer caso de. criancas com pH bucal alcaling
(Tabela B). '

Quanto a prevaléncia de E. gingivalis, segundo o pH bucal, verificou-se gue a maior
percentagem encontrada foi 5% (B casos), em criancas portadoras de pH bucal acido
{6.0). Em seguida, 4 casos (2,54%) em portadoras de pH bucal 7.0 (neutra), 2,22% (2 ca-.
508} e 2,37% {1 caso) em criancas portadoras de pH bucal 6.6 & 6.8, respectivamenteg
{Tabela 6).

Tabala 3 — Resultadoe global da prevaléncia de Entarmoeba gingivalis em relacio ap estado bogal das criangas na
faixa etdria de 7-14 anos, da cidade do Recife-PE (Brasil)

ittves pa
N de exarmes Casos positivos para

Local M F Total Entamoeba gingivalis
8sc. ent. Absolutos Pergentagem

Boca

clinicamente sa 66 67 133 0 0,00
Boca com

alteraghes 66 70 136 5 3,80
gengivais

Boca com

céries 68 63 13 7 5,30
dentariag

Total 200 200 400 12 3,00
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Tabela 4 — Prevaléncia de Entamosba gingivalis e Trichomonas
tenax, das 400 amostras estudadas

Protozodrios Total encontrado Perecentagem
Entemacha

gihgivalis 12 3,00
Trichomonas 0 0,00
tenax

Tabela 5 — Relacio do pH bucat das criangas examinadas do grupo etario de 7-14 anos, por idade e sexo, Recife-
PE (Brasit)

pH Idade 7 anos 8 anos 9 anos 10 anes 11 anox 12 anos 13 anos 14 anes

Total Pargontagam
bucal Sexo M F M F M F M F M F M F M ¥ M 2 2

6.0 * 6 5 & 7 & & Y 1 & 3 5 B 9 & g 100 25,00
6.5 - - - 'z - - 1 1 1 2 - 1 1 - 1w 2,50
6.6 5 3 t0 10 % & W 7 & 5 3 4 2 % 3 2 @90 22,50
&7 -2 2 I I = w - 2 Z I Iz 3 1 0.5
6.5 z 2 - 1 - - - & 5 5 T 3 5 4 3z 42 10,50
7.0 W B 8 10 8 1 6 11 4 8 13 8 17 & 12 12 157 38,25

Totsis 20 19 4 26 25 27 2 26 27 27 26 A6 27 26 26 25 400 100,00

Tabela & — Prevaléncia de Entamoeba gingivaliz, segundo o pH bucal das eriangas, na taixa etaria de 7-14 anos.
Recife-PE {Brasil)

Casos pesitivos para

pH bucal MNP de casos Entamoeba gingivalis
Absolutos Fercentager

8.0 100 5 5,00
5.5 10 _ _

5.6 80 2 2,22

8.7 01 _ A
5.8 42 1 2,37

7.0 187 4 2,45
Total 400 12 3,00

Em 5. Paulo, foi detectado em material de céries dentérias bolsa periodontal e prote-
se atraves de estudos em culturas e exame direto a fresco, 56,3% para £, gingivalis, 3,7%
para T, tenax e 2% para a presenca simultinea de ambos (21), em 300 mulheres
examinadas.

Na cidade de Ribeirio Preto, 5.P. (5), £ gingivalis foi encontrada num percentual de
28% e 10% para a assoclacio deste com Trichomonas tenax, em 200 mulheres
examinadas.

Em nossa pesquisa observou-se apenas 3% de positividade para £ gingivalis e
auséncia de 7. tenax, no entanto, justifica-se tal achado, por tratar-se de material colhide
em criangas, que geraimente apresentarn estado de sadde oral melhor que os aduitos, dai
menor freqléncia para £, gingivalis € negativo para T. tenax comparada 0% resultados en-
contrados acima (5, 21).
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Summary

Biotin and folic acid concentrations were microbiologlieally assayed in yogurt prepared
from starter cultures containing different micrerganisms, Starer culture A (AY-3) con-
teined Streptocececus thermophilus, Lactobacilius bulgaricus ina 25:50:25, praportion
respectivally. Starter culture B {(LBST-4) contained Streprecoccus thermophifus and
Lactobacilius bulgaricus in a 5B0:50 proportion. The assay microrganism for biotin was
Lactobacilius plentarum ATCC 8014 and for folic acid, Streptococeus faecalis ATCC
8043, It was observed a decrease in the bigtin content in the final product manufac-
tured with both cultures, 1.490 % 0,22ug/100g and 1.390 * 0,43 4p/100g in yagurt
from cubtures A and B respectively sgainst 4.0287 ug/100g in milk prior to incubation,
indicating its wtilization by the growing microrganisins, However, folic acid concentra-
tions 3,262 £0.5ng/100g and 3,321 + 4.5 pg/100g in yogurt A and B respectively
corresponded to almost a ten fold increase when compared to the 0.3714g/100g in
the milk prier to incubation, showing that yogurt micrerganisms produce such vitamin,
Frem this work it was concluded that the {acrobacillus acidophilus added to yogurt
Cull‘é.lre A did not alter significantly the concentration of biptin and folic acid in the final
produet.

Resumo

Dererminagde de bipting e dcide folico em vogurfe preparado com diferentes cuffuras
starters

Concentragdes de biotina e acido folico forem determinadas microbiologicamente em
yogqurt preparado com tipos diferentes de culturas starters. A eultura starter A (AY-3)
continka Streplococous thermophilus, Lectebacillus acidophilus e Lactobaciflus
bulgaricus na proporgdo 25:50:25, respectivamente. Cultura starter B (LBST-4) con-
tinha Streptococcus thermaphifus e Lactobacillus bulgaricus na proporcio 50:50. Para
determinacdo da biotina utikrou-se o Laetobacilus plantarum, ATCC BQO14 e para
detarminacio do Acido falico utilizousse o Streptacorcus feecelis, ATCC 2043, Foi ob-
servada uma queda nos teores de bioting no produto final produzido por ambes as cul-
turas 1,490 £ 0,22,9/100g e 1,390 £ 0,43ug/100g (culturas A e B respectivamen-
te), indicando & sua utilizagdo pelas culturas 1aticas envolvidas. No antanto. os teores
de Acido félico 3,252 £ 0,64n/100g & 3,321 £ 0,5,g/100g em vogurte produzido pe-
tas culturas A e B respectivemente corresponderam a quase dez vezes o encontrado no
leite utilizado na mistura base (0,371xg/100g}, indicando a produgio dasta vitamina
durante a multiplicaciio dos micrarganismos envolvidog,

Rev. Microbiol,, 83 Paulo, 13(2):180-186, Abr./Jun, 1982
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Desta experimentagio, concluiu-se que a inclusiio do Lactobacillus acidophiius na
cultura starter A, destinada & fabricag8o do yogurte ndo alterou os tepres da biotina a

acido folico, uma vez que as concentracdes encontradas ndo foram significativamente
diferentes.

Introduction

Within the last few years there has been a considerable interest in yogurt, and a
change of atitude toward the product can be recognized throughout the world. Previously,
the sales of this product were due almost entirely to recommendation from the medical
profession, based on itz reputed therapeutic value (3, §). At the present time, Metchn-
nikoff's well known theory (11) that longevity of Bulgarians was due to the regular consup-
tion of yogurt prepared with Lactobacillus bulgaricus, which he called the bacillus of “long
life'", is na longer accepted as it was in the past. Possibly, the most severe criticism which
has been made is that the Lactobacilus bulgaricus can not establish itself in the intestinal
tract (14) as can the Lactobacillus acidophilus (4, B, 11, 18). Nevertheless, considerable
use of yogurt is still made by the medical profession in minor intestinal disorders, mainly
those résulted from oral antibiotic treatment.

Yogurt is a fermented product resulted from the inoculation of cultures containing
Lactobacillus bulgsricus and Streptococcus thermophilusz into milk. However some
manufaciurers include a small proportion of Lactobacillus acidophilus in their products (3).
With the increasing emphasis on nutritional quality of foods, & greater knowledge of
bacteriologically induced changes in nutrient is important. It has been reported that there
is insufficient information published regarding the nutritional value of cultured dairy foods,
aspecially those other than cheese (6, 7, 9, 10, 12, 15}, Therefore, the limitation on data
upon vitamin B content in yogurt, and the possibility that the microrganisms involved in
the fermentation process alter the amount of vitamins, such as biotin and folic acid, in the
final product, lead to this research work.

Material and Methods

Yogurt rmanufacture — Grade ""A" milk from the University of Wisconsin Dairy Plant was
used throughout this experiment. The manufacturing process involved a standardization
of milk containing 3.5% milk fat and condensed skimmilk with 33% solids not fat (SNF) to
vield a 4kg mix containing 2% milk fat and 14% SNF. This mix was pasteunzed at 85°C
for 30 minutes cooled to 70°C and homogeneized in a Manton-Gaulin homogeneizer at
141 kg/em? on the first stage and 35kg/em? on the second. Then the milk was cooled to
42°C and divided into two batches each being inoculated with one of the two starter
cultures involved in thig investigation. Incubation was followed at 42 °C until the titratable
acidity (TA} reached 0.85—80% expressed as lactic acid. The neutralization was carried
out with O.1N NaOH and phenophthalgin (alcoholic solution) as end point indicator. After
the expected TA was reached the yogurt was transferred to a refrigerator at 5°C. After
storage following incubation samples were taken for vitamin assays.

Starter cultures — Frozen concentrate cultures were acquired from Christian Hansen's
Inc., Milwaukee, WI, USA (yogurt culture AY-3, refer as starter A} and Milles
Laboratories, Marschall Rivision, Madison, W1, USA (yogurt culture LBST-4, refer as
starter B). Starter A contained Lactohacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus and
Streptococcus thermophilug in a 25:50:25 ratio. Starter B contained Lactobaciflus
bulgaricus and Streptococcus thermophilus in a 50:50 ratio. After heating and hormogeniz-
ing, the yogurt mixes were inoculated with a 3.5% inoculum of the cultures and incubated
at 42°C using short et incubation.



182

Determination of vitamin content — The vitamin content was determined after an arbitrary
period of 9 to 24 hour after completion of the incubation of the two batches of yogurt. Bio-
tin and folic acid were microbiologically assayed following the methods described in the
Methods of vitamin assay, Association of Vitamin Chemists (1} with slight modifications
made by Shahani & col. (17) to fit the conditions dictated by the nature of the product. Vi-
1amins extracts were prepared separately for each analysis and assayed with Strepfococ-
cus faecalis, ATCC 8043 (American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA)
for folic acid and Lactobacillus plantarum ATCC 8014, for biotin. The summary of the ove-
rall procedure foliows each azsay description.

Procedure — Pure lyophilized cultures acquired from the ATCC were kept refrigerated until
the time for activation in PTA broth (Proteose Triptone Agar, broth, Difeo). Incubation
followed at 37°C for 16-24 hours and a loopful of this active culture was stabbed into a
tube containing stock substrate. Details of this procedure are thoroughly covered in the
Methods of vitamin assay, chapter 3 (1). Active stab cultures (1-14 days old) kept under
refrigeration were available for preparation of the inocolum. Inocula were started 16 to 24
hours before used for assay. The time for inoculation of the assay tubes was chosen in
such a way that titration was carried out 72 hours later.

Preparation of assay tubes — To duplicate were added aliquots of the test solution.
Several levels of the test solution were used so that several tests would fall on the stan-
dard curve {prepared as indicated in the Methods of vitamin assay, chapter 3 (7). For
biotin, the aliquots chosen were 0.5mi; 1.0ml; 1.5mt and 2.0ml. For folic acid the aliguots
were 1, 2, 3 and 4m!. To each tube sufficient water was added to bring the volume to 5ml.
To each of these tubes, 5.0ml of basal medium stock solution was added. ‘

Sterilization, inoculation, incubation — The samples prepared as mentioned were
autoclaved for 15 minutes at 15 b pressure. Tubes were then cooled to 37°C in a water
and inoculated with one drop of the inoculum (prepared as indicated in the Methods of
vitamin assay, chapter 3 (1}). Incubation followed at 37°C for 72 hours. Afterwards all
the tubes were refrigerated.

Titration — The contents of each tube were trangferred to a 125ml Ertemeyer flask. Each
tube were rinsed with 10mi distilled water and this rinsing was added to the flask. Follow-
ed the addition of 0.2ml of 0.1% Bromothyrmol blue solution and titration with 0.1N NaGH.
All tubes were tirated to the same endopoint, a green color, abeut ph 6.8, A flagk was hold
as reference color for each ten titrations and then substituted for a new flask, as the color
in the reference flask change on standing. Care was taken for the whole series of tubes be
titrated with the same lot NaQM.

Calculation — A standard curve was drawn by plotting mis 0. 1N NaOH against concentra-
tion of vitamin per tube in the standard series. The vitamin content of the unknown series
was determined by interpolation of the titer values on the standard curve, Figures 3 and 4.
Vitamin content was calculated from the average of the values for 1ml of the test solution
ohtained from not less than three sets of these tubes, using the following formula:

_ average pg per mi X volume

pgperg = % dilution factor
wt, of sample

Falic acid assay — One gram of yogurt was mixed in a 100ml Erlemeyer with 5mi of 0.5M
phosphate hutfer at pH 7.0, and heated 5 minutes at 100°C. Cooling followed and 40mg
of chicken pancreas extract added. Incubation followed st 37°C for 24 hours. The sample
was placed in boiling water for 5 minutes, cooled in ice water, transferred to a 100m| volu-
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metric flask and diluted to volume. The solution was filtered through Whatman n? 40 and
used for the vitamin assay as described in the Methods of vitamin assay {1}. The overall

procedure is summarized in Figure 1.

Figure 1 — Overall procedure for folie aeid sample extraction

1g yogurt & Smi 0.5enl 0.5M phosphate buffer, pH 7.0
heat & minutes at 100°C
cool
l mix 40mg chicken pancreas axtract

incubate at 37°C for 24 hours

place in boiling water for § minutes
cool in ice water

transfer to 100 volumetric fiask
make to volume

filtar through Whatman n? 40

usge for vitamin assay

Biatin assay — Twenty grams of yogurt were blended with 60ml of distilled water and

10ml of this blend were mixed with 25ml 2.0N sulfuric acid and autoclaved at 121°C for
1 hour {pressure = 1.033kg/mg? gsuge). The autoclaved sample was diluted to 100ml
and extracted twice with ethy! ether. Following extraction a 10ml aliquot was diluted to
about 80mi with distilled water in a 100mi volumetric flask, the pH was adjusted to 6.8
made to volume with distiled water and used for determination of biotin. The overall pro-

cedure is shown in Figure 2.

Figure 2 - Overall procedure for biotin sample extraction

20g yogurt + 80ml distiled water (blend)
10m! of blend mixed with ZN sulfuric acid

autoclaved at 121°C for 1 hour
dilute to 100m}

extract twice with ethyl either
10ml is taken, diluted to about 80ml with H,O
pH adiusted 10 6.8

rmake volume ta 100mi

use for vitamin assay
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Results and Discussion

Vitamin determination reported throughout this investigation represent means of
triplicate analysis performed on three trials.

Folic acid - The standard curve for folic acid is shown in Figure 3 and the data from this
experiment are shown in Table 1.

Figure 3 — Folic acid standard curve
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Tabla 1 — Folic acid concentration in yogurt

Trials Yogurt A Yogurt B?
#£a/100g La/100g

1 2.507 " 3.018

2 3.473 4.077

3 3.775 2.869
Mean 3.252 £ 0.6 3327 L0056

a. Yogurt produced fram starter gontaining 5. thermophilus,. L. acidophi-
fus, L. bulgaricus. b. Yogurt produced from starter containing 5. termophi-
fus and L. buigaricus.

The present investigation showed an average of 3.252 * 0.5ug of folic acid/100g in
yogurt A and 3.321 £ 0.5ug of folic acid/100g in yogurt B. This corresponds to almost a
terfold increase when compared with 0.371pug of folic acid/100g in the milk prior to in-
cubation. However this result is likely to decrease during storage as claimed by
Christensen (2}. He explained the increase of folic acid levels during fermentastion followed
by a decrease as a result of high acidity and consequent suppression of growth of Strep-
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tococous thermophilus by Lactobacillus bulgaricus. Therefore, the folic acid increase in the
early storages of fermentation is a consequence of the high increase in numbers of the coc-
ci. Since yogurt production involves a symbiotic growth of the cocci and the rods in the early
stages and a lethal action of the rods upon the cocci later in the incubation, the concentra- .
tion of folic acid is likely to decrease with time, Hence, we can also suggest that the earlier
the yogurt is consumed after fermentation, the higher the folic acid concentration will be.
Although slightly higher concentration of folic acid was found in yogurt B, this difference
was not gignificant at the 5% level, An explanation for this slightly higher folic concentra-
tion in yogurt B could be sttributed to the reaction of the medium at time of sampling:
yogurt A had a lower pH (average = 4.43) than yogurt B (average = 4.57) at the time of
sampling, the high acid production favors the rods leading to a decrease in numbers of the
cocel with a subsequent lack of folic acid production by these microorganigms.

Biotin — The standard curve for biotin is shown in Figure 4 and the data from this experi-
ment are in Table 2.

Figure 4 — Biotin standard curve
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Table 2 — Biotin concentration in yogurt

, Yogurt A Yogurt B
| 1.260 1.071
2 1.424 1.110
3 1.780 2.000
Mean 1.480 2 0.22 1.390 £ (.45

a. Yogurt prepared from starter containing S. 2hermophilus, L. ecidophilus
and L. bulgaricus. b, Yogurt prepared from starter containing 8. thermo-
philuz and L. bulgaricus.
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This research showed 1.40 * 0.22ug biotin/100g of yogurt A and 1.38
t 0,4319/100g of yogurt B. This corresponds to almost a three fold decrease when
compared to the concentration of biotin in the milk prior to incubation (4.087ug
biotin/100g milk).

The importance of biotin as a growth factor for lactic acid bacteria has been well es-
tablished in the literature (7, 13, 14). Data from this experiment corroborated that the mi-
croorganisms involved in the fermentation of yogurt consume the biotin available in the
medium during the fermentation process. However to have a better view of the extent of
this consumption more time should elapse between the production of the vogurt and the
sampling for the biotin assay. Although biotin levels in yvogurt A were slightly higher than
those in yogurt B, these values were not significant at the 5% level.

Conclusion

The data from this investigation showed thst the different starter cuftures used to
prepare yogurt did not alter significantly the biotin and folic acid concentration in the final
preduct. However, determinations of those vitamins after different storage periods would
permit cloger informations on yogurt contribution of such vitamins to the congumer.
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Crescimento de micobactérias
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Resumo

A partir de amostras de solo poluide com residuos domésticos e petréleo, de solo de
jerdint @ da esgate, foram isoladas 130 egtirpes de micobactéria, atraves do ratamen.
to prévio com solugio de hidroxide de sadio a 4% e de verde malagquita a 0,2%. Cerca
de 70% dos microrganistmos isolados foram identificados corno potencialmente pa-
togénicos & representados na sua maioria par M. fortuitum (62%) e M. scrofulaceumn
(7%). Avaliando-se @ capacidade da degradagdo de petréieo, diesel, heptadecano e
hexadecano, apanas as estirpes de M. forfwifum apresentaram crescimento nos dois
primeiras substratos em 28 diss de incubacio. Em relacio aos hidrocarbonetos, estes
MESMOs microrganismos cresceram erm 14 dias. As estirpes de M. diernhoferi, M.
phlei, M. serofulaceum e M. flavescens soments crasceram no heptadecano apds 28
dias. As micobactérias, isoladas de ambiente poluldo com residuos de &leo, ndo de-
fmonstraram atividade mais imtensa na presenca destes substratos, dernonstrando que
esta propriedade ndo dependa da procedéncia dos microrganismos.

Summary

Growth of mycobacteria from soil end sewage on petrol, diesel and hydrocerbens

One hundred and thirty strains of mycobacteria were isolated frorm soil samples pollu-
ted with house wastes and petroleum residues, from garden soil and from sewage af-
ter treating the materials with 4% sodium hydroxide and 0.2% malachite green. Al-
mast 70% of the isolates were identified as potentially pathogens and were mostly re-
presented by M. fortuitum (82%) and M. serofulaceum (7%). M. fortuitum was the
only species able to degrade petroleum, diesel oil, heptadecan and hexadecan since
growth was observed in petroleum and dieset oil after 28 days and in heptadecan and
hexadecan after 14 days of incubation. M. diernhoferi, M, phiei, M. serefufaceum and
M. flavescens strains grew after 28 days in heptadecan. The ability 1o degrade petro-
teurn and/or derivatives was not related to the sources of igolation sinee it was not ob-
served a greater activity among the straing obtained from places poliuted with oil,

Introducao
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Varios autores descreveram a ocorréncia de micobactérias no solo (1, 2, 6, 15) e em
esgotos (9, 12). Diversas estirpes de micobactérias foram testadas, quanto a utilizagdo de

* Trabalho realizade com recursos da FINEP (Convénio 527/CT),

HE\.;. Microbiol., Sio Paulo, 13(21187-181, Abr./Jun. 1882,
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hidrocarbonetos, desde o metano até o hexadecano, verificando-se melhor degradacao
destas substancias a partir do decano (7, 8). Estirpes do género Mycobacterium, presen-
tes em &gua poluida com residuos de petréleo, degradam hexadecano ¢ beptadecano, sen-
do que algumnas crescem até mesmo em presenca de dleo cru (3). Em continuacéo a estu-
dos anteriores {3), foi avaliada a capacidade de micobactérias, isoladas de solo e de esgoto,
gué utifizam hidrocarbonetos, diesel & petréleo.

Material e Métodos

Amastras — Foram utilizadas trés amostras de lodo seco de esgoto, quatro de esgoto *‘in
natura’, duas de solo de jardim e gete de solo poluido com residuos de dlec. Tomaram-se
bg das amostras sdlidas e Bmi das liquidas, tratando-se os materiais com solugdo de
hidréxido de sddio a 4% e verde malaquita a 0,2%, segundo o método de Wolinsky &
Rynearson (15). Procedendo-se em seguida a semeadura em tubos com meio de
Lowenstein-Jensen, incubados a 37°C, durante quatro semanas. As col6énias selecionadas
foram caracterizadas quanto a dlcdol-4cido resisténcia, pelo método de coloracéo de Ziehi-
Neelsen e identificadas através de testes bioguimicos (13).

Técnfca — Foram testadas 19 estirpes de crescimento répido e 10 de crescimento lento,
paralelamente &s respectivas amostras-tipo, quanto & utilizacdo de petréleo bruto {(cedido
peia Refinaria de Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ), diesel I (frag8o VI, proveniente deste
mesmo petrdleo), heptadecano ¢ hexadecano {*'Praire Regional Laboratory National Re-
search Council Sagkatoon, Saskatchewan, Canada''}, come dnica fonte de carbong. Os
substratos foram incorporados a meio mineral {10),

O meio foi distribuide em volumes de Bmi, em tubos (12 x 150mm) com tampas de
rosca, seguindo-se & adicBo de 25 ul de substrato, através de pipeta calibrada.
Autoclavou-se a 120°C durante 10 minutos; o pH, antes e apds este processo, foi 6,8 ¢
7,0 respectivamente, sendo ajustado para 7.2 com NaOH N, antes da autoclavacgo.

O indeuto foi realizado a partir de suspensao levemente turva, compardvel & do tubo
n® 1 da escala de McFarland, preparada a partir de crescimento bacteriano na fase
logaritmica.

. Os wbos foram semeados em duplicata com 0, 1mi de suspensdo bacteriana e incu-
bados em estufa a 37°C durante 28 dias, sob agitacdo de 100rpm (Laboratory rotator mo-
del G2, New Brunswick Scientific Co., Inc., New Brunswick, NJ).

Foram utilizados os seguintes controles: a) meio mineral (5mi} '+ indcuia (O, Tml);
b) meio mineral com 5% de glicerol (4,8ml} + glicose a 5% (0,5ml} + indcule {0, 1ml);
¢} meio mineral (bml} + substrato (25 pl),

As leituras foram realizadas com 14 e 28 dias de incubacio, registrando-se o cresci-
mento visivel como: '

a} - = auséngia de crescimento -

b) (+} = crescimento na parede do tubo

c) + = formacia de pelicula

d) ++ = formagHo de pelicula e presenca de pequenos grumos

e} + + + = formagdo de pelicula e presenca de grumos no fundo do tubo.
Resultados

Foram selecionadas 130 coldnias, com base no tempo de crescimento & nas seguin-
tes caracteristicas: aspecto {liso ou rugoso), dimensiio e presenca ou auséncia de pigmen-
tagdo. A maioria (55%! das estirpes procedeu do solo de Manguinhos, seguindo-se aque-
las de solo de jardim, lodo seco e esgoto.
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Houve predominancia de colénias lisas, destituidas de pigmentagio & menores que
2mm.

A mgioria comportou-se come M. fortuitum, representando 86% das estirpes de
crescimento rapido {Tabela 1). -

Para a experiéncia de degradacio de dleo, diesel e hidrocarbonetos, foram seleciona-
das 27 estirpes, sendo 19 de crescimento rdpido e 10 de crescimento lento. A relagdo des-
tas estirpes estd na Tabela 2, juntamente com as respectivas amostras-tipo. A espécie
mais representada foi M. fortuitum, sendo que duas estirpes desta micobactéria (87 e 88)
foram isoladas por Cardoso & Gontijo {3) e demonstraram capacidade de crescer em pre-
senca de heptadecano & hexadecano, como Unica fonte de carbono (4).

Tubeta 1 — Distribuigio das estirpes isoladas de acordo com ag amastras estudadas

Amostras Istiadas
Egtirpes
lodo seco GOTo ajg:gif: M:: I;?,lig:as Tatal k)

M. fortuitum 23 3 A 34 o] 82,30
M. phiei - - 2 - 3,84
M. thermoresiztibie - - - 2 2 2,30
M. diarnhoferi - - 1 1 2 1,64
M, aurnm an - - 1 1 0,77
M. terrae - 1 B 3 0 7,62
M. triviule - 1 . ] 9 .92
M. serofulscevm - - - 9 9 #,92
M, fipvagoans - - - 7 7 £,28
Nio identificadas - 2 - 1 3 2,30
Total 13 7 28 72 130 100.0

Tabels 2 — Retagfo das estitpes selecionadas para o estudo da degradaciio de petrélen, diese! e hidrocarbonetos

wolo de solo de gsgoto “in Indo saca de
Eapdale arfogle-tupo Manguinhos jardinm natura'’ asgata dgua
M, fortultum ATCC-6341 101, 126, 130 60, 58, 82 138 a0, 36, 38 a7.88
148, 150, 185
M. diernhaleri ATCC-19340 88 73 e - -
M. philei ATCC. 10142 100, 102 - - - -
M. Ieerae ATCC-15755 176 a0 135 - -
M, triviale ATCC-23282 123,124 - 134 - -
M. screfulicaum ATCC. 19981 157, 154 - s - -
M. Havescons ATCC-17474 111, 118 - - - -

As estirpes de M. fortuitum, com algumas excegdes, cresceram em meio sintético,
contendo heptadecano & hexadecanc. O crescimento foi evidenciado em 14 dias,
intensificando-se ao fim de guatro semanas (Tabela 3). Estes microrganismos tambeém
cresceram na presenca de petrdlec e diesel, excetuando-se a estirpe de n? 150, em re-
lacio ao petrdleo & a de n? 58, em relagio ao petréleo e diesel. O crescimento, na presen-
ca destes substratos, foi melhor evidenciade na leitura de 28 dias. As demais amostras de
crescimento rapido, identificadas como M. diernhoferi e M. phlei, assim como as respecti-
vas amostras-tipo, ndo utifizaram petrélec e diesel. Em relacio ao heptadecano, estas mi-
cobactérias forneceram resultados positivos, ao fim de quatro semanas. A amostra-tipo de
M. diernhoferi (ATCC-19340) 8 o isolado de n? 100 (M. phled) evidenciaram crescimento
neste hidrocarboneto, em 14 dias. Estas estitpes e a de n® 103 também utilizaram hexade-
cano, ao contraric das demais.

A maioria das amostras de crescimento lento ndo cresceuw na presenca de petrélec e
diesel e aquelas identificadas como M. terrae foram incapazes de degradar os hidrocarbo-
netos (Tabela 4). O hexadecano foi utilizado apenas pelas estirpes de M. flavescens e pela
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Tabeta 3 — Degradicso de petrdleo, diesel a hidracarbonetos pelas estirpes de crezssimento répido

Estirpe controle positivo patrolao diaset heptadecane hexadecang
144 284 t4d 280 144 28d 144 i8¢ 144 28d
M. fortuiton
ATCC-8841 4 +++ {+) T} - + + ++ + ++
30 ++ ¥ ++ 4+ - + - ++ - LIS + ++
k1] +++ + b - + - + ++ 4+ +++ oA + 4+
38 ++ + + 4+ + + + + + + ++ + +
58 + 4+ ++ + - . - - - + - +
&0 ++ + Tk - + +* + + + + +
82 + 4+ ++ + - {+1 - ++ - + 4+ - ++
87 4+ ++ + - {4} + + + & + +
BB + 4y +++ + + + + + + + + + +
1m +++ IS - - {+) - Ak + ++ + + o+
128 ++ 4+ +++ - (+} - ++ + ++ + ++
130 44+ +++ - P+ - (+) + ¥ + ++
138 +++ + 4+ o+ - {+} + ++ + ++ + ++
148 ++ + + k4 - {+] - + + + + + + ++
180 + + ++ - - [+} + + + +
185 LAY ++ 4 - {+) - (+} + ++ + 4+
M, ernbefar
ATCC-16340 ++ + o+ - - - - [+ + 1+) +
73 4+ +++ - - - - + -
92 + 4+ +++ - - - - - + - -
M. phlsi
ATCC-1G142 + o+t ++ 4+ - - - ar - {+) - w
100 ++ 4 + o - - - - {w) + - ++
05 i+) + + - - - - (+) - (+)
- = auséncia de craseimantg  (+) = crescimento na parede do tubs;  + = formagao de pelicula;  + + — fermacio de policuta o prosenca de
PAQURNGE grumos; + + + = formacio de pelicula o prosenga de grumosz no fundo ¢ tubo.
Tabela 4 — Degradagio de petrdlen, diesel e hidrocarbonetos pelas estirpes de crescimanto lento
Estirpe controle positive petréleo diagal haptadecann hexadesann
14d 284 1dd 284 14d 28d t14d 284d 14g 284
M. rarrae
ATCC-15755% - 1+ - - - - - [+1] - _
B8O - " - - - - - - -
136 - (+) - - - - - - -
176 - {+1 - - " - - - - -
M. triviale
ATCC-232392 Tk 44 - + - ++ ++ + + o+ o+ LRI 4o
123 - {+]) - - - - - i+] - {r}
124 + + - - - - - - -
134 - (+1 - - - - - - -
M. scrofulncaom
ATCC-13881 t+) {r} " - - - - [+} - -
161 - (+) - - - - (+} - -
164 (+] - - - - - {+} -
M. favescons
ATCC-14474 o4+ + 4+ - - {+] L3 - 4 - +
m B (+) - - - - - (+1 - 1+1
115 - (41 - - - - - 1+) - {+)

— = ausdngia de crescimaents! {41 « sreztimento na pareds do tubp; 4+ & farmagao de paliculs;  + + = formaglo de pelicula ¢ presenga de

PCQUENOS GrUmes; + 4 + = formagko de paliculs & pregenca de qrumos no fundo do tubo.

amostra de n® 123 (M. triviale), que juntamente com as estirpes de M. scrofulaceum de-
monstraram crescimento apéds 28 dias no meio mineral contendo heptadecano.

Arnostras de solo e esgoto, contém micobactérias, incluindo estirpes potencialmen-
te patogénicas, tais como M. fortuitum (629%) e M. scrofulaceum (7%).
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Informag¢des Técnico-Cientifica SBM

Fraenkel-Conrat, H. & Wagner, R. K. eds, — Comprehensive virology. Structure and as-
sembly: primary, secondary, tertiary and quaternary structures. New York, Plenum Press,
vol. 13, 652 p., 1979, US$ 39.50.

O presente volume, complementagio de uma série de volumes anteriores, faz parte
de um.conjunto de publicacBes criticas onde sio expostos o5 conhecimentos mais recen-
tes sobre vitus, Virios tdpicos relacionados com as estruturas da particula viral e com as
seqiiéneiss de nucledtidos e aminodcidos sio apresentados de modo pormenorizado,
constituindo-se numa fonte de informagbes atualizadas para profissionais interessados em
problemas de virologia animal, vegetal e bacteriana.

E uma excelente revisiio que ndo pode deixar de fazer parte de uma biblioteca espe-
cializada em virologia. Todos os noves capitulos em que esté dividida esta obra séo de pri-
morosa qualidade, parecendo-nos particularmente salienteg o capitulo sobre a estrutura do
RNA de virus eucariéticos de autotia de Fraenkel-Conrat, o capitulo de Ginsberg sobre as
proteinas estruturais dos adenovirus e o capitulo de Eiserling sobre a estrutura do bacte-
ri6fago. Esta preferéncia &, obviamente ditada por nossos interesses, ndo havendo res-
tricbes a fazer aos outros capitulos, que como dissemos sdo de superior gualidade e do
maior interesse.

Depois de passado o periodo descritivo da virolegia, entra-se agora numa fase de no-
vos conhecimentos, gragas aos aperfeicoamentos téchicos nos campos da biologia mole-
cular, da genética, da espectroscopia e da microscopia. Atingiu-se o grau de maturacio
necessario para a virologia poder avancar por novos e excitantes caminhos, mesmo que as
eminéncias em que hojé se encontra sejam, talvez, mais uma questio de perspectiva do
gue de posicdo absoluta. De qualquer modo este volume & uma valioga fonte de infor-
magdes, recomendivel como elementos indispensavel de consulta,

José Alberto Neves Candeias
Dapartamento de Microbiologia e Imunelogia
Instituto de Cléncias Biomédicas USP

Cafxa Postal 4365

Q1000 550 Paulo SF

Kurylowicz, W., ed. — Antibiéticos: uma revisdo critica. Recife, Universidade Federal de
Pernambuco, 1981.

Esta interessante publicagdo corresponde a uma traducio de monografia original-
mente surgida na Polbnia. A partir de sua segunda edigio, em inglés, datada de 1876, e
atendendo a convite do editor (Prof. Kurylowicz) uma equipe da Univergidade Federal de
Permambuce, liderada pelo Prof. Oswaldo Gongalves de Lima realizou a traducéio brasileira.
O Prof. Kurylowicz ¢ Doutor Honoris Causa da mesma Universidade. O livro, apbs um
capitulo introdutério sobre definigdo e aspectos histéricos, estende-se ern 4 outros capitu-
los sobre os aspectos metabdlices dos microrganismos em relagdo aos antibidticos, abran-
gendo sua biogénese, bioguimica e mecanismos de agdo. Sdo discutidas, as tentativas pa-
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ra a classificacio dos antibidticos e, a seguir, as implicagfes do seu emprego como agen-
tes antimicrobianos incluindo discussbes sobre a toxicidade, a farmacologia e indicagtes
terapéuticas. Essa cobertura do assunto compreende a traducio realizada. Os dados revis-
1o correspondern presumivelmente a mais de ¢inco anos pela data do original traduzido
porém, com maior freqiiéncia, t&m mais de dez anos, a julgar pelas referéncias bibliografi-
cas. De tmodo interessante, completo, e oportuno, a equipe de tradutores, a convite do
editor, juntow dois capitulos complementares, especificos para a edicdo brasileira, resu-
mindo a experiéneia do Instituto de Antibidticos da UFPe. Aif se incluem além de antibidti-
cos, as substincias antineopldsicas de origem microbiana ou vegetal. Uma relagiio de to-
dos os trabalhos dessa destacada e operosa instituicio cientifica brasgileira acompanha a

revisdo. A obra com um total de 341 paginas esta sendo distribuida pefa Editora Guanaba-
ra Koogan,

Halo Suassuna

Faculdade de Ciénelas Médicas UERJ
Rue Manuel de Abreu, 48
20551 Rig de Jeneire RJ

Day, R.A. — How to write and publish a scientific paper. Philadelphia, . Press, 1979,

Em 1975 Robert A. Day como ‘’Managing Editor’” da Sociedade Americana de Mi-
crobiologia, publicou um artige sintético e primoroso, quase ¢com o Mesmo titulo do pre-
sente livro: *'How to write a scientific paper. ASM News 41:486, 1875, Este artigo nos
ultimos anos tem servido de guia para quase todos os estudantes de pds-graduagao e do-
centes em inicio de carreira com os guais temos tido contato, pois ndo nos furtamos a
indicé-io,

Surge agora sob a forma de livro com um aumento de paginas e de escopo (¢como es-
crever e publicar) um trabalho clentifico. O autor justifica esta versio aumentada dos seus
ensinamentos anteriores, confessando ter recebido mais de 3.000 pedidos de separata,
além de que o artigo foi reproduzido em quase uma dezena de outras publica¢bes e traduzi-
do para o espanhol e o japonés.

O livro constitui-se de 26 capitulos que vio desde aspectos conceituais sobre o rela-
to cientifico, passam pela andlise de cada parte que compdem um artigo (introdugao, ma-
terial e métodos, resultados, resumo, ete.) até informactes de natureza técnica (como pre-
parar ag ilustracdes, tabelas, ete.).

A preocupacio do autor & grande e Utit no que se relaciona com a boa linguagem. In-
felizmente, mas obwviamente, s6 coube serem apontados o mau emprego € 0 erros no re-
ferente 2 lingua inglesa. Assim mesma cabe destacar conceitos como: ‘‘se bem que a boa
escrita ndo conduz 4 publicagiio de ma ciéncia, a mé escrita pode, e com fregléncia conse-
gue, impedir ou retardar a publicagio da boa ciéncia’’

Sobre o valor de um relato cientifico comenta: “‘Os cientistas, a comecar com estu-
dantes graduados, sio primariamente avaliados, nio pela sua habilidade em téenicas de
laboraténo, néo pelo seu conhecimento natural de um campo cientifico de amplitude maior
ou menor, e, certarmente, nio pela sua esperteza ou simpatia; eles sio apreciados o se tor-
nam conhecidos (a ndo permanecerem desconhecidos) pelas suas publicagdes”’
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Por isso, o propésito do livro & ajudar a todos os investigadores e estudantes de
ciéncias (com énfase maior, todavia, em relagso 3 biologia) a prepararem manuscritos que
tenham grande probabilidade de serem aceitos para publicagdo e de serem betn entendi-
das, uma ver publicados.

Recomendamos como extremamerntte Util e até divertida a leitura do livro, pois o au-
tor preocupa-se em descrever algumas anedotas, suficientemente jocosas, 3 guisa de
exemplos, na discussdo de certos itens.

ltalo Suassuna

Faculdade de Ciéncias Médicas UER.!
Aug Manuel de Abreyu, 48
20551 Rio de Jeneiro RS

Petricciani, J.C.; Hopps, H.E. & Chapple, P.J. — Cell substrates: their use in the produc-
tion of vaccines and other biologicals. New York, Plenum Prass, vol. 118, 220p., 1979.
Uss$ 212.000.

O conteddo do presente livro foi preparado com apresentacdes feitas no 2°
Simpésio Anual sobre Utilizagio de Substratos Celulares no Preparo de Vacinas e outros
Produtos BiolGgicos, realizado em 1978, em Lake Placid, Nova York.

Esta publicag&o aborda temas essencialmente préaticos relativos a utilizacso de subs-
tratos celulares na produgdo de vacinas e outros produtos biolégicos, comao interferon, re-
combinantes de DNA, uroguinase e uma multiplicidade de compostos com potencialidades
comerciais, obtidos de culturas de células vegetais; ao mesmo tempo sio feitas conside-
racdes éticas e filosdficas, sendo de salientar as apresentacdes de Cooke e Dull, que con-
sideramos excelentes. N&o & de menor interesse o capftulo dedicado a consideracdes, no
campo da Salide Piblica, sobre biologia molecular onde sdo analisadas as contribuicbes da
virologia para uma methor compreensdo dos mecanismos de sintese protéica e para os es-
tudos de biosintese da membrana celular. Nio concordarmos totalmente com as conside-
racOes de Wagner, autor do capitule sobre biologia molecular ¢ Saidde Pablica de que serio
sotnente pesquisas a nivel molecular as que melhores dividendos poderdo dar na solucfo
de problemas médicos, melhores e mais proveitosos do que os que podem advir do que o
autor chama de “‘cruzadas emocionais’’. Evidenternente, muitas das descobertas filhas de
uma linha de pensamento orientado para a exploragdo de sistemas simples postos & nossa
disposi¢fo pela natureza vieram a ter vasta e capitais aplicagdes. Mas ndo se vé muito
berm que uma sugestdo, s6 por vir de quern se preccupe com a solucdo cientifica de um
problema de interesse humana, escravize o investigador a quem lhe negue a fonte de origi-
nalidade, a quermn lhe tolha o desejo de alistar-se numa “’cruzada emocional’”.

Os quatro capitulos iniciais, que resumem uma visiio geral sobre substratos celula-
res, € de excelente qualidade didética.

Trata-se de um livre Gtil para interessados no campo das culturas celulares e suas
aplicagdes, interessados com ou sem maior experiéneia, fornecendo ac mesmo tempo pa-
ra estudantes de biologia € microbiologia, subsidios de pondersvel valor.

José Alberto Neves Candeias
Dapt® de Microbiologie e Imunologla
fnstituto de Ciéncias Blomsdicas USP
Caizg Postal 4365

Q1000 580 Paulo 5P
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Rose, AH., ed. — Economic microbiology. 'Vol. 5 — Microbial enzimes and bioconver-
sions. New York, Academic Prass, 1980.

Este é o quinto volume de uma nova série éditado por A.H. Rose.

Neste volume, bem como nos anteriores, cada tépico é abordado por um autor dife-
rente, o que torna heterogénea a leitura de cada capitulo.

Além de um capitulo introdutério magnificamente descrito pelo editor sobre as
seqliéncias historicas da descoberta, bioquimica, funciio e emprego das enzimas, os de-
mais capitulos s30: 2. Proteinases; 3. Amilases, amiloglucosidades e glucanases; & Glu-
cose oxidase; glucose desidrogenase; glucose isomerase, f-galactosidase e invertase;
5. Enzimas pecticas; 6. Celulases; 7. Enzimas imobilisadas; 8. Conversdo de esterbides; 9.
Acilases penicilinicas e S-lactamases; 10. Conversiio de alcaldides e 11, Transformacgdes
microbianas de antibioticos.

Como pode ser observado, as principais enzimas empregadas industrialmente foram
abordadas {Cap. 2 a 7), bem como as transformagdes dependentes de vérias enzimas ou
da propria atividade metabolica dos microrganismos (Cap. 8 a 11}

O grau de profundidade e extensdo variou de capitulo para capitulo; em todos
porém, os autores deram énfase as aplicagbes e suas perspectivas do ponto de vista in-
dustrial. © dnico capitulo que nos pareceu distoante foi o de conversdo de alcaldides; nes-
te, o autor ndo fez uma disting@o entre transformagdes quimicas que resultam num produ-
to de interesse comercial ou simplesmente vias metabdélicas utilizadas pelos microrganis-
mos na degradacao ou sintese de novos componentes. Em conseqgiiéncia, surgem iname-
ras férmulas ou nomes quimicos complexos gque ndo contribuern para a clareza do texto.

No conjunto, este volume serve como excelente fonte de referéncias para pesquisa-
dores e técnicos que trabalham em indudstrias quimico-farmacéuticas, alimentos, cosmeti-
cos, téxtil, bem como a docentes em Universidades,

Flavio Alterthun
Instituto de Quimica ISP
Caixe Postal 20780
07000 530 Pauls 5P
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PREMIO SBM-BECTON, DICKINSON

A Sociedade Brasileira de Microbiologia de acordo com ¢ Protocolo de Cooperacéo
Institucional firmado com a Becton, Dickinson, est4 distribuindo o *'Prémio SBM/Becton,
Dickinson”, ao melhor trabalho publicado na Revista de Microbiologia, vol. 12(1-4), 1981.

Para isso, foi composta uma Comiss&o Julgadora, coordenada pelo Dr. Darcy F. de
Aimeida, da UFRJ, Dr. Luiz Renato Caldas e Ana Maria Abrantes Coelho.

Inicialmente, foram selecionados, num exame prefiminar 14 artigos, numerados de
acordo com julgamento, Num segundo turno, os artigos foram classificados em trés gru-
pos denominados de A, B e C, em ordern decrescente de qualidade, sendo desprezados os
integrantes do grupo C. Os 6 artigos do grupo A e os 3 artigos do grupo B, foram reexami-
nados, sendo selecionados 3 artigos para avaliagio final, segundo os seguintes critérios:

Artigo n? Idéia Produto Total
1 86 33 119
s} 75 30 105
7 24 29 113

Nestas condi¢fes, fol considerado como vencedor o artigo de autoria de Jan Dirk
van Elsas e Elisa G.C. Penido, publicado no vol. 12(2):48-54, 1981:
“Characterization of phages of Bacillus subtilis isolated from Brazitian soils”".
""Caracterizacéo de fagos de Bacillus subtilis isolados de solos brasileiros'’.

Aos autores, foram emitidos os titulos correspondentes ao Pramio SBM/Becton,
Dickinson.




