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Instrucdes aos autores

A Revista de Microbiologia publica trabalhos originais em todos 0s campos ds microbiologia e da protozeologia.
Revisbes e atalizacdes serdc publicadas & convite do conselho diretor.

0s manuscritos devem ser enviados em dupficata (original & uma cépia) para o Diretor Executive da Revista,
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em outro érgdo. Os trabalhos podem ser redigidos em portugués, esparnhol ou ingiés. Se aceitos pela Revista, néc poderdo ser re-
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A Revista segue, essencialmente, o "Style Manual Biological Journals’™ (22 edicio, AIBS, 1864). Os simbolos genéticos devem
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essencialmente, as regras de IUPAC-IUB (4. Biol. Chem., 241:527, 1966}, Atividade enzimatica deve ser expressa 2m termos de
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TExXonoma.
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Resuitados, Discussdo, Agradecimentos, Referéncias Bibliograficas.

A pdgina titulo deverd conter apenas e t3o somente: (i} ¢ titulo do artigo, usando-se letras mailsculas somente quando obri-
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Q resumo ndo deverd uitrapassar 250 palavras. Os trabalhos redigidos em inglés devem ser acompanhades de um tituio e resumoc
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MECANISMOS DE DEFESA ANTI-INFECCIOSA EM NIVEL DE MUCOSA IN-
TESTINAL

Helga Verena Lecni Maffel

Dept? de Pediatria

Faculdade de Medicina de Botucatu
Canpus de Botucatu

18600 Botucati 5P, Brasil

Resumno

Foram a@nalisados os mecanismos extrinsecos: leite matesrno,
e intrinsecos envolvidos na defesa anti-infecciosa intesti-
nal. Os necanismos intrinsecos inespecificos {(acidez gés-
trica, veristaltismo intestinal, etc.) foram zrapidamente
abordados e a énfase da revisBo foi scbre os mecanismos de
defesa imunoldgica especificos: a) na mucosa intestinal os
plasmdcitos da l83mina pripria e o sistema secretor levando
a secrecdo de imunoglobulinas para a luz intestinal, repre-
sentam © sistema imune humoral; b} os linfocitos intraepi-
teliais, as c&lulas T "helper” e os linfdcitos T da 1&mina
propria representam o sistema imme celular. Znalisou-se
canwo fatores como a baixa idade e desnutrigdo proteico-e-
nergética influenciam estes mecanismos imunologicos e dis-
cutiuv-se os mecanismos que possivelmente regulam 0 equili-
bric entre ¢ hospedeiro e sua flora autéctone.

Summary

Anti~infectious defense mechanisms at the intestinal mucosa
level

The extrinsic (breast milk} and intrinsic mechanisms
involved in the intestinal anti-infectiocus defenses were
analysed. The nonspecific intrinsic wmwechanisms, like
gastric acidity and intestinal peristaltism, were rapidly
approached and the emphasis of this review was laid on the
specific immmological defense mechsnisms: a) . in the
intestinal mucosa the plasmocytes and the secretory system
are responsible for the secretion of immunoglobulins into
the intestinal lumen and represent the humoral immunity; bl
the intraepithelial lymphocytes, the T helper cells and the
T lymphocytes of the lamina propria represent the celular
immne system. Factors as low age and protein energy
mainutrition were analysed as to their influence upon these
irmunological mechanisms and the eguilibrium between the
host and his indigenous flora was discussed.

Introdugdo
Mecanismos de defesa anti-infeceiosa a nivel de mucosg intestinagl - Diversos meca-
nismos estio enwolvidos na defesa contra o melio externo contaminado que constante-

mente entra em contato com a mucosa do apareilho digestivo (Fig. 1). Na fase inicial

Rev. Micrcbiol., S3c Paulo, 14(2):67-77, Abr./Jun. 1983.
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da vida, & relativamente escasso o tecido 1linfbide intestinal mas sio indmeros os
estimilos antigénicos novos, tanto os da flora normal ou patogénica, como os deri—
vados da ingestdc de proteinas estranhas. Nesta fase, portanto, o aleitamento ma-
terno & ewtremamente importante pois contribui com valiosos elementos de defesa (i-
minoglebulinas, lactoferrina, lisozima, linfdcitos, macrofacos, neutrofilos) (33),
mas apos este periodo o organismo tem que estar preparado pois passa a depender ex-
clusivamente de seus prdorios mecanismos de defesa.

Figura 1 — Mecanismos de defesa anti-infeccicsa nc trate gastroin-
testinal

EXTRINSECOS

Leite materno

INTRINSECOS
INESPECIFICOS ESPECIFICOS
Acidez  gdstrica Plasmdcites  1dmina prépria_______m*

Sisterna secretor

Peristaltismo
Renoveglo eptéto
Lactoferring

Lisozima
Glicoecdiix , muco Linfdcitos  infraepiteliois
Equilibric eceidgico Linfécitos T 1@mina propria

% Ig = Imunoglobulinas.

Mecanismos de defesa inespecificos — A acidez gastrica & a primeira barreira encon-
trada pelos microrganismos ingeridos, pois & bacteriostatica ou bactericida confor-
me os niveis de concentragdo hidrogenidnica alcangados (23). Cabe lembrar, no en-—
tanto que a acidez gastrica se encontra diminuida em parte das criangas com DPC
(23). Cs microrganismos que consequirem ultrapassar a barrveira gastrica acida vao
ser clareados pelo peristaltismo normal a nivel de delgado, clareamento este que
esta prejudicado em situagles de estase. A diarré&ia constitui-se em importante fa—
tor de clareamento dos enteropatigenos atraves deste mecanismo, razao pela qual, em
vig@neia de dlarréia estao contra-indicadas drogas que diminuvam ¢ peristaltismo in—
testinal. Tanb&r a continua renovacdio das células epiteliais ajuda a eliminar as
toxinas ou microrganismos nelas aderidos ou existentes intracelularmente. Este pro-—
cesso de descamacao celular encontra-se acelerado em algumas patologias, por exem—
plo na infecgdo pelo rotavirus (16).

2 lactoferrina e a lisozima, substincias existentes na maior parte das secrecles
externas, agem quer através de atividade bacteriolitica (lisczima), guer impedindo
a utilizagic de ferro pelas bactérias (lactoferrina), j& que o ferro & elemento es-
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sencial para o desenwolvimento bacteriano (27).

O muce e o glicocalix que recobrem as vilosidades e microvilosidades intestinais,
embora ainda tenham sido pouco estudados sob este aspecto, provavelzrente tamben sao
importantes como barreira d aproximagdo dos microrganismos & célula intestinal.
Neste sentido merece ser ressaltado que as mucinases do vibrido colérico talvez se-
jam necessirias para a penetracdc da bactéria no muco intestinal (17}, a reagdo an—
tigeno-anticorpo parece estimlar a secrecdo de muco que ajudaria a reter os mi-
crorganismos (46) e grande parte da immoglobulina A (IgA) secretada para o© lumen
parece ficar retida no muco proxime as vilosidades intestinais {10, 35).

Mecanismo de defesa importante & o equilibrio ecoldgico da flora microbiana in—
testinal autdotone. Sua destruicdo pela antibioticoterapia, além de facilitar a
instalag@io de entercpatigencs (45) permite o crescimento do anaerdbic Clostridiws
difficile cuja toxina vem sendo responsabilizada por grande parte das colites pseu-
domerbrancosas {36} .

Mecanismos de defesa imunologica especificos - O grande nimero de revisGes recentes
sobre 0 assunto demonstra claramente a importdncia que os mecanismos de defesa imu—
noldgica a nivel de mucosa intestinal vem adquirindo ultimamente (4, 8, 10, 12, 18,
21, 29, 43). Mo entanto, j& nas primeiras décadas do século comecou-se a relaciconar
& resposta imme, decorrente de infecgbes entéricas, com eventos a nivel intestinal
e nio apenas em sangue periférico, camo atestam trabalhos da época citados por
Clancy & Bienenstock (10): Davies, em 1922, detectou coproanticorpos em pacientes
com disenteria bacilar antes que anticorpos séricos; em 1927, Besredka observando
resisténecia & infeccdo apds vacinacdo oral, nac relacionada cam anticorpos circu~
lantes, afirmou: "O plano para vacinacdo artificial deve ser o de sequir a rota que
o virus toma quando penetra no organismo®.

Estes e estudos subsequentes tomaram nove impulso em 1965 com a caracterizacac
por Tomasi & col. da principal imunoglobulina (Ig) existente nas secrecdes, a IR,
como sendo diferente, sob alguns aspectos quimicos e imunoldgicos, daguela existen—
te no sorc {44}. Entre ocutras diferencas, no homem predomina a forma monomérica de
Igh no SOro, A0 passo que nas secregdes ocorre essencialmente a forma dimérica.
Tambén do ponto de vista quantitativo o compartimento immme intestinal ndo & um
simples reflexo do que acontece no compartimento vascular, como fica evidenciado
quando se cbserva a diferente distribuicdo das Ig nas secregoes externas e internas
do organismo; engquanto no soro a Ig predominante & a IgG, na mucosa intestinal pro—
ximal de adultos aproximadamente 80% dos plasmdcitos produzem Igh, 16% IgM e apenas
3% ¥gG, cabendo parcelas Infimas 3 IgE e IgD (4). Temb&m nas secrecOes intestinais
a Ig predominante é a IgA. Apesar do nitidc predominio de IgA nas secregles, a res—
posta primiria acs estimilos antigénicos no entanto, parece ser essencialmente com
producde de Tg¥, tanto em animals oo am seres humanos (30, 34), seguida secunda—
riamente, nas secregtes, da produgac de IgA secretora (Ighg).

Existem na mucosa intestinal células derivadas de linfocitos B relacionadas com a
immidade hmmoral e que sfo os plasmicitos produtores de imunoglcbulinas, e 1infd-
citos T relacionados con a imnidade celular. Grande parte dos linfdcitos intraepi-
teliais (LIE) existentes no epitélio intestinal correspondem & 1infdcitos T {Fig.
2).

Imunoglobulinas — Estudos feitos ewm adultos indicam cue existem aproximadamente
1010 plasmocitos produtcres de Igh por metro linear de intestino (4). A maneira co-
my 05 plasmdcitos povoam a macosa intestinal tem sido bastante estudada e pode sex
resumida como se observa na Figura 3. O antigeno, alimentar ou infeccicso, existen-
te na luz intestinal & “captado" por cé&lulas especializadas - dencminadas cé&lulas M
- existentes na superficie das placas de Pever (32). Estas células, assim dencmina—
das por apresentarem microdobras, apresentam um epitélio muito adelgagado, gue per-—
mite facil contato dos linfocitos e macrdfagos com os antigenos luminares. O anti-
geno “captado" val estimular prmcn_palnmte linfocitos B que, passandoc pelcs ndédu—
los linfaticos mesentéricos e ducto toraxmo, vac cair na circulacic sistémica e
ser redistribuides para a l3mina propria da mucosa intestinal, glandula mamaria,
salivar, lacrimal, possivelmente bronquics e talvez até do apare]ho génito-urina~
rio, onde estas células B precursoras se transformardc em plasmocitos produtores de
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Ig, principalmente IgA (43). O circuito entero-wmamario, isto &, a estimilacio anti—
génica no trato intestinal materno com producie de anticorpos na glindula mamdria &
de capital importancia na real e potencial protegio do neonato. O leite materno vai
refletir experiéncia antigénica da m3e e a immnizacdo oral de fémeas prenhes tem
sido utilizada para prevenir doenga diarréica nos filhotes amamamentados (1 , 21,
43). :

0 estimule antigénico local, a nivel Figura 2 - Celulas imunocompetentes na
de mucosa intestinal parece importante mucosa de intestino delgado
para que a lamina pripria seja povoada
de plasmocitos: assim & que a densidade
de plasmocitos & maior no local da es—
timalac3o antigénica (31). Aparentemen— " CELULAS EPITELIAIS
te as células B precursoras dos plasmd- g
citos povoariam todo o intestine mas,
nio havendo estimulo antigénico local,
teriam presenca transitdria apenas, ao
passc que na presenca do estimilo laocal
haveria multiplicagio celular e/oun
atragdc de novas células precursoras.
Neste sentido, cabe ressaltar que os
immocitos predominam na regifo mais
vulneravel do intestino e com maior
carga antigénica alimentar, isto &, na
regido proximal, e nio na regifo com a
maior carga bacteriana habitual, ilec

/
- Plgsmicitos =
terminal e cdlon {35). [
Os plasmicitos da l3mina propria  in— i @ LP @
] | 4 ®

Membrgno basal

MUCOSA DE DELSADD

testinal sintetizam, além das Ig, o po-

lipeptideo denominado cadeia J, que se a_ /!

liga as Ig formando os dimeros de Igh e Linfdcitos T & B
pentdmeros de IgM. & cadeia J parece -

ser essencial para © processo de secre— Muscdlor do

¢cac das Yg, pois funcicna como elemento SUB  MUCOSA

especifico de ligagdo com o corponente
secretor (CS), que &€ wma glicoproteina
sintetizada pela célula epitelial e que
tem sido postulado ser o receptor da

célula epitelial para as Ig. Ao que tu— LF = 18mina prépria; LIE = linfocites
do indica as Ig sac a seguir secretadas intraepiteliais.

pela célula epitelial para o lumen por’

un processoe de pinocitose reversa. Tam-

bém o C5 & fundamental no processo secretdrio, pois ndo ocorre secregdo na sua  au—
séncia ou na presenca de anticorpo anti~CS (5, 9). Por outro ladc, sua presenga
confere & Igag maior resist@ncia 3 agdo proteolitica das enzimas digestivas. Segun—
do as evidéncias existentes a Ighg & mais estavel na luz intestinal do que a IgMs,
e por outro lado, parece ficar englobada no muco que recobre as vilosidades intes—
tinais (10, 35) (Fig. 4).

Até hoje ndo se conhece nenhum mecanismo de secregio das outras Ig, portanto as—
sume-se que quando detectadas nas secregbes tenha ocorrido transudacdo vascular
(8). Ma vigénecia de inflamacdo na mucosa intestinal pode ocorrer transudacic das Ig
séricas para a iluz intestinal decorrente de maior permeabilidade capilar.

Merece ser lembrado gue parte das Ighg existentes na luz do delgado provém da se—
cregéo biliar. No entanto, ainda nfo estd esclarecido como se faz esta secrecio pa-
ra a bile no homem, se a IgA é retirada do plaswa ou se & sintetizada no progrio
hepatdcito (29).

O mesme circuitc descrito para que a lamina propria seja povoada por plasmdcitos
também parece ser percorrido por células T que mediariam as reacBes de hipersensi-
bilidade tardia a nivel de mucosa e presumivelmente por uma subgpopulacdo de células
T, que seriam as células T "helper" (43).
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Mecanismos de atuagdo das imunoglobulinas - Sabe-se atualmente que a immizagdo na-
tural ou artificial por via oral € essencial para gue haja protegio local através
da produgdn de imunoglobulinas secretoras, na maior parte das situagbes. Embora a
immizagdo oral possa induzir também a produgdc de anticorpos circulantes, a immi—
zagao parenteral raramente leva 3 protecdc a nivel de mucosas.

Figura 3 - Transito das células imunoldgicas apés estimulo antigénico
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S0 ser@o analisados a sequir os possiveis mecaniswos de atuagio das immoglobuli-
nas secretOrias na luz intestinal contra microrganismos, ndo tendo sido considera-
dos 0s mecanismos de exclusdc de antigenos alimentares.

As adesinas, isto &, os antigencs de superficie filamentoscs de cepas de Eschert-
chia coli enterotoxigénicas (ETEC) (antigenos K88, K99), quando dadas por via oral
a animais induzem 2 formagdo de anti-adesinas e protegem contra a doenca causada
por estes enteropatogenos (18, 35). Pode também coorrer a producdo de anticorpos
antitoxing, quer frente a doenca natural por germes enterotoxigénicos, guer frente
a4 imunizacdo por via oral com a sub-unidade B {“bdeng") da toxina colérica ou da
toxina termo-12bil das ETEC. Este tipo de anticorpo ndo foi obtide, no entanto, pa-
ra a toxina temo—-estavel das BETEC uma vez que esta toxina, em seu estado natural
ndo & J_tmmogemca {38). Outro possivel mecanismo de atuagio, observado experzmen—
taimente, & o da eventual modificagio da composigdo antigénica dos enteropatdgenos,
pois porcos jovens immizados oralmente oo antigenos 0 de Escherichia coli e a se-
guir infectados com cepas contendo o antigeno K88 passaram a excretar cepas K88 ne-
gativas que tinham perdido sua enteropatogenicidade (35). A producdo de Ig secreto-
ras pode ser estimilada pelos lipopolissacarideos da parede celular dos organismos
Gram-negativos, 3a que este componente bacterianc existe livre na luz intestinal e
& un potente mitogeno B, promovendo a sintese preferencial de IgM {35). As Ig podem
propiciar a aglutinacdo bacteriana (28) na luz intestinzl e bacteriostase, facili-
tando a eliminacdo bacteriana pelo peristaltismo intestinal, Recentemente foi suge-
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rido que a ligacdc Igds & superficie de Salmonella typhimurium tenba efeitos hidro-
filico e de alteragdo de carga idnica do microrganismo e que seriam estes os fend-
menos gue ajudariam a excluir o antigeno da superficie nucosa (25).

Como se verifica, as diver—
sas maneiras de atuagio das Ig
secretoras levam 3 imuncexclu- Figura & - Provavel mecanismo de secrecdo das
s80 mas nao & desmutricdo do imunoglobulinas A e ¥
agente infectante. No entanto,
0s agentes agressores gque es—
caparem desta primeira linha
de defesa e penetrarem na Cé-
lula intestinal encontrardo
nova barreira de IgA, IgM e
IgG, as duas Gltimas capazes
de ativarem complemento e a
IgG tambén relacionada com a
citotoxicidade mediada por cé-
iulas e anticorpo-dependente
{5}. Portanto, no meio conta-—
minado que & & luz intestinal
ha a imunoexclusao (assepsia),
20 Ppasso que ho meio estéril,
que & a célula intestinal,
existe o potencial para a des-
truicdo do microrganismo (an—
tissepsia), com concomitante
les3o da celula epitelial. Ha-
vendo lesdo epitelial impor-
tante haverd diminuigdo na
produgdo do CS, © gue passa a
ser um fator limitante na se—
cregdo de Ig, mesmo Que oS
plasmbcitos produtores de Ig
n3o esteijam alterados.

Ldrmina propria Cel. Epitelial Luz
infestinal

Linfocitos intraepiteliais
(LIE) - Os LIE ocorrem na ye-
giZo hasal do epitélio, entre
as células epiteliais da muco-
sa intestinal, portanto s3oc
intercelulares € intraepite-
liais {Fig. 5). Exepcicnaimen-—
te sio vistos proximos A ou na x = cadeia y; Y = imunogicbulina {wondmero); v
Juz intestinal onde, quando = componente secretor.

encontrados, s&o inativos. Eg—

tas chservactes acrescidas de

evidéncias experimentais, surgerem que os LIE chegam & mucosa intestinal pelos ca-
pilares sanguineos da l3mina prépria e entram no epitélic pela membrana basal, dei-
xando-o pela mesma via {Fig. 5 - setal para a seguir cairem nos linfaticos termi-
nais da l3mina prépria & voltarem ao ducto toraxico (26).

Fmbora até 50% dos LIE apresentem granulos citoplasmaticos e que se assemelhem 2
mastdcitos {15} grande parte dos estudos indicam que sao principalmente linfdcitos
T. Sua exata funcdo ainda é desconhecida. A relativa proximidade com a luz intesti-
nal e o aparente transito bidirecional sugerem alquma infiuéncia da grande carga
antigénica presente no lumen intestinal. Assim & gue animais gnotobidticos apresen—
tam baixo nimero de LIE, assim como de plasmdeitos, mas a retirada do antigeno ali-
mentar ndo parece influenciar o nimerc de LIE de animais de experimentngao (12).

Quanto aos linfocitos T existentes na lamina propria sua fungdo em condigOes nor-
mais também ainda estd pouco esclarecida. Experimentalmente parece evidente que es-
t3o envolvidos na expulszo de parasitas intestinais, contribuindo para & atrofia
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vilositaria cansada pela infestacgio.

Influgneia da idade e da Desnutrigdo Protsico-Energéiica (DPE) sobre o numero de
plasmocitos e de LIE na mucosa intestinal - Em nosso meio, em que prevalece a DPE e
a maior parte dos Obitos por diarréia ocorre em baixa idade, & importante avaliar
comd estes dois fatores - idade e DPE - influenciam a imunidade a nivel de macosa
gastrointestinal.

Idade — Assim camo ocorre com as Ig circu- Figura 5 — Linfécitos intraepite~
lantes que apresentam concentragdes séricas liais (LIE) em mucosa de delgado de
baixas na fase inicial da vida, praticamen— rato

te inexistem plasmdcitos na i3mina prdpria
intestinal no primeiro mes de vida {7) e a
quantidade de plasmocitos produtores de IgA
se apresenta dimimiida nos primeiros dois
(40) ou trés ancs de vida (22). No entanto,
a capacidade de responder a estimulos anti—
génicos no inicio da vida existe, ao menos
para algqumas espécies animais estudadas
{34) tendo sido demonstrado também que fe-
tos animais conseguenm ser imunizados oral-—
mente introduzindo-se antigenos no liquide
ammidtico (11, 13). També&n criangas abaixo
dos trés anos, que a bifpsia mostyaram al-
teracoes de mucosa intestinal, apresentaram
o nimerv de plasmdcitos na limina propria
bastante aumentade (22} . Estes fatos podem
sugerir que o compartimento 1linfdide na mua-
cosa intestinal estd diminuido no . inicio da
vida, mais em decorréncia de ainda nao ter
sofrido todos os estimilos antigénicos, do
que propriamente de uma incapacidade Iimuno-—
logica; mas exatamente por nao terem ainda
tido contate com ©s agentes agressores e
elaborado suas defesas € que os animais e
seres humanos s8c mais susceptiveis &
agresstes antigénicas no inicio da vida,
desde que ndo recebam a protegao do  leite
materno nesta fase.

Para os LIE n3o hi estudos em humenos em

relacgo a idade, mas tanto no rate (42)

quante no camemdongo (13) estac ausentes ao > LIE atravessando a membrana ba-
nascimento sO surgindo em torno de trés se— sal; Coloragio pelo PAS, aumento de
manas, embora ainda em nimero diminuido em 600%.

relagao a animaiz adultos.

DPE — Hm criangas desnutridas, principalmente nas com DPE intensa, estfo diminuidas
as Ig secretoras nas secrecdes (37) e os plasmdeitos produtores de Igh {14), embora
este Gltimo estudo esteja prejudicado por terem side usadas no grupo controle
criancas nac desnutridas com gastroenterite aguda.

Quanto acs LIE na DPE ainda existem controvérsias; seria de se esperar que ¢ seu
nimero estivesse dimimuide, ja que na DPE esta diminuide ¢ tamanho do timo & alte—
rada a immidade celular dependente dos linfGcitos T. No entanto, estudo feito em
criancas com DPE ndo revelou alteragdo nesta variavel apds recuperagdo nutricional,
mas este estudo n3o teve grupe controle (41). Por outro lado, tanto ratos adultos
(24} como jovens ainda amamentados {42}, sulwetidos a dietas carentes em proteinas,
apresentaram numero diminuido de LIE, embora nos lactentes estivesse diminuido ape-
nas o nimerc absoluto de LIE e ndc o nimero relativo em relacio ac nimerc de calu—
las epiteliails.

Equilitric flora autdotone-hospedeiro - Desconhece-se ainda em que proporcao estio
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envolvidos os diversos mecanismos gue possivelmente regulam o equilibrio entre o
hospedeiro e sua flora autfctone. Além dos mecanismos de defesa inegpecificos, pos-
sivelmente estdo enwolvidos mecanismos imunologicos especificos. Sabe-se que em
animais isentos de germes (gnotobidticos) estd diminuida a populaco de células
imunocompetentes na micosa intestinal e a instalacéeo de diferentes linhagens de mi-
crorganismos agmenta a populacdo destas células (34) erbora 56 induza baixa concen-
tragac de anticorpos séricos (29). Na saliva foram descritas Ighg capazes de  aglu-
tinarem bactérias da flora autdctone e detectados microrganismos da flora normal
envoltos por anticorpos (6, 47). Recentemente foram detectados na mucosa (2) e se-
crecdo (3) ducdenal de criancas, principalmente nas com diarréia, anticorpos an-
ti-bactérias consideradas ndo patogénicas. O significads destes achados ainda. esta
aberto & discusszo. Tem sido aventada também a possibilidade de existir tolerfncia
immnoldgica para a flora autSctone, isto &, a ausénciz de resposta imune ac contato
antigenico apOs contato inicial, sendo que para a aguisicdc da  tolerincia parecem
essenciais as cdlulas de Kupffer hepaticas.
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Resumo

Micrealgas verdes produzem substancias orgénicas com alta
eficigncia, utilizando apenas didxido de carbono e luz. En-—
tretanto, uma fonte de carbono orginico (acetato de s&iio)
formecida a culturas de Chlorella vulgaris pode influenciar
enormemente a quantidade celular de lipidios, seu cresci-
mento e suas necessidades nutricionais icnicas. Discutimos
tais influéneias, principalmente quanto & fracdo lipidica e
ao consume de manganés e ferro. Os dados obtidos sugerem um
interessante canpo de pesquisa em metabolismo microbiano €
em obtencao de bicmassa.

SiEmary

Influence of the sodiun acetate on the production of
celular lipids and wuptake of Mn and Fe in (hlorella
vulgaris

Microalgae produce organic substances at high efficiency
utilizing only light and carbon dioxide. Farthermore, an
organic carbon source (scdium acetate) supplied to cultures
of Chlorella vulgaris may greatly influence the amount of
cellular lipids, its growth and its nutritional ionic
requiriments. These influence were studied, meanly the
iipid fraction and the wtake of manganese and iron. The
data indicate an interesting field for research on
microbiclogical metabolism and on bicmass production.

Introdugso

Nas Gltimas décadas tém-se dado uma grande atencdo ac estudo das microalgas ver—
des (Chlorophyceae) (1, 2, 4, 5, 7, 14, 16, 18, 20}.

Esta tendéncia ocorre em fungao das interessantes caracteristicas e aplicagdes
destes microrganismos. Seu metabolismo propicia-lhes crescimento tanto as custas de
energia luminosa quanto através de fonte de carbono orgénico. O metabolismo onde
ocorre a coexisténcia destes dois mecanismos & denominado mixotrofia, ao passo que
o crescimento utilizando apenas fonte de carbono & conhecido caw heterotrofia. Ja
o metabolismo baseado na energia luminosa € dencminado autotrofia, sendo basicamen-
te o mesmo egecutado pelas plantas superiores {15, 19).

Alén do que, um conhecimento mais prefundo a respeito de sua fisiologia do cres-
cimento, trard oomo beneficio uma fonte ndo convencional de proteinas e lipidios,
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servindo talvez como coamplementacio da alimentacdo humana e animal {3, 6, 8, 9, 10,
113,

Material e Métodos

Microrganismo e condigbes de cultura - Bm todos os experimentos utilizaramse cul—
turas de C(hlorella vulgaris obtidas da CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamen—
to Ambiental) e classificadas pelo Instituto de Botanica da Secretaria de Agricul-
tura do Estado d&e S3o Paulo.

As microalgas foram cultivadas sob condigdes estéreis em frascos Erlemmeyer de
250ml, contendo cada uwm 100ml de meio de cultura. O indculo para cada frasco foi
calculado de modo a representar 10% (v/v) do volume e apresentar no inicio da  cul-
tora, 25mg de massa seca/litro. Os frascos foram mantidos sob agitacio de 240rpm,
iluminacdo de 2.300 lux a 3.200 lux e temperaiura entre 25 e 279C. No se utilizou
0, além do normalmente presente na atmosfera, uma vez que os frascos foram isola-
dos do meio ambiente com tampdes de algoddo esterilizado e envoltos com papel alu-
minio.

Come fonte de carbono organico empregou-se acetato de sddic, em quantidade sufi-
ciente para obtermos wma concentracdo final de o,5% (P/v). )

0 meio de cultura, por nos estabelecido e dencminado "g" {enriquecido), apresen—
tou a sequinte composigao: KO3 2,5g/1, MaSOy . 4H-0 0,0029/1, FeSOy . 7H50 0,1g/1,
CaClp . 2Hp0 0,02g9/1, RKHpPO4 0,659/1, MgSOq . 7HaC 1,009/1, ZnSO4 . THO 0,005g9/1,
Cus0y . 5Hp0 0,005g/1, H3BO3 0,0029/1, NasMoO4 . H,O0 0,10g/1 e Nagog . 2H0
G,001g9/1 (o pH & de cerca de 6,5).

As culturas foram efetuadas em condicles autotroficas, heterotrdficas e mixotro-
ficas.

Avaliagdo do crescimento ~ Com as amostras colhidas das culturas durante ©  crescie
mente  celular, foram realizadas medidas de absorbincia em espectrofotfimetro Cole-
man, no comprimento de onda correspondente d maxima absorgac de cultura de Chlorel-
ta vulgaris (440nm), tomando-se camo referéncia o meio "EY,

as determinacdes de massa seca foram cbtidas por fFiltracic em membrana MilliporeR
{0,22um} de amostras das culturas de Chiorella vulgaris, com posterior secagem em
estufa a wvaouo (309C - 35¢C) até peso constante. Utilizou-se cdmo branco de refe—
réncia o meio “E", com o meswo volume utilizado nas amostras das culturas.

Obiengao da fragde lipidica - Xpds crescimento méximo as culturas foram filtradas e
levadas 3 estufa a vacuo, sendo a temperatura mantida entre 25 e 459C. Cerca de 1,0
a 1,5g deste material foi submetido a extragdo em Soxhlet com clorofdrmic-metanol
{2/1) por 18 horas. Apds este tratamento, o solvente foi evaporado em evaporador
rotativo a vacuo. O residuo obtido apds a evaporacio dos solventes foi levado 3 es—
tufa a vacuo (359C) até peso constante (15).

Consums ("wptake") de munganes e ferro do meto - Relizado em espectrofotdmetro de
gbsorgio atdmica Perkin-Elmer model 303, empregando limpada de catodo 8o especifi-
ca para ions cobre como referéncia para calibracio (6, 7).

Resultados

O pi do meio de cultura autotrdfica ndo variou, mantendo-se ac redor de 6,5. Ja
para as culturas gue utilizaram acetato de sodio e C0p atwosférice, o pH final es-
teve ao redor de 10,0 apds 150 horas de cultura, Tais variaches ocorreram embora o
pH  inicial fosse o mesmo (6, 5) para todas culturas. Conforme nota-se pelas curvas
de crescimento representadas pela Figura 1, a cultura autotréfica apresentou ¢ me-
nor crescimento, ao passo que a cultura mixotrodfica teve crescimento bem SUperior,
ficando a cultura heterotrofica em posicfo intermediaria.

Os valores cbtidos (massa seca/volume) foram: cultura autotrdfica - 0,34g/1; cul—
tura mixotréfica - 1,90g/1; cultura hetevotrdfica — 0,74g/1.
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Entretanto, © crescimento Figura 1 - Curvas de crescimento de Chlorella wulga~
diferentes condigdes de cultura

méximo para cada cultura rig em

foi cbtido em tempos dife-
rentes. Para analisarmos a
eficiéneia de cada condicio 23
de cultura definiremos o©
parametro produtividade,
expressande o crescimento 20
maximo obtido por unidade

de tempo. O paranetro pro-
dutividade & apresentado na -
Figura 2.

Goservando ©0s  extratos
lipidicos constatamos a
maior poraentagem para a
cultura mirotréfica, sequi-
da da cultura heterotrdfica
2 com 0 renor valor a cul-
tura -autotrdfica.

Os valores obtidos (P/P)

ABIOABANGA
e

as

da fraga.o lipidica em rela-
céo & massa seca (apds

150 200 =20
» e TEMPO { r0road

crescimento miximo} foram: M - Mixotrofia; H - Heterotrofia; A - Autotrofia.

cultura autotrofica -

28,5%; cultura mixotrofica

- 64,5%; cultura heterotxofica -
52,6%.

0s valores representam a fragao
lipidica total, incluindo portanto
os pigmentos clorofllmos, caxrcte—
noides, vitaminas 1lpossoluvea.s e
estercides.

Quanto acs dados de consumo  {"up-
take"}  de mangands e ferro, notamos
que apds © crescimtento méximo das
culturas, tais Ions haviam reduzido
suas concentragées a valores bem in-
feriores aos iniciais. Excegdo feita
a0 manganés em cultura autotxdfica,
orde apds o crescimento maximo, ob-
tivemos valores proximos acs ind-
ciais, denotando pequeno consumo
{Figuras 3 e 4).

Discuss3o

A cultura mixotrofica utilizando
simultaneamente a via fotossinteti-
zante (C0 e luz) e a via metabdlica
do acetato de $&dio apresentcu um
crescimento superior ao esperado pe-
la simples somatdriz das biomassas
cbtidas por autctrofia e hetevotyo-
fia. Através desta chservagio supo-

Figura 2 - Produtividade (g/1l/dia) em massa
celular de diferentes condigdoes de cultura
de Chlorella vulgaris

¢.20 1

©.23 1

Q.20

o
4

PRODUTIVIDADE {g/1 /dla}
-] .
5 .

005
A

A - Autotrofia; M - Mixotrofia; H - Hetero-
trofia.

mos gue em mixotrofia a via fotossintetizante e a via utilizadora de acetato de s~
dio estfo interligadas de wmodo a potencisr suas atividades metabdlicas.

A variacio de pH nas culturas mixotrOficas e heterotroficas pode ser explicada
pelo consumo de acetato de sAdio, uma vez gue na cultura autotrdfica o pH permane—
ceu praticamente inalterado com o decorrer do crescimento.
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lipidica nas culturas mixotrdficas e
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intese de material lipidico em Chicrella wvulgaris
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scimento celular,
reio de

ccessos metabdlicos, tornando-se

scivento celular quando suas concentragoes no

cultura apresentam-se diminuidas (12, 17

durante 0 cre
). ExcecBo feita ac mangangs, pois apesar

i consumido na mesma proporcdc que nas

limitantes para o cre
demais culturas, indicando n3o ser fator limitante na concentracdo inicial utiliza-

de umcrescimentoméxime autotrdfico, nio fo

sugerindo serem estes jons
fatores



82

Os resultados cbtidos indicam inlmeras possibilidades de estudos de metabolismo e
perspectiva de utilizago das microalgas verdes na depuracdo de residuos indus-
triais (por exemplo a vinhaga), com simait3nea obtengao de bicmassa.
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UTILIZACAOD DA LUZ ULTRA-VIOLETA NO MELHORAMENTC DE ASPER-
GILLUS NIGER PARA PRODUCAO DE ACIDO CITRICO

Ivanhoé Rodrigues Baracho
& Sonia Ferrac de Aquing Pereira

Dept? de Genética e Evolucio
Instituto de Biologia UNICAMP
Caixa Postal 6109

13106 Campinas SP, Brasil

Resumo

Una linhagem de Aspergillus niger usada para produgao de
acido citrico foi submetida a miitiplas irradiagbes com Iuz
witra-vicleta. Para cada irradiacgdc, trinta ccldnias foram
isoladas ac acaso, analisadas quantitativamente gquanto &
acidez total e selecionadas as lirhagens mais produtoras de
&cido. Foram conduzidos oito ciclos de selecdo, e a Linha—
gem selecionada em cada ciclo foi analisada quanto & produ-
¢3o de acido clitrico. Em apenas um caso a produgdo de acido
citrico foi maior do que a linhagem original. Os dados, en—
tretantc, mostraram cue a luz ultra-violeta apenas provocou
efeitos de natureza fisioldgica sobre as Llinhagens utiliza—
das.

Sumsnary

Utilization of ultraviolet light +in the improvement of
Aspergtlius niger for citric acid production

A strain of 4dspergilius niger used for citric acid
production was submited to miltiple irradiation with
ultravicolet iight. For each irradiation thirty colonies
were isolated at random, analized quantitatively in therms
of total acidity and the better acid producing strains were
selected. Eight selection cycles were carried cut, and the
strain selected in each cycle was analized for citric acid
production. In one case the citric acid production exceeded
the original strain. However, the data showed that the
ultraviolet light only provocked effects of a probably
physiological nature on the strains analized.

Ihtroducao

Entre as muitas espécies de Aspergillus gue constituem o grupo
mais abundantes & Adspergillus niger van Tieghem, espécie que ccorre nos mais diver—
sos solos e nos mais diversos substratos (10). Ela tem também grande importincia
econdmica, sendo usada para produgao de diversos acidos organicos, inclusive o aci-
do citrico que &, atualmente, seu produto industrial mais importante.

Miitos trabalhos sgo conduzidos, visando o melhoramento do A. nzger para produgdo
industrial (1, 2, 12}. No que diz respeito ao melhoramento da producdo de acide oi-
trico, varias técnicas sdc usadas, entre essas a de induzir mutagbes e selecionar a
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sequiy, os mutantes mais gpropriados. Am alguns casos a luz ultra-violeta f£foi em
pregada, oom resultado satisfatdrio (3), embora algquns autores considerem que ou-
tros mitagénicos sejam mais eficazes (5, 6).

0O objetivo desse trabalho & estudar o melhoramento do 4. niger para producdo de
&cido citrico, utilizando a luz ultra-vicleta como agente mutagénico.

Material e Metodos

Meio — O meio minimo (MM) foi o Czapeck-Dox com 1% {p/v) de glicose e 2% de agar. O
meio de fermentacdo foi o mesmo usado por Doelger & Prescott {4).

Organismo — Foi utilizado a linhagem 10v10 de Aspergillus niger do TLaboratdric de
Genética de Microrganismos da Unicanp, que & de origem industrial, e & usada na
produgdo de 3cido citrico, pelo método de fermentagzo de superficie. Essa linhagem
e seus derivados foram mantidos d 40C, em MM inclinado.

Irradiacao -~ Conidios provenientes de culturas de 8 dias, em meio minimo, foram
transferidos para solucdo de Tween 80 (0,1% v/v) desagregados por agitagdo, e con-
venientemente ressuspendidos em solugio salina, de modo a se ter trés mil conidios
por nl, os quais foram expostos & luz ultra—violeta cujo comprimento de onda era de
254nm, nos tempos de 5, 10, 20 e 40 minutos. Conidics ndo irrediados foram usados
como controle. A curva de sobrevivéncia mostrou gue 30% de sobreviventes foi obtide
com 15 minutos de irradiagao, e esssa dose fol escolhida para os estudos posterio—
res.

Selegdo - Conidios irradiados por 15 minutos eram convenientemente ressuspendidos
em salina e semeados an placas de Petri, com MM, de modo a se obter 20 coldnias por
placa. Dessas placas escolhiam-se, ao acaso, 30 colOnias que eram repicadas para
placas com reio minimo, colocando-se guatro colonias por placa. Depois de 5 dias de
incubagdo a 28°C, de cada colOnia, eram retirados conidios e inoculados em tubos de
ensaio contendo 3nd de meio de fermentacdo. Esses tubos eram inocubados por 7 dias
& 28°C, a seguir fazia-se a determinagio de acidos totais,

As colfnias que apresentavam maior produgdo de acidos, eram sukmetidos a outro
ciclo de selecao.

0Os isolados selecionados foram denominados pela letra S, sequidza de Indice indi-
cando ciclo de selegac e de um trago seguido do ntmerc do isolado. Exemplo:S3-12,
isolado n? 12, do 3¢ ciclo de selecdo.

Fermentagao — Os isolados selecionados em cada ciclo de selecao foram mantidos em
MM inclinado a 4°C posteriormente analisades quanto a produgao de acido citrico,
pelo metodo de fermentacio em cultura de superficie. Cada isolado era inoculado em
placas contendo MM, e incubado a 289C. Depois de 8 dias de incubagdo, gonidios des-
sas colfnias eram suspendidos em salina para Gar concentracio de 1x10° esporos/ml,
e i dessa suspenso era usada para inocular 50ml de meio de fermentacdo, omtido
em Erlenmever de 250ml. Esses Erlenmeyers eram incubados 3 28°C e depois de 7 dias,
determinava-se no meio Ffiltrado, acidos totais e concentracao de acido citrico.

Determinacido de deide citrico e de doidos totais - Bcidos totais foram determinados
pela tifulacio de Iml de meic filtrado cam aliquotas de NaCH 0,1N, usando fenolfta—
Ieina (1%) como indicador. A concentracdo de &cido citrico fol determinada pelo mé-
todo de Marier & Boulet (7).

Resultados

Sequindo a metodologia ja descrita foram conduzidos 8 ciclos de selecdo, selecio-
nando-se em calda ciclo, o isolado que apresentava o maior valor de titulacio, en—
tre os 30 examinados. Os resultados dos valores de titulac8o s3o apresentados na
Tabela 1. Nessa tabela pode-se ver que o isolado $4-20 deu origem a dois ciclos de
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selegdc, a selecdo 5.1 e a selegio 5.2. No ciclo de selecBo 5.1 foi escothido o
isolade 55.1-12, que deu origem ao ciclo 6.1, o qual s5 foram encontrados isolados
com valores baixos de titulagdo. Fm face disso o isolado 54-20 foi utilizado em ou—
tro cicle de selecdo, o ciclo 5.2, no qual foi selecionado o isolado 85.2-22, que
deu origem & selegdo 6.2.

Os dados da Tabela 1
foram grupados, dividin-
do-se cada conjunto de Tabela 1 - Valores de titulacao (ml de NaOH 0,1N) para
isolados em 5 grupos, e cada isolade, nos diversos ciclos de selecao
para cada grupo  assim
formado determinou-—se o

coeficiente de variacao, celoom 1 2 3 3 s 6 5.2 5.2
[&] qual e apresentado na Crigem W0 S-28 ST §,m1 500 s -12 5N S5 420
Tabela 2. Os dados da Ta-

bela 2 foram analisados Teokados , )

. : ,5 5,7 R . . 45 ¥ &5
estatisticamente  pelo 2 or A s oma m m e
teste de Kruskal-Wallis 3 67 4 62 a1 5.8 L5 5.5 8.2
{11}, constatando-se um 1 05 87 7.4 i 5,8 1,2 5,7 6.6
vaior de H = 18,140 sig- 3 0.7 &35 57 9,2 7.8 2,8 5.8 5,3
nificativo a 5%. A compa- . 3 - 8,4 628 10,2 3,2 1,6 5,7 6.2
Tagac entre os conjuntos ’ RO %S B 83 B2 ns 3B 6
de isolados revelou que 8 A I s 3.8 21
110 di'F . . f ] 0,8 3.3 8,5 7.6 8,2 1,5 6,2 7,1

‘:Xe Terenca Sgnl 1- 10 - 5,4 5,7 3,2 8,4 1,5 3,5 8,7
cativa apenas entre o 1 3,0 40 4,3 8,8 8,9 2,4 5,7 .4
conjunte St e o conjunto 12 35 67 87 1,1 11,04 1,5 4,7 16,3
s5.1. 13 063 1% 4,7 10,0 8.5 11 4,7 7.4

A luﬁ}age‘m. Orj_gin_a}_ 14 6,2 8,3 6,0 8,2 10,0 1.4 4,7 8,0
TGV1D e os iSO]ajOS Sele— 13 6,2 8,3 7.9 5,7 3,8 1,0 3,7 3,5

. - 16 0,5 7.6 7.1 49,2 9,8 0.6 5,2 9,4
cionados am cada ciclo de - A o 55 se so o s Ts
selegao‘ foram §nalls§dos 1 - nE 86 13 5.7 2.4 54 0.6
quanto a produgac de aci- 19 28 40 &2 11,7 8,9 1,2 5,9 5,7

. - .
dos totais e de acido c¢i- 20 44 B2 46 13,0% 8,1 1,0 5.4 8,0
trico. Cs resultados des- z 03 68 57 12,7 8.7 . 7.4 9.7
sa an&lise s3o apresenta- 22 ?3 7': :: 10,7 ;3 8 e 8
T} ] 3 3 3 3 5, A 0,9 A 1,0 4,5 9,2
gos na pt 2 31 Ocslo E)S 24 6,5 7,0 7.0 10,2 1.0 1,6 o, 7R

e_produgao e acu Cl— 2% 0,5 48 63 115 7,9 14 5,1 16,4
trico, apresentados nessa 2 0,4 7,4 7.6 2.8 7,8 1,5 5,5 14,6%
tabela, foram submetidos 27 0,4 69 5% 12,8 7.8 8,9 4,7 9,9
& anilise de wvariancia 3 05 65 8,5 11,7 7,4 1,0 4,8 1,8
(9) mﬂstatan&}—se e va-— 2% S,5% 9,0 7.9 1,1 4,8 2,4 @,4 10,7
1or d,e F = 3.08, Sigr)ifi"" 30 3,6 3,5 &7 8,7 4,8 1.8 5,1 9,2

cativel do nivel de 5%
([graus de Jiberdade: 6
para tratamento, 28 para
o residuo; coeficiente de
variagqo = 17,2%). A come * = linhagem selecicnada; (-} = valor nio determinado.
paragac das medidas de

producad de acido citri-

co, entre os diversos isolados foi feita pelo teste de Tukev {9), e os resultados
s&0 apresentados na Tabela 4, na qual verifica-se diferenca significativa entre a
linhacem 10vi0 e o isolado §3-12.

A Mabela 5 apresenta, para cada ciclo de selecic, a média de titulachc dos diver—
sos conjuntos de isolados bem como os coeficientes de variacdio encontrados. A mesma
tabela também apresenta as médias de titulacio e de producio de acido citrico para
cada isolade selecionado.

20s dados extraldos da Tsbela 5 aplicou-se o teste de correlagio de Spearman
(11}, o qual mostrou que, para os isolados selecionados, hd correlagio positiva en—
tre ciclo de selegio e producdo de acido citrico (rs = 0,723), entre ciclo de sele—
¢&0 e valores de titulagdo (rs = 0,820) e entre valores de titulagao e produgio de
acido cltrico {rs = 0,883}. O meso teste também mostrou que os ciclos de selegdc
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ngo estdc correlacionados com as medias de titulagic dos conjuntos de isolados (rs
= (,486) nem com os seus coeficientes de variagdo (rs = 0,257).

Discussao Tabela 2 - Coeficientes de variacac (em percentagem) re-
. lativo aos dados da Tabela 1, para cada ciclo de selecgio
Atraves da tecnica {valores de 5 grupos para cada ciclo)

de selecdo empregada
foi possivel cbter o
isolado S3-12, cuja
produgad foi  31,3%

Cicle de selecio

maicr do que a da li- I 3 4 5.1 6.1 5.2 6.2
nhagem original

10v10. Esse isolado 102,25 13,52 12,79 13,77 7,26 28,43 3,33 24,52
foi obtido no 39 ci- 66,24 37,49 28,09 37,67 12,30 22,27 23,86 16,14
clo de selegdo. A 30,46 3,53 18,21 41,89 8,87 47,29 18,46 24,82
producio dos isolados 120,15 20,39 15,22 45,87 30,79 23,88 53,26 17,21
que foram seleciona— 121,83 13,71 13,95 42,20 22,52 36,76 11,81 17,30

dos posteriormente
nic diferiu signifi-
cativamente da produ-

30 da linhagem ori- Tabela 3 - Valores de titulagdo (ml de NaOH,0,1¥) e con-
ginal, nrem da produ- centracdes de acido eitrico (mg/wl de meic) da linhagenm
¢éc do isolade S3-12. 10v10 e de cada isclado selecionado, determinados em 5 re~
E possivel que, no 39 petigbes

cicio de selecdo, se
tenha atingido wm

Plata __Para aque}-as Isolados a.c. T a.c. T a.q. T a.c. T a.c. T
condigoes culturais.

No que diz respeito 10v10 72 10,4 108 12,6 72 10,9 143 14,5 9 18,0
a producdo de &cidos 5,29 W00 11,6 00 11,9 107 12,1 143 15,4 107 12,8
totais, © comporta- 857 72 8.8 108 12,8 143 14,6 144 14,5 144 15,5
mente dos  conjuntos S412 43 15,0 144 13,7 143 15,0 143 15,5 144 14,7
de isolados e dos 5,20 43 15,5 143 15,4 167 12,5 144 14,8 143 16,3
isolados  selecicna- S5y 0 11,3 08 13,1 143 16,0 143 14,8 148 13,2
dos, apresentou dife- 56:2—26 143 15,5 115 13,2 136 14,0 143 15,4 143 15,1

rengas. As mé&lias de
titulagioc e os ciclos
de selecdo estdo cor- a.c. - acido citrico; T - titulacio.

relacionados nos iso-

lados  selecionadeos,

mas nao nos conjuntos de isolados, que por sua vez também apresentaram maior varia-
bilidade (Tabela 5}. Esse awmento da variabilidade &, sem divida, wma consequéneia
da agdc da luz ultra-vicleta, que altercu fisiologicamente os isolados de maneira
diversa. A variabilidade dos conijuntos de isolados, contudo, nem awmenta nem  dimi—
nue com ¢ ciclo de selegao , pois ndo estd correlacionada com ele.

A linhagem 10v10 & wra linhagem de alta producdo de Acido citrico, mas apresenta
grande instabilidade, nfo apenas relacionada com a producdo, mas tanbém cor a for—
macdo de setores (13, 14). Nesse trabalho essa instabilidade foi verificada, pois a
produgad de acidos totais se manteve em nivel alto até o ciclo de selegio 5.1 e
caiu bruscamente no ciclo 6.1.

0s mecanismos desssa instabilidade de linhagem 10vi0 ndo foram evidenciados. Nes-
sa linhagem a alta producdo de acido citrico, talvez esteja na dependéncia de subs—
tincias reguladoras, cuja formacio dependeria de genes apenas ativos nos estigios
iniciais de desenvolvimento do fungo. Como a atividade desses genes estaria rela-
cionada com condigdes citoplasmaticas, fatores alterando essas condighes poderiam
interferir com a produgdo de acido citrico. Isso talvez explique os efeitos da luz
uitra—violeta que foram verificados nesse trabalho e os efeitos de algqums meics de
culturas (8), utilizados na manutengdo da linhagem.
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Tabela & - Teste de  Tabela 5 - Valores de titulacao (ml de ¥aOH 0, 1X) para os
Tukey para os dados de  conjuntos de isolados e os isclados selecionados, com os
producio de acido ei-  respectives coeficientes de variacao (C.V.) e concentra-
trico da Tabela 3 gbes de dcido citrico (mg/ml de meio) para os isolados

selecionados, em cada ciclo de selegac

Isolados Medias
Conjunto de isolados Isoladns selecionados
53 143,4 a Cicle de selegio Titalagis TFitulagao fcido citrico
Sq 136,0 a b Misiiias C.v. () MEdia C.v. (%) {ro3dias)
56 136,0 a b 0 - - 11,68 14,25 94,8
1 1,373 ,72 10,84 11,4
s 128,0 a b 14,8 I :

5 2 7,476 22,9 13,22 18,76 123,2
5, 122,22 b 3 6,548 17.8 14,78 4,04 143,4
s1 1ti,4 a b 4 9,383 32,2 14,90 8,66 135,0

10vi0 94,8 b 5.2 5,373 18,5 13,80 12,9 128,0
6.2 8,660 25,72 14,84 7,21 135,0

Valores  seguidos da

mesma letra nac diferem  Agradecimentos

entre si, ao alvel de

5% de probabilidade. Os autcores desejam expressar 0s seus agradecimentos ao

NPg e a FAPESP, pelo auxilic financeiro concedido.

Referéncias Bibliograficas

1.

2.

10.

Bonatelli Jr., R. - Estabilidade e producc de Aacide citrico em dspergillus
niger. Piracicaba, ESALD, 1977. (Tese de Mestrado).

Bonatelli Jr., R. - Parassexualidade e produgio de acido citrico em Aspergillus
niger. Piracicaba, ESALD, 1981. (Tese de Doutorado).

Das, A. - Strain selection in citric acid fermentation: a review. Cur. Science,
41:593-596, 1972,

Doelger, W.P. & Prescott, S.C. -~ Citric acid fermentation. Indust. Eng. Chem.,
26:1142-1149, 1934.

Gardner, J.F.; James, L.V. & Rubbo, S.D. - Production of citric acid by mutants
of Aspergillus niger. J. Gen. Micrcbiol., 14:228-237, 1956. '

James, L.V.; Rubbo, S.D. & Gardner, J.F. - Isolation of high acid yelding
matants of Aspergilius niger by a paper culture selection technique. J. Gen.
Microbiol., 14:223-227, 1956.

Marier, J.R. & Boulet, M. - Direct determination of citric acid in milk with an
improved pyridine -~ acetic anhydride method. J. Bairy Sci., 41:1683-1692, 1958.

MNehr, M.A. & Bonatelli Jr., R. — Efeitos do meic de cultura na producao de
acido citrico em dspergillus niger. Ciéncia e Cultura, 7 (Suppl.):667, 1981.

Pimentel, G.F. - Carso de estatistica experimental. 3.ed. Sac Paulo,
Piracicaba, 436p., 1966.

Raper, K.B. & Femnel, D.I. — The gemus Aspergillus. Baltimore, William and
Wilkins, 686p., 1965.



11.

12.

13.

14.

39

Siegel, 5. - Estatistica nZo-paramétrica para as ciéncias do comportamento. Sio
Paulo, McGraw-Hill, 350p., 1975.

Silva, J.C. - Selecdc de dspergillus niger para produgao de &cidos. Campinas,
Universidaade BEstadual de Campinas, 1977. (Tese de Mestrado).

Silva, J.C. & Azevedo, J.L. — Radiacdo gama e instsbilidade em Aspergillue
niger. Rev. Microbiol., 9:156-158, 1978.

Silva, J.C. & Azevedo, J.L. - Utilization of gamea rays in the selection of
Adspergillus niger for acid production. Rev. Brasil. Genet., 1:41-49, 1978.



90
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Resumo

Foi estudado o lipopolissacarideo (LPS) de Compylobacter
Jejuni. O método de extragdo utilizado proporcionou wm 1i-
popclissacarideo de consideravel pureza. A caracterizagio
quimica &o material revelou a ocorréncia dos chamados aci-
cares basais glicose, galactose, hexosamina, acido 2-ceto
3deoxi D-octdnico (KDO}, além de acido glicurdnico e fos-
fato. No estudo da atividade bicldgica realizado em ani-
mais, uma DLgg de 274pg em camudongos e o aparecimento das
lesCes caracteristicas da reacdo de Shwartzman local, de-
monstraram claramente o potencial endotdxico do LPS de C.
Jejunt.

Sunmary

Chemical  composition and biological aciion of
Lipopolysaccharide (LES) of Campylobacter fetus ss. jejuni

The lipopolysaccharide of Campylobacter Jejuni isolated
from faeces of & pacient presenting gastroenteritis was
studied. The chemical characterization of the material
showed that it is constituted by the so called basal sugars
namely: glucose, galactose, hexosamine, 2-keto 3-deoxy
D-octonic acid (K0}, and by glucorcnic acid and phosphate.
A Digg of 274ug for mice and the appearance of
characteristic lesions of local Shwartzman reaction clearly
demonstrated the endotoxic potential of the LIPS of C.
Jejunt.

* Trabalho realizado no Dept? de Microbiologia Madica, Institutc de Microbiologia da
JFRI, com auxilio do CQPg e FINEP.

Rev. Microbiol., SZo Paulo, 14(2):90-96, Abr./Jun. 1983.
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Introducdo

Microrganismos do género Compylobacter S20 atualmente reconhecidos como importan—
tes patdgenos humanos, por estarem envolvidos em guadros septicemicos (26), menin—
gites (17, 33}, artrites {2, 30) e infeccBes urindrias (5} entre outros, sendo, a
subespecie C. fetus ss jejuni (C. jejuni) a de maior significado particularmente na
&rea pedidtrica pelo comprometimento do trato intestinal.

Apesar do pouco conhecimento acerca de sua fisiopatogenia, as manifestagbes cli-
nicas provocadas por (. jejuni permitem que a infecgdo possa ser referida como uma
gastroenterccolite. Al&m das observacBes sigmoidoscipicas de ulceragSes e abscessos
na macosa intestinal de pacientes com gastroenterite, o frequente aparecimento de
sangue e muco nas fezes sugere uma agdo invasiva no intestino (3, 13, 14). Contudo,
ainda & desconhecidc © mecanismo pelo qual o microrganiseo se adere e destréi a
membrana das c&lulas intestinais (11). Provaveis mecanismos de agress3o tais como a
produgdo de enterotoxinas e/ou a presenca de fatores de colonizagio em mucosas nso
estio ainda bem estabelecidos em relagio ao C. jejuni (9, 11). Mo entanto, & sabido
que alqumas patologias intestinais podem estar relacionadas 3 acio de cutros mate—
riais da superficie bacteriana, oo & o caso da endotoxing (representado pelo li-
popolissacaridec (IPS) de microrganismos da familia Entercbactericceas (29, 32).

Este trabalho descreve a extrac@o, purificagio, caracterizacic e avaliacio de ai—
quns efeitos bioldgicos do IPS de (. jejunt.

Material e Matodos

Cepa bacteriana - A cepa de Cuampylobacter jejuni foi isolada de fezes de una Crian-
¢a portadora de gastroenterite, na cidade do Rio de Janeiro (21).

Cultive e colheita do organismo - C. jejuni foi cultivada em 5ml de caldo mutritivo
{Brucella Broth, Difco Detroit, MI, USA), até a obtencio de uma suspensio de absor-
bancia {Ag4p) 1,7. Essa suspens®o foi semeada em placas com agar sangue, sendo a
base o Rgar Brucella (Difco), suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carnei-
ro. A& incubacdo foi feita em atmosfera de 5% Op, 10% GOy, 85% Np a 379C por 24
horas. A massa celular de cada placa foi colhida assepticamente com Sl de solucao
salina tamponada cam fosfatos (PRS) §,02M, oH 7.4, e lavada 3 vezes.

Isolamento do LPS ~ Rs células Integras de (. Jejuni foram tratadas com fenol
aguoso & 45% (w/v} segqundo Westphal & Jann (31). Apds a 32 extracdo, tanto as fases
aquosas como  as fendlicas foram centrifugadas a 10.000g durante 1 hora e, os
sobrenadantes, dialisados por 3 dias contra agua destilada foram tratados com
acetona (3 vol.) a 4°C na presenga de tragos cloreto de magnésio (Difco). Apds 2
horas a 4°C, o precipitado obtido por centrifugagic a 5.000g por 10 minutos foi
dissolvido em tampio Tris (hidroximetilmetanc) 0.025M pH 7.5 e a solucio dialisada
contra o meswo tampdo durante 18 horas. A fragdo nfo dialisdvel depois de ser tra-
tada com 15mg/ml de RMAse pancreitica bovina {Sigma) e Tmg/ml de DMAse pancreatica
{Sigma) por 18 horas a 379C sob agitagdo, foi centrifugada a 4.000g por 1 hora. O
sobrenadante foi subwetido a centrifugacio a 100.000g. Os sedimentos foram tratados
com 30ml de uréia 6M, lavados com igua destilada e liofilizados.

Endotoxing padredo - Una preparacic comercial da endotoxina de Escherichia coli
0111By, fol obtida do Laboratdrio Difco.

Caracterizagio quimica do LPS - a) Varredura espectrofotometrica - Ambas as fases,
aquosa e fendlica, foram sulmetidas 3 varredura na faixa entre 300 a 190nm (Spec-
trofotometer Acta C-111 Beckman); b) Andlises quaniitaiivas — Métodos colorimétri—
cos padrdes foram utilizados nas seguintes determinacGes: proteinas pelo método de
Lowry & col. (15}; acidos mucléicos pelo método de Dische (6); fosfatos pelc método
de Ames (1)}; nitrogénio pelo método de Schiffiman (23); carboidratos totais pela
reagac do_ fenol-cido sulfirico (8); &cido 2-ceto 3-deoxi D-octdnico {(KDO} pela
reagac do acido ticbarbitirico (28); metil pentoses pelo método de Dische & Shet-
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tles (7); hexosaminas pelo método de Johnson & coi. (12); e) Determinacic dos mo-
nossaearideos neutros - Aglcares neutros foram identificados e quantificados por
cromatografia liquido-gas (g.l.c.) dos seus derivados alditol acetatos obtidos apds
hidrblise do IPS com acido triflucracético {TFA) €N, de acordo com a técnica de
Sawardeker & col. (22}. A cromatografia foi feita em coluna (6ft x 1/8in) contendo
neopentilglicolsuccinato {NPGS) 3% am 100/120 gaschram Q a 200-215¢C, utilizando-se
cromatografo de fase gasosa (Varian Aerograph série 2.400). Os picos foram identi-
ficados pela comparacio com os tempos de retengdo de padrdes acetilados; d) Deter—
minagde dos agucares deidos - Foram determinados segundo a técnica descrita por
Taylor & Conrad (25), utilizando-se carbodiimida sollvel em &gua  {Sigme Chemical
Company, MO, USA}. Os derivados alditol acetatos foram determinados pela g.l.c.,
nas condigdes acima descritas; ) Determinagdo de compostos aminados - O LPS, apds
hidrélise com &cido cloridrico 6N por 18 horas, a 1009C, fol seco em concentrador &
vacuo e lavado 3 vezes com ITml de Agua destilada. Os aminoicidos foram analisados
por cramatografia de troca iGnica em analisador de aminoacidos ("Beckman model
120C") segundo método de Spakman & col. (23}, modificado por Piez & Morris {19).

Caracterizagdo biclégica do LES - a} Letalidade para camindongos (DLgp) - Camundon-—
gos de 4 a 6 semanas pesando de 27 a 30g foram divididos em grupos de 6 animais e
inoculados intraperitonealmente cam solugdc aguosa de LIPS variando de 500 a
62,5ug/ml. O nfmero de mortos foi registrado apds 48 horas de observagic e a Digg
calculada pelo metodo de Reed & Muench (20). Paralelamente foram realizados testes
cam IPS de E. cold Oy19Bg (Difco), B. coli 04y e Yersinia enterccolitica O3 (ex~
trajdos e purificados, conforme o procedimento descrito antericrmente); b) Reagdo
de Shwartaman local - Coelhos brancos pesando de 2 a 2,5Kg foram inooculados intra~
dexrmicamente com  solugdes de LIPS variando de 300 a tug/0,1ml em variocs locais do
dorso depilade e apds 18 horas desafiados endovenosamente com 10ug/ml de IPS de K.
coli O194By. Coelhos que desenvolveram as tipicas lesOes do fentmeno 4 horas apds a
dose desencadeante, tiveram os resultades positivos. Foram realizados testes cam
1ps de €. jejuni e Y. enterocclitica O3.

Resultados

A composicfo quimica do LPS de . jejuni & apresentada na Tabela 1. O IPS de (.
jejuni foi evidenciado somente na fase aguosa, sendo o rendimento do metodo da or-
dem de 0,5% (w/v) da massa celular processada. A auséneia de absorcio a 260nm na
varredura espectrofotoméirica sugerin estar a preparacio livre de dcidos nucleicos,
o que fol confimmado pela baixa porcentagem (0,5%) obtida na técnica de Dische. O
conteddo de proteina foi de 1,5%; a hidrdlise acida do IPS e posterior cromatogra~
fia de troca ifnica, revelos a presenca de 16 amincacidos {3,75%) apresentando-se
em maiores proporgdes a alanina (0,509%), glicina (0,621%), lisina (3,353%) e acido
aspartico (0,247%); os demais estavam presentes apenas em tragos.

A hidrdlise &cida do LPS e posterior g.l.c. revelou ser a porgdo polissacaridica
do IPS constituida de 2 acilicares neutros: galactose e glicose, presentes quase na
mesma proporgdc; O aglcar acido detectade fol o acido glicurdnico. Nao foram encon-
trados metilpentoses. 0s resultados apresentados pela carbinacdo de colorimetria e
g.l.c. demonstraram a presenga e glicose, galactose, dcido glicurOnico, KDO, hexo-
samina  (provaveluente glicosamina), fosfato e aminoacidos em hidrolisado do IPS. A
letalidade (BLgg) para camundongos de cada uma das preparagdes de LPS & apresentada
na Tabela 2.

Os resultados da reagdo de Shwartzman local induzida pelos IPS de O. jejuni e Y.
enterceolitiea O3 estiio representados na Tebela 3. Com esse teste ficou demonstrado
ter o LPS de €. jejuni menor toxicidade que o de Y. enterocolitica 03.

Discussao

As endotoxinas extraidas de microrganismos pertencentes a certos gSneros da fami-
lia Entercbacteriaceas contém como cowponentes caracteristicos, o acido 2-ceto
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3—deoxi D-occtdnice (KDO}, heptose e lipideo. Aiém Tabela t - Composigde qui-
desses, apresentam actcares como glicose, galac- mica do lipopolissacarideo
tose, hexosaminas, 6-—decxyhexose e dJi-decxyheso- {LPS) extraido de Campylo-
ses (16). A anadlise quimica do IPS de ¢. Jegjunt bacter jejunt

dbtido na fase aquosa do processo de extracdo
utilizado revelou a presenca de glicose, galacto-
se, ¥DO, hexosamina, fosfato e proteinas. Apesar
de ainda n3o texmos caracterizadec o© compongnte e
lipidico da molécula, a hidrdlise dcida desse LPS Componentes
liberou componentes glicidicos e um precipitade
insolivel, presumivelmente lipideo A. 0 &cido

glicurdnico encontrado pode ser considerado como Carboidratos totais 41,60

R componente convalentemente ligade ac LIPS, pois metil pentose 0,00

a purificacgdo desse material, através, principal- Glicose 5,73

mente de ultracentrifugagdes sucessivas, nao per— galactose 5,17

mitiria a determinacdo desses acidos no 23, se icido giicurfnico 1,64

foss:_am eles somente provenientes de wna incomple- . ; 2,20

ta dissolugac do material capsular., i 6.70
Sendo ¢ antigeno O da cepa de (. jejuni estuda- . ) '

do constituldo sb dos chamados aciicares basais Protelnas totals 1,50

{glicose, galactose, KDO, hexosamina) e acide Aridos mucleicos 4,50

glicurdnico, ndc possibilite talvez um nanero amincdcidos 3,75

miito grande de sorotipos dentro dessa espécie.  Fosfatos 3,48

Evidentamente, maiores especulacdes nesse campo Nitrogénic 3,00

s6 poder@o ser feitas apls a continuidade dos es-

tudos relativos & composicio do antigeno O e de

estudos sorcligicos profundos com grande namerc

de amostras de . jejunt. KDO. acido 2-cetoc 3-deoxi
As murercosas atividades endo— D-octdnico.

toxicas dos lipopolissacarideos

tais como, pircgenicidade, le-

talidade em animais, reacgdo de Tabela 2 - DLgg observada em camundonges inocu-

Shwartzman local e generaliza- lados com preparactes de lipopolissacarideo

da, alteragdes no quadro hema- (1.PS} de diversas origens

toldgico e immnelogico e chogque
entre cutras, sac atrituidas &
porgdo  lipidica (lipideo A)
dessa estrutura (10). A toxici- Les DLsg (ug)* Peso dos andmais  DLsg fug/g)
dade do LPS extralde do €. je—
Junt fol estudada "in vivo"
atraves da reacic de Shwartzman

. jejuni 274 30 9,13

¢
local em coelhos e pela  deter— £ coli Oyaaly e 0 " 8,33

: ~ £. zoli Oyy 250 30 8,33
minageo da DLsg em camundongos. Y. onterosolisica 03 225 27 4,63

A DLgp de 274ug optida para o
iPs de (. jejuni demonstra mar-
cada potencialidade endotdxica
desse material, pois esse valor % Calculada pelo método de Reed & Muench (20).
se situcu bem proxime dacqueles

" obtidos com lipopolissacarideos

de cutros enteropatOgenos classicos, camo o de 250ug para o LIPS de E. ooli 014,
22519 para o LIPS de Y. emierocolitica 03 e 230ug para o LPS de £. coli Og (18). A
obtengio de regides necrosadas e hemorragicas caracteristicas da reag3o de Shwartz—
man local, induzida pelo LPS de . Jejuni, revela claramente o potencial endotdxico
desse constituinte da parede celular, se bem que a dose minima necessaria para a
producdo de lestes (50kg) & bem superior a minima necessaria para a indugdo da rea-
cac cam o LPS de Y. entarocolitica O3 (5ug) -

Apesar de ajnda ndo termos caracterizado quimicamente o constituinte do lipopo-
lissacarideo responsavel pela atividade biol&gica, & possivel especular sobre a en-
dotoxicidade do LPS de £. jejuni em fungdo dos resultados obtidos nos testes bicld-
gicos; eles apresentaram uma similaridade entre esse IPS e os extraldos de outros
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enteropatigenos.

Se confirmarmos os resultados obtidos por Butzler & Skirrow que demonstraram ex-—
perimentaimente a invasio de mucosa intestinal pelo . jejuni em pintos (4), logi-
capente a toxicidade de seu IPS contribuiria para a severidade da infeccio entéri-
ca.

Tabela 3 - Resultados observados na inducioc da reacao

de

Shwartzman local em coelhos inolculados com lipo-

polissacarideo (LPS) de Compylobacter jejuni e Yersi-
nta enterocolitica 0

3

% de animais com reagdes positivas *

rs
300 150vg  100pg S0y 10pg Sk Tug  salina
. Jeguni 100 100 100 100 0 0 9 a
1. enterocoiitica O3 100 100 106 i) 100 100 L] 0

#* Dose desencadeante: 10ug de LPS de E. eoli O

11134

inoculados por via endovenosa.
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Resumo

Foi realizado estudo bacterioldgico com o agente etioldgico
do eritrasma. Os resultados dbtidos indicam que sob o ponto
de vista bioquimico o C. minutissimum corresponde a um gru~
po camplexo. Todas as amostras estudadas foram enquadradas
nos biotipos propostos por diversos autores para esse mi-
crorganismo; até trés tipos diferentes de difterdides fluo-
rescentes foram isclados do mesmo paciente; em alquns casos
difterGides de flucrescancia rdsea foram isolados juntamen-~
te com agueles de fluorescéncia vermelho coral. Pelas .ca—
racteristicas biogquimicas observadas neste trabalhio, con-
clui~se que o agente d0 eritrasma é semelhante a diferentes
- espécies de Corynebacterium anteriormente descritas. Pro-
phe-se um esquema de grupagem simples oo 5 biotipos.

Summary

Studies on the causative organism of "erythrasma®, I - The
characterization of fluorescent diphtheroids

A study of micrcorganism causing erythrasma was carried
out. vidence was produced indicating that, ¢. minutissimm
has the biochemical characteristics of a complex microbial
group bat that all of the strains could be included in
groups already described; that up to 3 different types of
fluorescent diphtheroids could be isclated from the same
patient; that pink—fluorescent dJiphtheroids were also
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isolated with coral-red fluorescent bacilli; that bases on
its biochemical characteristics, the causative agent of
erythrasma can be classified in classical species of
Corynebacterium. A simple classification in five gromp are
described.

Introdugao

Desde que Sarkany & col. {15} propuseram etiologia bacteriana para o eritrasma
(. wminwtissimen), alguns autores estudaram a atividade bioquimica deste difteroi-
de.

Hrbora Sarkany & col. (16) descrevessem o microrganismo com um comportamento bio-
quimico definido, os difterdides isolados de lestes de eritrasma, por outros auto-
res, apresentaram atividade bioguimica varidwel, permitindo & suposicdo de que a
nova espéecie envolvesse uma variedade de bastonetes fluorescentes (3, 12, 18, 19).

A possibilidade de formar grupos com bastonetes corineformes pode ser observada
em trabalhos diversos. ovans {6} apoiada em cinco testes de laboratério, organizou
esquena de classificagdo que possibilitou a divisao desses difterdides em sete gru-
ros (biotipos). Utilizou testes de fermentacso de glicose, maltose, sacarose, redu-
¢80 de nitrato e hidrdlise da urdia. As amstras de trés dos seus sete biotipos ndo
corresponderam a gualquer das espécies descritas por Breed & col. (2) de acordo com
seus comentirics criticos. Holt (9} adicionou dois testes, produgdo de acetoina e
hidrdlise de gelatina, ¢ consequiu ampliar para quinze o nimero de grupos {bioti-
ros). Somerville (19) desprezou alquns dos testes propostos por Bvans (6} e Holt
{9) e introduziu a pesguisa de fluorescéncia e a atividade lipofilica e lipolitica.
Trabathando apenas com difterdides isolados da pele, definiu quinze biotipos dife-
rentes, sete fluorescentes e oito ndo flucrescentes. De acordo com Marples {11) a
lipofilia seria uma caracteristica importante para a divisdo desses microrganismos
porue refletiria a sua atividade “in vivo". Entretanto, no trabalho de Sowerville
{19) somente 3% das amostras lipofilicas foram isoladas da pele da testa, onde a
concentracgo de lipideos & muito alta. Este fato leva-nos a questionar se a ativi-
dade lipofilica “in vitro" corresponderia d atividade "in vivo".

Sequndo Somerville (19) seu esquema de classificagac parece permmitir resultados
que podem ser ecologicamente expressivos, enbora ndc reflita basicamente diferencas
findamentais entre as amostras. A grupagem por testes simples e apliciveis em um
grande nlmerc de amostras seria vantajoso, embora estudos adicionais fossem neces—
sarios. Nesse sentido a anilise soroldgica poderia ser proveitosa sob o ponto de
vista de identificacdc especifica. O meio de agar chocolate telurito (ACT) wmostrou
ser de grande eficicia quando comparado acs meios de Pai, Mueller-Hinton e TC-199
{*}. Nesse meic (ACT) desenvolveram-se tipos coloniais diferentes de difterdides
fluorescentes cu nao, a partir da mesme lesap, ou ainda, de individuos aparentemen—
te sadios. O meio B de King foi considerado como uma alternativa na evidenciagic da
fluorescBncia vermelho-coral em complementacdo ao meio ACT (7), wra vez que neste
nao se observa a fluorescéncia. Outras corinegbactérias descritas anteriomente ao
€. minutissimum sao tarbém fluorescentes {19). O cbjetivo deste trabalho & estudar
as caracteristicas bioquimicas desses difterdides fluorescentes isolados de eri-
trasma e de individuos sadios e tentar classifica-los entre as diferentes espécies
de Corynebacteriwm ja descritas.

{*} FPormiga, L.C.D.; Assis, T.L. & Suassuna, I. - Camparagac de meios de cultura
para o isolamento do Corynebacterium winutissimm dOS eSpacos interdigitais
dos pés. An. Bras. Dermatol. (a ser publicado).
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Material e Metodos

Estirpes bacterianas — a. Cinquenta e cinco amostras de difterdides fluorescentes
{vermelho-coral., alaranjado)}, identificadas como . minutissimm, isoladas de trin-
ta e seis individuos, sendo que quinze deles possulam lesSes fluorescentes; gquator-
ze com lesdes ndo fluorescentes, mas nas quais ndo se caracterizou dermatofitos ou
Candida sp., e de sete individuos sadicos, cujo meterial foi colhido a nivel do 49
espace interdigital de um dos pés; b. AZmostras-tipo referidas na Tabela 1, escolhi-
das principalmente entre agquelas de origem humena; e. Conservagao das amostras, em
*Cystine Tripticase Agar-BBL" (CTA) & temperatura ambients, renovando-se o repique
a cada 90 dias (8).

Caracterizagdo bioqui- Tabela | ~ Caracteristicas bioquimicas de amostras-padrio
mica — Os testes bio- de’ Corynebacteriwn

quimicos foram esco-

lhidos entre aqueles

utilizados para a bio- [
tipagem de difterdides Teste Glicose Maltose Sacarose Mitrato Urdia luz  de

{6, 9, 12, 19} e entre Espicie wood

o8  de identificacdo
especifica das corine—
bactérias (2, 4, 8,
14). a. Testes de fer—
mentagdo - 05 testes
de utilizacdo de car—
bchidratos Tforam rea-
lizados em CIRA conten—
do 1% do substra-
to-teste (glicose-Fis—
her, maltose-Fisher, A = reacdo acida; (-) = reacao negativa; (+) = resultado
sacarose-Fisher, amido positivo.

soliwel-Merck, galac-

tose-Gurr e fruto-

se-BRL). A incubaclo foi em aercbiose, & temperatura de 37¢C. O indculo correspon-
deu a wma algada (+ 4mm de difmetro) de um cultivo com 24 horas no melo basico (CTA
sem carbohidrato). A leitura foi realizada durante 7 dias, anotando-se os reswita-
dog diariamente; b, Teste de fermentagdo de glicose - Foi realizado sequindo a
orientacZo de Hugh & Ieifson {10) a partir de uma culbura de 24 horas em “Brain
Heart Infusion Agar" (Difco). A incubagdc e a leitura foram feitas nas condicSes
anteriores; e. A pesquisa de atividade uredsica, foi realizada no meio de Christen-
sen utilizando indculo asbundante a partir de uma cultura de 24h em "Brain Heart In-
fusion Agar" (Difco). Os cultivos foram examinados apds 4h de incubacdo sendo as
culturas negativas cbservadas diariamente durante 5 dias; d.' A pesquisa de catalase
foi feita no meio gue serviu para a retirada do indculo do teste anterior; e¢. Redu-
edo de nitrato a nitrito ~ De acordo com a téonica usual e descrita por Bier (1);
f. A pesquisa de fluorescéncia sob lampada ultravioleta (375om) foli realizada no
meio B de King (5, 7) distribuido em placas de Petri de 90mm de digmetro, em volume
de 20ml. A inoculagdo foi feita a partir de cultura de 24h em meio CTA (BBL} fazen-
do~-se estrias na superficie do agar. 2pds incubagdo durante 24h o cultivo foi ilu-
minado com lampada UV em cimara escura, anotando-se o resultado camws negativo apds
o 49 dia de incubagio (7); g. Comportamento em presenca de “tween 80" (19} efetuada
em agar nutriente {Oxoid) e agar mutriente contendo 1% de "tween 80". A incculac@o
foi feita a partir de diluicdo adequada de cultura com 24h no meio basico fazen—
do-se estrias na superficie do agar, afim de obter-se coldnias isoladas. Apds incu-
bacic durante 48h anotou-se o resultado da atividade lipofilica ou inibigdo do
crescimento, enguanto que a atividade lipolitica foi cbservada cam 72h.

. diphtheriae {NCIC 3983)

. zerosis [AXCC 373)

. minutissimor (HCTC 10288}
. striatum (BIOC 6940)

. renale [ATOC 18412)

. equi (MIOC 7698}

. hoagii (ATCC 7005)
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Resultados

A Tabela 1 apresenta os resultados das amostras-padr3o. Chservamos camportamento
idéntico entre as espécies (. equi e O, hoagii de wm lado e C. zercsis e (. stria-
twm do outro. Com as cutras amostras chservou-se em conum apenas a fluorescéncia.
05 resultados do comportamento das 55 amostras de difterdides fluorescentes sdo
apresentados na Tabela 2. Im relac2o & pesquisa de fluorescéncia dos difterdides no
meio B de King, foram estudadas cinquenta e duas amostras (foram excluidas 3 amos—
tras catalase negativas), gue apresentaram no "TC-medium 199" fluorescéncia verme-
Tho-coral em trinta e sete ocasides, alaranjada sete vezes e rosea oito vezes. Das
amostras com fluorescencia vermelho-coral apenas duas formeceram resultados infe-
riores no meio B de King em comparagao com o "IC-medium 199". As de fluorescéncia
alaranjada camportaram—se de modo semelhante e as oito amostras rdseas apresentaram
flucrescéncia vermelhz no meio de King.

Tabela 2 - Caracteristicas bioquimicas das 55 amostras de difterdi-

N p ! P e e
des fluorescentes isolados de lesoes de eritrasma e de iadividuos
aparentemente sadios

Teste Comportamento
Gioose . Reduedo HideSlise redo oom “Tween

N da 3 e daf " Identificacio
xwstra Pratose Maltose Sacarese Galactsmey  Nicmto  Urdia Lph. LF. Inib. EQvEvEl M
20, 32, ¥ A s A A 2/3 - 23 - 13 £. xoresis
2, 9 A - A A - - 2 - /2 L. shriatum
8 [N A - A - + T - - C. bovie
4, B, 12, 15, 16, 18,
27, 28, 29, 35, 36, 38, By A A - 9/20 2720 B/20 11720 3/20 €. zeresis
43, &4, s, 47, 51,
32, 54, 35
3, 23, 3, 33, 29, J. xmeresis au
11*, 53 A A - - 17 17 UroT AR C. bavis
19, 25 A - A - - - 1 ~ 1 L. siriatem
5, &, 10, 28, 26, 400 A - - - /6 - 2/6 376 /e €. =crosis
7. 11, 13, 18, 17, 2%,
22, 30, 37, 42, 45, - - - - 2/14 - EZLER VAN T €. Roagii

49, 50, 58

LpL = atividade lipolitica; LpF = atividade lipofilica; Inib. =
inibig¢ao de crescimento {parcial); A = reacdo dcida.

(#) = amostras catalase negativas; (%%%) acido 2a partir de amido
(*%%*} baseada nos resultados das amostras padrdo (Tabela 1) e na
iiteratura disponivel.

A Tabela 3 permite cbservar biotipos diferentes de difterdides fluorescentes iso-
lados do mesmo paciente, com base nos esquemas de classificagdo propostos por Evans
{6}, Holt (9} e Somexrville (18}. Entre as amostras que possuem comportamentos maito
similares h& a possibilidade do encontro de pele menos um resultado diverso. Deste
modo se fizeram notar os resultados do teste de comportamento em presenca do "tween
80" entre aquelas de resultadcs semelhantes {caso 1199).

In quatro outras cportunidades encontramos amostras cam dois testes de resultados
diversos e onde se expressa mais uma vez, em maior nimerc, & analise do comporta—
mento em presenca de "tween 80" que se samou a um dos outros testes {(casos 1014,
nitrato; 1403, sacarose; 1161, catalase e 1191, sacarcse e catalase). Nos casos
restantes (931, 1253c e 967) as diferencas foram mais acentuadas.
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Na Tabelz 4 procuramos grupar os microrganismos catalase positivos tomando como
base apenas trés testes de fermentacfio (glicose, maltose e sacarose) porque a mesma
abordagem fora anteriormente indicada para os difterdides nfo flucrescentes de ori-
gem humana (8). :

Tabela 3 - Tipos de difterdides fiuorescentes isclados do mesmo pa-
ciente

NG Teste . B Gropos  de
do ea Coportamento  Redugae Midrolise |
e de :
HOSENAS Glicose Miltose Sacarose o “Tween 80Y nitrabe dx wréia  Bvons Samrville Eolt
93 [} A A A Ipl - - D 2 4
(5} A - - Ipl - - (] 2 s
1041 (12) R A A IgF + + ) 3 2
(1) - - - Lk - - G 7 13
{13) - - - Inib - [ 7 15
1158 16) A A A IpF + - A 3 176
(18) A A A Indh + - A 3 1/6
an - - - e - - G 7 13
1195 28) A A A oF - - D 4 4
(29) A A A I8k - - B 2 4
{z20) - - - igF - - [ 7 15
1199 {32) A A A gk - - a 3 1/6
(38) A A A Inib - - A 3 16
i31) A A - Inipo + - c 3 7/8
{33) A A - ks - - F 5 571t
1225 {39) A A - Inio - - ® 5 5711
{HAN§ A A - IoL - - 7 8 5/
I A - - L - - b 8 )
1253 {44) A A A Inik - + E 4 3
{45) - - - Inib - - G 7 13
1403 {54} A A A 223 - - P 2 4
{53) a A - v - - B 5 5/%1
967 {81 (M) A LS A praay - - D 4 4
7 - - - Paibk - - G 7 13
1161 Lodzim - - - Tnib - - fc3 T i3
£22) - - - ipF - - P 7 11
191 {25} %) A - A LgL - - o & i.r
{26) A - Lpk - - 2 3 3

(*)} = individuos aparentemente sadios; Lpl = atividade lipoiitica; LpF
= atividade lipofilica; Inib., = inibigao parcial do crescimento; A =
reaczo 4cida; § = amostras nepativas; {(.) = tipos nao encontrados pe—
los auntores.

Discussio

Camportamento bioquimico diverso dos difterdides fluorescentes isolados de eri-
tragma ou de individuos aparentemente sadios fol anteriormente descrito (3, 12). A
grande versatilidade bioquimica desses microrganismos tam dificultado a formagdo de
mm esquema de diferenciacdo que permita incluir novas amostras.

Alguns dos microrganismos aqui estudados nao poderiam ser classificados entre os
biotipos propostos por Bvans (6) ou Holt (9), mas todas se enguadraram num dos gru-
pos de Somerville (19). Por cutro lado,nso encontramos entre nossas amostras nenhu—
ma pertencente ac biotipo 1 da autora, o que ndo & de todo estranho porgue nos seus
trabalhos representa o grupo mencs encontrado.

0s resultados da Tabela 3 podem documentar o grau de dificuldades ne sentido de
grupagem, em decorréncia da dbvia versatilidade bioquimica destes microrganismos e,
ainda, apresentar dados aparentemente originais - © encontro de tipos diferentes de
difterdides fluorescentes a partir do mesmo paciente ou de individuos aparentemente
sadios. Se considerarmos os esqguemas de classificagdo de Evans (6) ou Holt (9), pe~
lo menos tres biotipos diferentes podem ser considerados (caso 1199), embora, ape-
nas dois biotipos fosseam encontrados se respeitada a proposta de Samerville (19).
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Entretanto, se levar-se em conta o comportamento frente ao "tween 80" e o teste de
reducio de nitrato como indicadores de grupos diferenmtes, no mesmo caso, quatro
bictipos diversos podem ser considerados.

BEa cutras oportunidades pode
ser ancotado que o esquema de
Somerville {19}, dque no caso Tabela 4 - Biotipos de diftercides fluorescentes
acima referido conseguiu redu-
zir o ninero de biotipos encon-
trados no mesmo paciente, agora

ode ser ULLIa0 o Hate  am Tl w7 e ST
dade oposta. No casc 1195 foram o 1973 (19) fo
isplados difterdides pertencen—

tes a trés diferentes biotipos

de Somerville (19) e que seriam z S b a 2 2 5
referidos apenas como dois bio- 3 s
tipos de acordo com Holt (9) ‘ 2
onde teriamos os biotipos 4 e

15 e com Evans (16) o biotipo = ? 2R - ) :
D. Este esquema mais recente

apresenta a desvantagem de oo —_— 4 N _ a . 4
locar em biotipos dJdiferentes

amostras que apresentam uma v 5 a - - 2 2
atividade bicquimica semelhante p 3

e ainda de ccolocar o MesmO

biotipo amostras com atividades v 13 - - - 7 13
diferentes. o exame 1195 (Ta-

bela 3) cbserva-se que as amos—

tras 28 e 29 do meswo biotipo

de Fvans {6) ou de Holt (8) siao (#} = n3o foram incluidas amostras catalase ne-—
colocadas aem biotipos . diferen— gativas; A = reagac acida; (-) = reacio negati-

tes sequindo a orientagdo de vay; (#%) = nimerc de amostras encontradas nos
Somerville (19). De modo inver— grupos de Somerville.

50 as amostras 4 e 5 do caso

9371 {Tabela 3} s&c colocadas no

mesmo biotipo.

A impossibilidade de classificar algumas amostras pele esquema de Evans (6) e pe-
1o de Holt (9) indicam a insuficiéncia dos dois esqguemas. Essas amostras podem  ser
encontradas na Tabela 3 casos 931, 1014, 1195, 1225, 1191. As demais na Tabela 2,
mmeros 10, 48, 49 quando consideramos Evans (6) e 2, 6, 9, 19 e 24 para Holt (9).
Somerville {19} e Holt {9) nfo procuraram fazer wma correspondéncia com as espécies
de Clorynebacteriun anteriormente dJdescritas. Fizemos esta correspondéncia e ainda
correlacionamos os grupos desses pesquisadores aos nosso resultados, com  amostras
miltiplas do mesmo paciente, com cbietivo principal de demonstrar a possibilidadde
de isolar da mesma lesdo biotipos diferentes de difterdides fluorescentes, o que
poderd ter implicagles na conduta terapdutica. De maneira arbitrfria resolvemos va-
lorizar o0s testes de fermentag@io da glicose, maltose e sacarose para formar cinco
biotipos bioquimicamente diferentes {Tabela 4), de modo a atender uma triagem rapi-
da laboratorial.

As amostras-padrao do Corynebacterium (Tabela 1) & semelhanca do .  minutissimum
(NCTC 10288}, sZo capazes de produzir a mesma fluorescéncia dos difterdides aqui
aestudados, estes resultados ampliam os de Somexville (19). Surge assim, a2 possibi-
lidade de classificar os difterOides entre as espécies do génexro Corynebacterium
relacionadas no Manal de Bergey (14).

Considerando a escpécie €. zercsis como: a} capaz de fermentar glicose, maltose e
sacarcse {2, 12}; b) de comportamento varidvel em relagdo so nitratc, porque embora
seja referido como nitrato positivo em Rogosa & col. (14), @ negative para Breed &
col. (2) e sSwmith & col. {17), poderemos assim tentar relacionar com essa espécie
uma grande parte dos difterdides fluorescentes. Na Tabela 2 sio as awostras de nil-
mero 20, 32, 34 e ainda as de nimero 4 & 55, com excegdo de duas que hidrolizaram
ureia.
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Até a sétima edicdo do Manual de Bergey (2) era relativemente facil diferenciar
C. zerosis de C. strigtum pelo crescirvento aerdbio estritc da sequnda espécie, e
que excluia o sen teste de patcgenicidade para animal de laboratdric. Entretanto,
C. striatum esta relacicnado na nova edigdo (14) como de tipo respiratdric faculta-
tivo. Mo teste de redugio de nitrato, o C. striatum & considerado negativo ao con-
tréario do . wmerosts (14). Entretanto,em trabalho mais recente, Riley & col. (13)
definem . striatum como nitrato positive, como a ampstra-padrdo por nos utilizada
(Tabela 1).

Ainda relacionado a estas duas espécies encontramos o C. renagle. ©0s difterdides
da Tabela 2 que poderiam estar relacionados com (. strigtum e (. renale aproxi-
mam-se do primeiro porque a amostra~padrZo produzin fluorescéncia alaranjada na
nossa  experiéncia, embora este resultado se afaste dos de Samerville {19), e ainda
porque a espécie (. renale parece ndo fazer parte da microbiota normal humena (8).

Resta ainda relacionar a espécie de posicdo taxondmica discutida, C¢. enzymicum
{14) . Entretanto, nac foi encontrado na literatura disponivel dados scbre sua fluo—
rescéncia scb luz ultravicleta. Em conclusio, aquelas amostras que nio hidrolizaram
ureia, nio fermentaram maltose e tfm comportamento variavel em relago ao nitrato
poderiam sexr relacionadas como (. strigtum principalmente porque a amostra—padrio
utilizada (Tabela 1) mostrou fluworescéncia positiva sob a Iuz de Wood.

As quatro amostras gue hidrolizaram uréia (Tabela 2) podem corresponder a (.
pseudotuberculosis ou €. ulcerans como discutido por Evans (6) ou ainda . bovis
como discutido por Smith (17) para as amostras que ndo fermentam sacarcse.

Auelas que utilizaram glicose e maltose ou apenas glicose, mostraram camporta—
nento varigvel em relago ac teste de nitrato e foram urease negativas, embora Mar—
ples {11) admitisse como (. xerosis microrganismos que hidrolizavam uréia podem ser
identificadas cam (. zercsis porgue o camportamento desta espécie em relagdc a
carboidratos fol extremamente variavel no trabalho de McBride & col. (12) Smith &
col. (17).

Para as amostras inertes em re}.agao aps carboidratos pode—-se pensar em O. pseudo-
diphtheriticum, C. hoagii e C. equt. C. pseudodiphtheriticum pode ser afastado por-
que ndo produz fluorescéncia (18) & redutor de nitrato e hidroliza a urdia, embora
para esta sequnda prova resultados negativos tenham sido assinalados anteriormente
(20) . Na nossa experiéncia, de quatorze amostras apenas duas reduzirvam nitrato, o
que afasta doze amostras de serem identificadas como €. equi, sabidamente nitrato
positivo como a amostra-padrdo por nos utilizada (Tebela 1}. Resta apenas €. hoagii
que embora no Mamual de Bexgey (14) seja considerada camo metabolizador de  glicose
e sacarose, Nio O é para outros autores (12} 4 semelhanga da amostra-padrio utili-
zada em nossas experiéncias (Tabela 1). Esta amostra ainda foi redutora de nitrato
camo encontrado por Smith & col. (17), ao contrario da orientacdo do Manual de Ber-
gey (i4). Néo fica entretanto de todo afastads a hipStese de serem identificadas
coo C. equi, ura vez que ja se admite para essa especie Camportamento varidvel
frente ao nitrato e a uréia (4). Entretanto as amostras-padrio de (. equi e C. hoa-
git naoc foram fluorescentes nos nossos resultados. As aparentes dificuldades levam
a supor que intmeras sf0 as amostras qgue nao podem ser classificadas e ainda que
talvez venham & pertencer por algms ancs a0 grupe das bactérias -corineformes nao
classificadas, encontradas nas superficies cutfneo-mucosa humenas. Resultados que,
mite bem, podem documentar estas dificuldades, s&o os encontrados com as amostras
41, 40 e 37 da Tabela 2 que s3c catalase negativas. Amostras catalase negativas fo-
ram excluidas do esquema de Scmerville {18) no trabalho publicado em 1973 (19).

Como alternativa para demonstracgéo da fluorescéncia do cultivo micrcbiano, a  in-
trodugdio do meio B de King se justifica porgue a produgZo de acidos pela flora con-
comitante das lesSes do eritrasma ocasiona forte fluorescdncia amarela, dependente
do indicador, no peio proposto por Sarkany & col. (15) o gue pertwrba a inwestiga-—
¢80 de difterdides fluorescentes. Além disso algumas partidas de soro fetal bovino
foram inibidoras do crescimento bacteriano. © meio de King sendo incolor torna £3-
cil a visualizacio da flucrescéncia nele desenvolvida,



104

Referéncias Bibliograficas

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Bier, L.C. - Isolamento de Gdontomyces viscosus € Rothia dentocariose do  sulco
gengival humano. Santa Maria, U.F.S.M., 1970. (Tese de Doutoramento).

Breed, R.3.; Muarray, E.G.D. & Suith, N.R. - Bergey's mamual of determinative
bacteriology. 7.ed. Baltimore, Williams & Wilkins, 1957.

Cohen, S.N. & Nicolai, D. -~ Simple nmedium for pigment produckion by the
erythrasma diphthercid. App. Microbiol., 17:479-480, 1969.

Coyle, M.B. & Tompkins, L.S. - Corynebacteria, In: — Lemnette, E.H. - Manual of
clinical microbiology. 3.ed. Washington, p. 131-138, 1980.

Edwards, P.R. & Fwing, W.H. - Identification of entzrobacteriacece. 3.ed.
Mimmeapolis, Burgess Publishing, 362p., 1972.

Bvans, N.M. — The classification of aercbic diphtheroids from human skin, Brit,
J. Dermatol., 80:81-83, 1968.

Formiga, L.C.D.; A&ssis, T.L & BAssis, F.A. - FEritrasma dJdiagndstico de
laboratorio. An. Bras. Dermatol., 49:199-204, 1974.

Formiga, L.C.D. — Isolamento e caracterizagdo de bastonetes gram—positivos
referidos camo difterdides. Rio de Janeiro, Instituto de Micrcbiologia da UFRT,
1974, (Tese de Mestrado}.

Holt, R.J. - The esterase and lipase activity of aerchic skin bacteria. Brit.
J. Dermatol., 85:18-23, 1971.

Hugh, R. & Leifson, E. - The taxcnomic significance of fermentative versus
axidative . metabolism of carhohydrates by various Gram negative bacteria. J.
Bacteriol., 66:24, 1953.

Marples, R.R. -~ Diphtheroids of normal human skin. 8rit, J. Dermatol.,
81:47-54, 1969.

McBride, M.E.; Montes, L.F. & Knox, J.M. - The caracterization of fluorescent
skin diphthercids. Can. J. Micrcbiol., 16:914-946, 1970.

Riley, P.S.; Hollis, D.G.; Utter, G.B.; Weaver, R.E. & Baker, C.N. -
Characterization and identification of 95 diphtheroid (Growp JR) cultures
isolated from clinical specimens., J. Clin. Microbiol, 9:4718-424, 1979.

Rogosa, M.; Commins, C.S.; Lelliott, R.A. & Xeddie, R.M. - Coryneform group of
bacteria. In: - Buchanan, R.E. & Gibbons, N.E., ed. - Bergey's manual of
determinative bactericlogy. §.ed. Baltimore, Williams & Wilkins, p. 599-632,
1974.

Sarkany, I.; Taplin, D. & Blank, H. - The etiology and treatment of erythrasma.
J. Invest. Dermatol., >/;283-288, 1961.

Sarkany, I.; Taplin, D. & Blank, H. - Organism causing erythrasma. Lancet,
2:304-305, 1962.

Smith, R.F.; Blasi, D. & Dayton, S.L. - Isglation and characterization of
Corynebacteria fram burned children. App. Microbiol., 26:554-559, 7973.



105

18. Scmerville, D.A. - Erythrasma in normal young adults. J. Med. Microbiol.,
3:57-64, 1970.

19. Somerville, D.A. - A taxonomic scheme for aerobic diphtheroids from human skin,
J. Med. Micrcbiol., 6:215-224, 1973.

20. welsch, M. & Thibant, J. - A study of corynebacteria fran human sources, and
specially of their sensitivity to antibiotics. Anton. Ieeuwenhoek J.
Microbiol., 14:193-213, 1948.



108

ESTUDO SOBRE O AGENTE ETIOLOGICO DO “ERITRASMA". II - REA-
COES SOROLOGICAS COM O GENERO CORYNEBACTERIUM

fuiz Carlos Duarte Formiga

Institoto de Microbiologia UFRT
Cantro de Ciéncias da SatGde
Bioco I - Itha do Fundio

21941 Ric de Janeixo RJ, Brasil

Teresa Cristina Moura Malburg

Faculdade de Ciéncias M&dicas UFRJT
Rua Prof, Manue] de Bbreu, 48
20550 Rio de Janeiro RJ, Brasil

Carmam Alexandrina Morais Silva
Arnaldo Feitosa Brada de Andrade

Institutc de Microcbiclogia UFRY
Centre de Ciéncias da Satde

& Ttalo Suassuna

Faculdade de Ciéncias Médicas UERJY

ReszEne

Estudos sorolfgicos conm corinebactérias foram realizados,
principaimente com o Corynebacterium diphtheriae, sendo en—
contrados poucos relatos onde foram enpregadas amostras das
_outras especies do género. As relacdes sorolégicas (agluti~
nagdo em tubos) entre estas espécies e amostras de difte-
roides fluorescentes (€. minutissimwn) revelaram pequena
reatividade cruzada entre a nova espécie e as amostras-pa-—
drao do género Corynebacterium.

Surmary

Studies on the causative organism of evithrasma. II -~
Seroleogical relationships within the genus Corynebacterium

Serological studies of corynebacteria had in the past
concentyated mainly on Corynebacteriwn diphtherice vhereas
cother species of corvnebacteria had been studied wvery
little of it at all. Antigenic relationships between the
mamber of Corynebacteriwn and C. minuiissimun had not been
investigated. With respect to fluorescent diphtheroids {(C.
minutissimm) evidence was produced indicating that a very
slight c¢ross reactivity exists between the new species and
the reference strains of Corynebacterium.

Rev. Micrcbiol., S3o Panlo, 14{2):106-108, Abr./Jun. 1983.
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Estudos sobre . diphtherice (Bndrade, B.F.B. Inst. Microbiol. UFRT, Rio de Ja-
neiro, 1976, Tese de Mestrado) t&m demonstrado a presenca de antigenos tipo especi-
ficos, termolidbeis, de natureza proteica, e espécie especificos, polissacarideos
termoestiveis. Andrade, A.F.B. & col, (Cién. Cult., 28:470, 1976), num estudo com
preparacCes antigénicas (c8lulas Integras) aguecidas a 1009C durante duas horas,
utilizando imune-soros produzidos em coelhos e através de absorgdes heterdlogas,
can amostras de diversas espécies do género (orynebacterium, cbtiveram imme-soros
monoespecificos, ndo cbstante, tenha ocorrido ampla reatividade cruzada entre as
amostras-tipo das espécies quando empregados imme-soros ndo absorvidos. A Sorolo-
gia mostrou-se satisfatoria cum recurso adicional a bioguimica, assim estudamos as
relacbes soroldgicas da nova espécie (€. minutissimum) com amostras—padrio do géne—
ro.

Foram testados pelo menos quatro amostras de um dos cinco grupos bioquimicos des-
critos anteriormente {Formiga, L.C.D. & col., Rev. Micrcdbiol. - a ser publicado). A
obtencdo da massa de ¢Elulas, preparacic dos antigenos e os testes de aglutinagio
em ‘tubos, para a pesquisa de titulos homblogos e heterdlogos, segquiram as reccmen—
dagles de Andrade, A.F.B., 1976 (Tese). Foram utilizados soros, obtidos por inoci-
lagdo em coelhos e outros pertencentes so Departamento de Microbiologia M&dica do
Inst. Micrcbiol. UFRJ, gque foram previamente titulados. C. diphtherice (1:2560), €.
zerosis (1:320), C. strigtum (1:640), C. bovis (1:1280) e C. hoagit {1:160).

No trabalho de
Andrade, A.F.B {Te-
se) observol-se
aglutinacdo com ti-
tulos hamdlogos va-
riando entre
1:1280-5120,  en—
quanto que os hete-
rdlogos sempre se

Tabela t - ReacGes de aglutinacdc de amostras de difterdides
fluorescentes com imune-sceros de corinebactérias

Grupo arostra C, diphtheriae €. strictum €. zeresis C. bovis £, heagit

situaram nz faixa (NCTC 3985)  (ATOC 6940}  {ATOC 373}  {RIOC 7715) {BTCC 7005)
inferior a 1:160 e 22560 13640 1:320 1:1280 1:160
raras vezes atingi-
ram 1:320, enbora 6 - C.mirutissimm 20 20 26 40 -
em todas as  oca- ax - 139 - - 40 ¥R R
sifes ge tenha sur- Gz - 68 - - - R =
preendido reacic Gr - 108 - - L iy ®
cruzada. As reacGes & - 20, 108 - - - M =
él.c'm;_:;éxﬁ.cas s;resétlis G- 03 a - 160 = =

P &2 - 66 60 - - ¥R w
termoestaveis de _ @ .
difterdides fluo- } N
rescentes  demons— @ - 02, 140, 154, V3 .y _ - _ _
travam (Tabela 1)
Qque  apenas a amos- G4 - 10, 112, 117, = - - - -
tra C. minutissimum 147, 155
(NCIC 10288} mos-
trou reatividade & - 83 w® oy R 0 -
cruzada com 4 dos & G5 - b2, 13,783, 118, MR MR MR - -

imme-soros, e oom

129, 138

titulos muito bai-
x0s {1:20). Das 25
amostras  testadas
apenas 6 reagiram
com  0s imme—soros
ampregados, Nem to- B
das foram testadas com os imme-soros. Seria desnecessario testar amostras dos gru-
pos 3, 4 e 5 com o immne-soro (. diphtheriae por apresentarem padrao bioguimico di-
verso da espécie. Era de esperar-se nimero maior de reagdes cruzadas, o que nhio

# Reciproca da diluigdo em que se observou aglutinagio; NR -
Reacbes nio realizadas.
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aconteceu, mesmo quando foram utilizados imune-soros com titulos altos. Hn quatro
oportunidades ¢ imume-soro e €. zerosis mostrou-se reativo apresentando titulc bem
proxime a0 homGloge com a amostra G2-03. Por outro lado, os imme soros do .
strigtum @ {. bovis reagiram apenas uma vez e com titulos muito menores. Observa—se
na maloria das ccasifes auséncia de reatividade cruzada com as espécies do género,
As amostras Jo$ grupos G3 e G4 nfo reagiram com nenhum dos iFMne—soros enpregados,
embora tenham sido agquelas que mais foram testadas. Os resultados demonstram que os
difterdides fluorescentes 35 um grupo antigenicamente distinto das espécies testa-
das do género Corynebacterium, e sugere que a técnica soroldgica seja utilizada co-
mo complemento da identificagdo bioquimica.
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Sumpary

The immmnodiffusion test for antibody against the major
glycoprotein (gp5t) of bovine leuvkemia virus (BLV) was
utilized to monitor the development of BIV infection in
calves fed from pools of milk cbtained fram non-infected
and BlV-infected cows. Calves received colostrmmn fram their
dams during the first five days of life and thereafter,
three liters of milk daily for periods that varied between
11 and 49 days. All calves were bled nonthly until they
were eight months of age and their serum tested for the
presence of antibody to gpbl, as evidence of acquired
infection with BIV. BLV was successfully transmitted to one
(25.0%) out of four calves devoid of maternal antibody and
to one {12.5%) out of eight calves with maternal antibody
to BLV, after ingesticn of milk obtained from cows infected
with BIV. Three calves without maternal antibody and 10
with maternally—derived antibody did not acguire BV
infection after ingestion of milk obtained from BIV-free
cows for similar periods. It is concluded -that BIV is
eliminated in the milk of BiV-infected cows and that it can
be a scurce of infection after ingestion by newborn calves.

Restmo

Transmissdo do virus da leucemia bovina através da ingestdo
de leite

Foi utilizada a prova de immodifusso para detectar a pre-
senca de anticorpos contra a glicoproteina maior (gp51) do
virus da leucemia bovina {VIB}, para avaliar o desenvolvi-
mento da infeccao em bezerros alimentados com leite de va-
cas livres e infectadas com o virus da leucemia. Os bezer-
ros rec&m-nascidos receberam o colostro das maes durante
cinco dias e depois tr8s litros de leite, diariamente, por
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pericdos gque variaram entre 11 e 49 dias. Todos os animais
em experimentagdc foram sangrados mensaliente até os  oito
meses de idade, para aconpanhar o aparecimento dos anticor-
pos como evidéneia da infecgio. O VIB foi transmitido a um
dos quatro bezerros (25,0%) sem anticorpos maternos, e a um
dos oitc (12,5%) portadores de anticorpos maternos, depois
da ingestdc de leite de vacas infectadas. Como testemmhos
foram utilizados trés bezerros sem anticorpos maternos e 10
cam anticorpos materncs gque ndo adgquiriram a infecgBo pelo
VLB, apds a ingestdo de leite de vacas n3o-infectadas, por
periodos similares. Conclui-se que o VIB & eliminado no
leite de vacas infectadas e se constitui mma fonte de in—
fecg3o para bezerros recémn-nascidos.

Introduction

Bovine leukemia virus (BLV) is an oncogenic RNA tumor virus generally accepted to
be eticlogical agent of the aduit form of lymphosarcoma (11). BLV is ubiguitous in
nature, is wusually associated with cattle of PBEurcopean origin and seems to be
exogenous to the bovine species (10). In Brazil, although the tumoral form of the
disease has been recognized for years (5, 9), it was only recently that
sero-apidemiological surveys demonstrated that BLV is actively present in our dairy
herds (1, 19). Whereas intra-uterine transmission is known to ocour {17), cattle
mainly acquire the infection through horizontal trenswission (8) . However, the
natare of this transmission has not been dJdefined. Contact transmission from
infected to uninfected animals is relatively efficient, but BLV infectiwvity has not
been demonstrated in natural secretions and excretions such as saliva and urine,
respectively (14). Insect (3) and other arthropod (Romero & col. Unpublished data)
vectors are suspected of mechanically transmiting BLV. Jatrogenic transmission
ocours as a consequence of the inoculation of fresh blcod obtained fram infected
animals, as in blood transfusions. Immnization practices against Anaplasma and
Babesia organisms are partly responsible for the high rates of  infection
encountered (20). In the USA, milk was recently evaluated as a wehicle for
introducing BIV infection into calves and was found to be of secondary importance
when carpared to contact transmission (8). In order to confirm those results in our
subtropical environment, we have fed milk from uninfected and BIV-infected cows to
young calves that were then reared under extensive management practices.

Material and Methods

Experimental animals - All calves used in the present study were a cross of
Holstein Friesian, Guernsey and Brazilian Gir in various degrees of blood and
belonged to the Estacdc Experimental de Itaguai, Pesagro-Rio. Calves were reared in
individual boxes during the first two months of life and then in an open field, as
is vsually practiced in the tropics.

Reference antigen — The reference antigen was prepared by concentrating the
supernatant fluids of a cell line persistently infected with BLV, as previously
described (7). The antigen contained both the major envelope glycoprotein gp5t (16)
and the structural polypeptide p25 {12).

Reference antiserum — Bntiserum specific for BIV, containing antibodies to both
gpb1 and p25 was obtained from a cow that died of lymphosarcoma (19).

Testing for BLV antibodies - The development of antibodies to BLV wes monitored by
testing all sera in the agar gel immmodiffusion test for BLV (13). Test conditions
were detailed in a previous publication (18}.
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Experimental design - All calves were fed colostrum from their dams during the
first five days of life, at which time both calves and dams were bled for sermm to
determine the presence of antibodies to BLV. From there omwards, calves received
three liters of pooled milk daily for periods that varied between 11 and 49 days.
Three calves born to antibody-negative dams, along with 10 calves born to
antibody-positive dams were fed milk obtained from antibody-negative cows. Four
calves born to antibody-negative dams and eight calves born to antibody-positive
cows. All calves were bled monthly for serum, fram the second through eighth month
of age to be tested in the immmodiffusion test for the presence of antibodies to
gp51 and p25, as evidence of acquired infection with BLV.

Resurlts

The seven calves born to antibody-negative dams did not have antibody to BV
antigens in their sera after colostrum intake. Three of these calves fed from a
pool of milk from antibody-negative cows did not develop antibodies to BLV. The
remaining four calves were fed milk from antibody-positive cows. One of these
calves developed antibody two months after being fed during 17 days fram the pool
of milk obtained from antibody-positive cows. This antibody persisted throughout
the eight-month experimental period (Table 1}.

The 18 calves born
to  antibody-positive
dams were also Table 1 — Tramsmission of BLV to calves* fed milk from
aliotted to W non~infected and BLV-infected cows
groups., Seven of the
ten calves in the

first groap had BLV - antibody Months after beginning of intake of milk
antibody o gp51 in %
their - sera after Dams  Milk donors 0 z 3 4 s 5 7 8  infected

ingesting colostram;
twe remained positive -
through the second -

/3 /3 0/3 0/3 /3 0/3 0/3 0/37 6.0
0/4 /4 /4 1/4 /4 1/4 i/4 1/4 25.0

L B |

I[Dnth Of testlng. + T 2710 0496 O/10 0710 9710 0710 8/10 4.0
These animals were Fod . 5/8 /8 /8 /& /8 /8 /8 B 123

from a pool  of

milk obtained

from antibody-negative *Newborn calves fed colostrum from their dams for five
cows, were all free of days and then fed three liters of milk from non-infected
antibody by the third {-)} or BLV-infected (+) cows daily for periods that
month and remained varied between i1 and 49 days; *%Number of calves with

antibody-negative for antibody to gp51 of BLV/Number of calves tested.
the eight months. In

the other group, Ifive -
of eigtht calves had antibody to gp51 in their sera after the ingestion of
colostrim. The calves in this grow were fed fram a pool of milk obtained from
antibody-positive oows. After two months, only one calf ramained antibody-positive
and in addition had developed a second antibody against p25, which disappeared by
the thivd wonth leaving only antibody against gp51. This antibody persisted for the
duration of the experiment (Table 1).

Discussion

It had previously been shown that milk from cows from a herd with a high
incidence of lymphosarcoma contained type-C wviral particles that were then
suspected of being the cause of the adult form of Ilyemphosarcoma (6). These
preliminary findings were confirmed with the dJdemonstration of type-C wiral
particles in buffy ccat cultures from cattle with lymphosarcoma {11). Subsequent
experiments  involving the inoculation of colostrum or milk obtained from



112

BlV-infected cattle into either sheep (14) or calves (20) showed that both
materials are endowed with BLV—infectivity. However, it remained to be demonstrated
whether the ingestion of BLV-containing milk could also establish BLV infection,
since it is well known that the absorption of macromclecules in calves is  limited
to the first two or three days of life {4}. Tt had been reasoned that after that
time, BIV-infected leukocytes contained in the milk might not bhe able to pass
across the Intestinal wall (17). The results of our preliminary trial indicated
that calves with and without maternally-derived antibodies can be infected with BLV
through ingestion of milk cbtained from BLV-infected cows. Im this study, pools of
milk obtained from non-infected and BLV-infected cows were fed to calves for
pericds of up to 49 days, in order to ascertain whether milk ingestion could be
responsible for the acquisition of BLV infection. One infected calf with
maternal ly—derived antibodies had been fed infected milk for 18 days, whiile the
infected calf without maternal antibodies had received the same milk for 17 days.
In the former calf, intra-uterine infection cannot be discarded since the calf was
antibody-positive at all times tested and no pre-colostrim sample was available.
However, the serum cbtained at two wonths of age had antibedies against both p25
and pg5t, indicating a very recent infection. In the case of the calf without
maternal antibodies, it is clear that infection tock place after birth and
colostrun ingestion. It is interesting to notice that not all calves that were fed
milk from BIV-infected cows became infected. These results point toward the poor
efficiency of BLV-infected milk in establishing the infection when fed to growing
calves, regardless of the presence or absence of maternal antibodies. Yet, the
establishment of BLV infection in cne (12.3%) cut of eight calves with maternal
antibodies versus one {25.0%) out of four calves fram antibody-negative dams
suggests a slight protection of colostrum—derived specific antibodies. None of the
calves with or without maternallyderived antibodies became infected with BLV
during the eight nonth experimental period after ingestion of milk cbtained from
cowvis free of BIV infection. This finding alse indicates that during the course and
duration of the present trial, there was no detectable horizontal transmission of
BLV and that result cbtained were due to the treatments.

Although more extensive trials are required in order to critically evalvate the
real importance of infected milk in the transmission of BLV, calves should not be
fed with fresh milk derived from cows possessing antibedies to BLV antigens. When
antibody-negative milk donors are not available, milk should be heated for at least
3¢ minutes at 56°C, boiled or pasteruized in crder to destroy its infectivity (2).
Since there iz no doubt that BLV is shed in the milk of infected cows (14, 20), the
potential hazard for humans has been raised (21). However, attempts to0 correlate
the ocowrrence of human leuvkemia with lymphosarcoma in cattle have so far been
negative {15}.

Acknowledgments

Part of this study was supported by a grant (222.1630/77) awarded by the Conselho
Nacicnal de Desenvolvimento Clentifico e Tecroldgico (CNPg), Brasili.

References

1. Alencar Filho, R.A.; Mazanti, M.T.; Saad, A.D. & Pohi, R. - Levantamento
preliminar da infecgio pelo virus da leucenia iinfitica crdnica (L.L.C.) dos
bovinos no Estado de S3o Paulo. Bioldgico {S.Paulo), 45:47-54, 1979.

7. Baumgartener, L.E.; Olson, C.; Miller, J.M. & Van Der Maaten, M.J. — Effect of
pasteurization and heat treatment on bovine leukemia virus. J. am. Vet. Med.
Ass., 169:1189-1191, 1976. ‘



10.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

113

. Bech-Nielsen, S.; Piper, C.E. & Ferrer, J.F. - Natural mode of transmission of

the bovine leuvkemia virus: role of blood sucking insects. Am. J. Vet. Res.,
39:1089-1092, 1978.

Brambell, F.W. - The transmission of passive immmnity from mother to voung. In:
— Frontier of biology series. Mew York, Elsevier/North-Holland, 1970.

Dacorse Filho, P.; Langenegger, J.; Faria, J.F. & Aguiar, A.A. - Cascs de
leucose bovina nc Estado do Rio de Janeiro. Veteriniria {(Brasil), 19:44-54,
1966.

Dutcher, R.M.; Larkin, E.P. & Marshak, R.R. - Virus-like particles in cow's
milk from & herd with a high incidence of lymphosarcoma. J. Natl. Cancer Inst.,
33:1055-1064, 1964.

Ferreira, M.I.; Ropero, C.H. & Rowe, C.A. - Estudo camparativo entre as provas
de imuncdifusio em placa e em lanuna na deteccao de anticorpos contra o virus
da leucose enzoctica bovina. Pesg. Vet. Bras., 2:49-53, 1982.

Ferrer, J.F. & Piper, C.E. - An evaluation of the role of milk in the natural
transmission of BLV. Ann. Rech, Vét., 9:303-807, 1978.

Freire, M.H.R. & Freitas, V.M. - Constatation de la leucose bovine dans 1'Stat
de Rio de Janeire, Brésil. Bull, Off., Int. fpiz., 66:775-782, 1966.

Kettmann, R.; Portetelle, D.; Mammerickx, M.; Cleuter, Y.; Dekegel, D.; Galoux,
M.; Ghysdael, J.; Bamy, A. & Chantrenne, H. -~ Bovine leukemia wvirus: an
exogencus RNA - oncogenic virus. Proc. Hatl. Acad. Sci. (U.S.A.), 73:1014-1018,
1976,

Miller, J.M.; Miller, L.D.; Oison, C. & Gillete, K.G. - Virus-like particles in
phytohemagglutinin—stimalated lymphocyte cultures with reference +to bovine
lymphosarcoma. J. Natl. Cancer Inst., 43:1297-1305, 1969.

Miller, J.M. & Olson, C. - Precipitating antibody to an internal antigen of the
C-type virus associated w:.th bovine lymphosarcama. J. Natl. Cancer Inst.,
49 1459-1462, 1972,

Miller, J.M. & Van Der Maaten, M.J. - Use of glycoprotein antigen in the
immunodiffusion test for bovine leukemia virus antibodies. Europ. J. Cancer,
13:1369-1379, 1977.

Milier, J.M. & Van Der Maaten, M.J. - Infectivity tests of secretions and
excretions from cattle mfected with bovine levkemia virus. J. Natl. Cancer
Inst,, 62:425-428, 1979.

Olson, C. & Driscoll, D.M. — Bovine leukeosis: investigation of risk for man. J.
Am. Vet. Med. Ass., 173:1470-1472, 1978.

Onuma, M.; Olson, C.; Baumgartener, L.E. & Pearson, L.D. - 2An ether-sensitive
antigen associated with bovine leukemia virus infection. J. Natl. Cancer Inst.,
55:1155-1158, 1975.

Piper, C.E.; Ferrer, J.F.; Abt, D.A. & Marshak, R.R. — Post-natal and prenatal
transmission o©of the bovine levkemia virus under natural conditions. J. Natl.
Cancer Inst,, 62:165-168, 1979.

Romero, C.H.; Aguiar, A.A.; Zanocchi, H.G.; Abaracon, D.; Rowe, C.A. & Silva,
A.G, - Susceptibility of the water buffalo (Babalus bubalis) to enzootic bovine
levkosis virus. Pesg. Vet. Bras., 1:137-140, 198%.



19.

20.

21.

Romero, C.H. & Rowe, C.A., - Enzootic bovine leukosis wvirus in Brazil. Trop.
Anim. Hlth. Prod., 13:107-111, 1981,

Romero, C.H.; Zanocchi, H.G.; Aguiar, A.A.; Abaracon, D.; Silva, A.G. & Rowe,
C.A. - Experimental transmission of enzootic bovine leukosis virus with blood
and milk in the tropics. Pesg. Vet. Bras., 2:9-15, 1982.

vVan der Maaten, M.J. & Miller, J.M. - OCurrent assessment of human health
hazards associated with bovine leukemia virus. In: - Origins of hwman cancer.
New York, Cold Spring Harbor Laboratory, p. 1223-1234, 1977.



115

POLIOMIELITE NO RIO GRANDE DO SUL £ PARANA: ISOLAMENTO DE
POLIOVIRUS NOS ANOS DE 1979 E 1980
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Resumo

Usando-se as linhagens de células LIC MK2Z e Vere, £oram
analisados 367 espécimes clinicos, provenientes de pacien-
tes clinicamente suspeitos de poliomielite, dos Estados do
Ric Grande do Sul e Parana, no pericdo de 1979 a 1980. &
identificacao dos virus isolados, usocu~se a técnica de neu—
tralizagac de efeito citopatogénico, em linhagens de c&lu~
las LIC MK2 e Verc. Em relacdo ao isolamento, 216 espécimes
foram positivos para poliovirus mostrando predominincia do
poliovirvus tipo I em anbos os Estados, com baixa incidéncia
dos poliovirus IIX e II. Quanto & distribuicdo mensal, hou-
ve predomindncia nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro
no Estado do Parana, enguanto que no Estado do Rio Grande
do Sul tal predomindncia ngo pode ser cbservada. Fm termos
do grupo etirio, o0 maior nimero de cascs Cccorreu em  crian—
cas mencores de cinco anos, nao vacinadas ou com esquema de
vacinagdo incampleto.

Summary

Poliomyelitis in Rio Grande do Sul and Parana States: virus
isolation in 1979 and 1980

Three hundred sixty seven clinic specimens, from patients
that were clinically suspected of poliomyelitis, in the
States of Rio Grande do Sul and Parana, were studied within
the period from 1979 to 1980. In the laboratory analysis
the technique of neutralization of the cytopathogenic
effect was used in LIC MK2 and Vero cells lines. In the 216
specimes positive, for poliovirus a predominance of
poliovirus type I in both States, with low incidence of
poliovirus IIT and IT was evident. Regardjng the ronthly
distribution, there was predominance in the months of
December, January and February in the State of Paranz,
while in the State of Ric Grarde do Sul there was a rather
wmiform distribution., In terms of age distribution a
considerable mmber of cases ocurred in children less than
five years of age, not veccinated or with an incomplete
vaccination-schedule.

Introdugdo

Em varios paises, o uso adequado da vacina Sabin tem mostrado a possibilidade de
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controle da poliomielite (2, 3, 2, 10, 12). Na busca deste cbjetive, & certamente
importante o permanente cuidade na immizacio de todas as criancas susceptiveis e
dos grupos migratdrios de diferentes dreas.

Os Enterovirus Polio, Coxsackie e BCHO do grupo Picornavirus (5), mostram varia-
das manifestacdes clinicas no homem, desde paralisia severa 3 meningite asséptica,
pPleurcodinia, miocardite, erupgdes cutdneas até resfriados comuns (5). Entretanto,
séo muaito mais frequentes as infecgdes sub-clinicas do que os quadros clinicamente
manifestos (1, 5).

Os resultados cbtidos no presente trabalhe, com materizl proveniente dos Estados
do Rio Grande do Sul e Parana, no pericdo de 1979 a 1980, mostraram os tipos de vi-
rus circulantes na area, podendo eventualmente tais dados contribuir para wuma ava-
liacdo de eficiencia das medidas de combate 3 doenca.

Material e Metodos

Todos os espécimes clinicos recebidos no laboratdric das Unidades de Controle
Epidemioldgico das Secretarias da Satde dos Estados do Rio Grande do Sul e Parana,
constavam de duas amostras de soro, 12 amostra (periode agude da doenca) e 22 amos—
tra {convalescenga da doenca), e de uma amostra de fezes, todas elas transportadas
em recipiente ténmnico contendo gelo. Iogo apds a chegada ac laboratdrio, 0s espéci-
mes foram processados de acordo com a técnica recomendada por Schatzmayr & col.
(14, 15).

Gtilizaram~se as linhagens de celulas LIC MK2 e Vero, mantidas em reio de Bagle a
10 e 2% de soro de vitelo. Os espécimes olinicos positivos foram identificados
através da témica de neutralizagdo de efeito citopatogBnico, segundo Lemnette &
col. (7}, utilizando-se soros imunes padrdes especificos, recebidos do Instituto
Nacicnal de Sa®de (N.I.H.}, Bethesda, Maryland.

0s niveis de anticorpos das amostras pareadas de soros foram determinados, pela
técnica de soro-neutralizagio (8, 16), utilizando-se antigencs padrdes: Polio I Ma-
honey, Polio IT Lansing e Polio ITY Leon.

Resultados Tabela 1 — Tipos de virus isolados de ca-
' sos suspeites de poliomielite, de acorde
No Rio Grande do Sul foram, labora— com faixa etaria, proveniente da Secreta-—

torialmente, confirmades 30 casos de ria da Saude de Estado do Rio Grande do
policmielite, dentre o total de 77 Sul

casos {Tabela 1} e no Parana 186 no
total de 290 casos {Tabela 2}. Assim,
nue  total de 367 cascs suspeitos de

poliomielite, nos anos de 1979 e Taade an Faliovirus .

198G, 216 amostras foram positivas no oS ! o D Nemcivos  Outres  Total

isolamento. 0- 2 16 1 4 20 - 41
Os 77 casos suspeitos no Rio G§arﬁe a_ s p _ - 8 - i

do Sul mostraram nitida predomindncia 1 ) i ) . N "

dos poliovirus tipo I, com 25 amos— w015 ) B _ ) i 5

tras positivas (83,3%); apenas uma =15 N o ; B ;

amostra foi positiva para o tipc 1T
{3,3%) e 4 mostraram ser do tipo IIT
(1 3%} . Total 25 1 4 46 1 77
Nos 290 casos suspeitos no Parand,
também houve acentuada predomindncia
do policovirus I, com 175 amostras % Coxsackie Bl identificado pela Fundacao
{94%); 11 foram positivas para © po— Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro.
liovirus III (6%}, ndo se constatando
& presenca do poliovirus tipo II.
Intre as 222 amostras de enterovirus isclados, 6 ndo puderam ser identificadas
como de poliovirus, tendo sido caracterizadas como virus Coxsackie do grupo B.




Os resultados, obtidos pela soro-
logia em ambos os Estados, coincidem
com os isolamentos dos virus. Os ti-
talos dos soros pareados estdo re-
presentados pelos resultados obtidos
da segunda amostra de soro (Tabela
3, Fig. 4 e 5).

No Rio Grande do Sul verificou-se
elevada presenca de 90,3% (65 casos)
dos soros com anticorpos polio I,
enquanto que os soros tipos 1T e IIT
foram 58,3% e 50% (42 ¢ 36 casos),
respectivamente. Inversamente, s
9,7% (7 casos) foram negativos, isto
&, nfo apresentaram anticorpos do
tipo I, mas 41,7% e 50% (30 e 36 ca-
sos} o foram para os tipos IT e IIT.
No Parana,as cifras foram igualmente
expressivas, verificando-se que 5,5%
(11 casos) somente dos soros foram
negativos, ndo apresentando anticor—
pos do tipe I, enquanto que 68,69 e
62,1% {136 e 123 casos) o foram para
os tipos IT e IXIL.

As diluigles 1:80 e 1:160 (Tabela

3, Fig. 4 e 5) concentram a maioria-

dos casos com anticorpos para polio
I, ainda confirmando a predominancia
deste.

Quanto & conversdo soroldgica, nos
soros dos pacientes do Rio Grande do
Sai, 22 soros (30,5%) apresenta-
rawna para polioc I e dois soros
(2,7%) para polio TII. Igualmente no
Parana houve maior conversio para
polio I com 139 soros (70,2%) e para
polio IXTI com 11 soros (5,5%). So-
mente 2 soros {1%) foram polio II.

A distribuicdc mensal dJos casos
mostrou  {Fig. 1}, no Parand, um au-
mento gradativo ate janeiro de 1980,
quando passou a decair. No Rio Gran-
de do Sul n3c houve variagdo signi-
ficativa.

A incidéncia maxima, tanto no Rio
Grande do Sul (Fig. 2) como no Para—
na (Fig. 3), verificou-se nas crian-
cas nao vacinadas, sendo a maioria
de idade inferior a 5 anocs.
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Tabela 2 -~ Tipos de virus isolades de ca-
sos suspeitos de peliomielite, de acordo
com faixa stdria, provenientes da Secreta-
ria de Salde do Estado do Parana

Idade em Poligvirus
anos I Iz T dBegativos Outros  Total
o- 2 131 - 10 54 *2 197
2- 3 38 - - 22 %3 63
5 - 10 4 - 1 10 - 15
10 - 15 2 ~ - g - 10
15 - - - 5 - 5
Total 175 - 1 99 5 290

* Dois casos de Coxsackie B5 identificados
pelo Imstituto de Pesquisas Bioldgicas
do Rio Grande do Sul;

*%Um caso de Coxsackie B2 e dois de Cox-
sackie B> identificados pela Fundacio
Oswaldo Cruz do Rio de Jameiro.

Tabela 3 ~ Distribuicao de casos suspeitos
de poliomielite, no Estade do Rio Grande do
Sul com 72 e Parana com 198 casos, de -
acorde com os titulos dos anticorpos neu-
tralizantes dos soros da segunda amostra

. Rio Grande do Sul Parana
Foliovirus

Fitulo I IT IIX I his IIx
£5 7 30 3% 11 136 i

10 7 9 7 4 8 5

20 12 19 7 7 13 12

40 1 8 it T 18 13

80 13 3 6 64 1 26

160 18 1 4 61 g 12
320 4 2 1 26 & 7

A poliomielite, em nosso meio, ainda € endémica e frequentemente epidémica (11}).
0 isolamento de poliovirus no Brasil evidencia uma prai@mnanc:la do tipo I, cam um
pequeno nimeroc de amostras positivas para os demais tipos (4, &, 14, 15}. A predo-
mindncia do tipo I, tanto pela soroleogia como pelo isolamento, alem de validar re-
c1procanenteanbososdadost10C{ca:)dedoSuleParana, estende também a essas
unidades, no periodo de 1979 e 1980, a mesma tendéncia. A maior incidéncia de casos
nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro cbservada no Parana, ja foi relatada em
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cutro Estado brasileiro (15). O preduminio de um tipo soroldgico de virus isolado,
O aparecimento dos casos em surtos e a frequéncia em menores de cinco anos, sugerem
uma desuniformidade no esquema vacinal (11)

Figura 1 - Distribuicao mensal das amostras positivas,
dos Estados do Ri¢ Grande do Sul e Parana no periodo
de julho de 1979 a julho de 198G

N2 ¢¢ emostras

10}

PR
100 e RS

S0
B0

701
80

S A 5 0 N B 7 F M A W 7 Mezes

Figura 2 - Tipos de poliovirus isolados, relacionados
com as doses de vacina Sabin, nos pacientes do Estado
do Rio Grande do Sul
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A importincia das vacinagdes pode ser apreciada através da sorologia, pois os
soros das criancas nao vacinadas, mostraram maior nimerco de inverstes soroldgicas
20 virus isolado com auséneia de anticorpos para os demais tipos, logo alta sus—
ceptibilidade (Tabela 3, Fig. 4 e 5) aocs polios IT e IIJ. Enquanto que, nos soros
das criangas que haviam recebido doses insuficientes de vacina, aurentou a fre—
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quéncia de anticorpos para os polios II e IIT, diminuindo o nimero de suscepti-
vels.

Figura 3 - Tipos de poliovirus isolados, relacionados

com as doses de vacina Sabin, nos pacientes do Estade
do Parana ’
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A medida que aumenta ¢ nimero de doses de vacina, diminuem 05 ¢asos positivos,
confirmando-se assim, que a policmielite & uma doenca controlavel através de es—

quamas contingos e adequados de vacinagac, capazes de manter niveis eficazes de
immidade na populagdo (2, 13).

Figura 4 - RepresentacZc grafica dos dados constantes na Tabela
3, referentes ao Ric Grande do Sul
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Figura 5 - Representacao grafica dos dados constantes na Tabela 3,
referentes ac Parana

N°® de casos

140

130

120 1

1o

0o

%0

* - Bz rotiovires |
e Potiovirus 11
8o [ potiovirus 11
50

40

30

20

¥ 72
LAl e
= 5 10 20 50 > 320

Agradecimentos

Agradecemos ao Dr. Hermann G. Schatzmayr e seus colaboradores, o apoic recebido,
bem come & equipe do Laboratdrio de Virologia do Instituto de Pesquisas Bioldgicas
e a todos os demais gue colaboraram na realizagdo deste trabalho.

Referéncias Bibliograficas
1. Debre, R. & Celers, J. - Clinical virology. Philadelphia, W. B. Saunders, 1870.

2. Forbes, C.A.L.; Fernando, N.I.; Motte, P.U. & Mendis, N.M.P. - A survey to
determine the immnity and antibody creating effect of oral polio vaccine. J.
Trop. Med. Hyg., 83:109-113, 1980.

3. Giovanardi, A. - Effect of Sabin poliovirus vaccine on  incidence of
policmyelitis in Ttaly. J.A.M.A., 209:525-528, 1969.

4, Hubinger, M.G. Von; Meilman, I.; Guimardes, J.C.; Vasconcelos, C.M.M. & Ono,
1.P. @& C. - Poliomyelitis in Rio de Janeiro during the pericd of 1970 to 1974.
I - Virclogical and epidemiological aspects. An, Hicrobiol., 23:35-50, 1978.

5. Jawetz, E.; Melmick, J.L. & Adelberg, E.A. — Microbiologia médica. 10.ed. Rio
de Janeiro, Guanabara Koogan, p.381, 1974

6. Lacerda, J.P.G.; Vieira, E.F. de I.; Martin, B.S. & Giusti, L.S. — Isolamento e
identificacio de poliovirus em S3o Paulo de 1967 a 1970. Rev. Inst. Adolfo
utz, 31:21-25, 1971.



7.

8.

10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

121

lennette, E.H.; Spaulding, E.H. & Truant, J.P. -~ Mamal of clinical
microbiclogy. 2.ed. Washington DC., American Scciety for Microbiology, 1974.

Liberto, M.I.M.; Hubinger, M.G. Von; Meilman, I.; Vasconcelos, C.M.M. de & Ono,
I.P. de C. - Inmunological response for polioviruses in cases of poliomyelitis
in Rio de Janeiro, in 1975. Rev. lat-amer. Micrcbiol. 20:169-173, 1978.

. Melnick, J.L.; Burkhardt, M.; Taber, L.H. & Erckman, P.N. — Developing gap in

immanity to policmyelitis in an urben area. J.A.M.A., 209:1181-1185, 1969.

Miller, L.W.; McGowan Jr., J.E. & Leffingweil, L.M. - Policmyelitis in a hich
rigsk population: dJdo we need to immmize the new borm? Pediatrics, 49:530-535,
1972,

Organizacdo Mandial da Satde — La poliomyelite en 1970. Chronigue, 25:558-564,
1871,

Phillips, C.A.; Aronson, M.D.; Tomkow, J. & Phillips, M.E. - Enteroviruses in
Vermont, 1969-1978: an important cause of illness through the year. J. Infec.
Dis., 141:162-164, 1980.

Sabin, A.B. - Vaccination against poliomyelitis in eoonomlcally underdeveloped
countries, Bull. W.H.O., 58:141-157, 1980.

Schatzmayr, H.G. & Sales, H.L. - Investigagles sobre infeccBes por enterovirus
no Distrito Federal. Mem. Inst, Oswaldo Cruz, 64:125-130, 1966.

Schatzmayr, H.G.; Homa, A.; Meilman, I. & Villas Boas, D.M. - ILevantamento
epidemicldgico e viroldgice de casos suspeitos de poliomielite, no Hospital
Estadual Jesus, no periodo de janeiro de 1967 a marco de 1968. Rev. Soc. Bras.
Med. Trop., 2:229-235, 1968. .

Schatezmayr, H.G.; Homma, A.; Loureiro, M.L.P. & Denne, Y.S. - Avaliagdo
sorcligica da vacina oral tipo Sabin, contra a poliomielite em regido
semi~rural. II - Aspectos gquantitativos dos anticorpos formados e anticorpos
para outros enterovirus. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., 4:225-228, 1970.



122

ANTIGENIC COMPARISON BETWEEN TRITRICHOMONAS  SUIS, T.
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IMMUNODIFFUSION®
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Summary

Twelve rabbits were used for the production of the immmne
sera against . suis, T. foetus, 7. vaginalis and T.
gallinge antigens. Three animals were injected with each
species of Tritrichomonas and Trichomonas. In the reactions
between these immune sera and antigens of each of special
the largest nuber of precipitating lines were cbserved
between hamologous systems using gel immmodiffusion. Using
the Outcherlony technigue the antigens of 7. suis, 7.
foetus, I. vaginalis and T. gallinae showed 1, 2, 3 or 4
lines in the A antigenic group and 1 and 2 precipitating
lines in group B. The results obtained with the immme sera
of . suis, 1. foetus, T. wvaginalis and 7. .gallinge
indicated that the four trichowonads have identical
antigens, or at least & closely related antigenic
structure.

Resumo

Comparagao antigenica entre Tritrichomonas suis, T. foetus,
Trichomonas vaginalis e T. gallinae pela <mumodifusdo em
gel

Doze coelhos foram usados para a produgdo dos  immo-soros
contra antigenocs de Tritrichomonas suis, T. foetus, Tricho-
monas vaginalis e T. gallinge. Trés animais foram injetades
com  cada espécie de Tritrichomonas e Trichomonas. Nas rea-
gOes entre estes immo-soros e os antigenos de cada wma das
espécies, o maior nimerc de linbas de precipitagdo foi oo
servado, entre os immeo-soros e antigenos homdlogos na di-
fusdo em gel. Usando-se a técnica de Outcherlony, os anti-
genos de T. suis, 7. foetus, T. vaginalis e T. gallinae
mostraram 1, 2, 3, ou 4 linhas no grupo antigénico A e 1 e
2 linhas de precipitacdo no grupo B. Os resultados abtidos
car 05 immo-soros de T. suis, foetus, T. vagmalzs e T,
gallinae -indicaram que os quatro tricamonas tém antigenos
1dentlcc>s, ou pelo menos com estrutura antigénica relac:.o—
nada muito proxima.

*Supported by a research grant of Fundacdo de Bmparo & Pesquisa do Estade do Rio
Grande do Sul, Brazil, project Inmmmol. 204/79.
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Introduction

Studies of the antigenic comparison between Tritrichomonas suis and T. Foetus
have been performed using the indirect immmofluorescence (4}, gel immmodiffusion
(5} and immuroelectrophoresis technicues (6). The results cobtained indicated the
existence of antigens that are cammon to both species or perhaps associated with a
generic antigenic identity. I'nm the present investigation the antigenic relation
between T. suis, T. foetus, T. vaginalis and 7. gellinae was studied through gel
imunodiffusion with the purpose of cbtaining new information on the antigenic
afinity of the four species.

Materizl and Methods

Protozoan species - Iritrichomonas suis — This strain has been described previously
(3). Cultures of the protozoa were maintained in axenic cultures in modified
Diamond medivm {3} at 35,59C and transferred every 48 hours.

Tritrichomonas foetus — The history of this specie was given in a previous report
{4}. At first the sample was spread in Feinberg & Whittington medimm and
transferred every 72 hours (8). After that the axenic culture was malntained in
modified Piamond medium at 35,59C and transferred every 48 hours.

Trichomonas vaginalis - The sample TV 1 was isolated from the vaginal secretion
fram a womamn, patient in a gynecological clinic in Porto Alegre, RS, This strain
has been kept in axenic culture in modified Diamond medium since 1973 (2). The
cultires were incubated at 35,3°C and transferred every 48 hours.

Trichomonas gallinge - The methods of isclation, cultivation and preservation of
the TG 1 isolated by De Carli, Pansera & Guerrero fram upper digestive tract of a
domestic pigeon were described previously {7). The culture of the parasites were
maintained in modified Diamond medium at 35,5°C and transferred every 48 hours.

Preparation of antigens for immunization - Entigens of each species were extracted
from each organism as previcusly described (4). The strains of 7. vaginalis and 7.
gallinge which had the same treatment during the preparation of the antigens, were
included. All disrupted antigens were stored at -20°C.

Concentration of total nitrogen and protein of the antigens - The concentration of
total nitrogen was determmined by technique of EKjeldhal modified by Taveira &
Bethelem (21) and total protein was determined by the method of Foling-Ciccoalteau
as described by Lowry {16). The results of these analyses are given in Table 1.

Immunization of rabbits and <immune sera -
Twelve zrabbits were used for the production Table | - Protein and total ni-
of the immme sera against each of the four trogen of the antigens used in the
species. The methed of preparation was as gel diffusion precipitia reactions
previously described (4). The immme sera and
the rabbit normal serz (NRS)}, prepared for
the indivect immmofivorescence study (4)

were used in the present investigation. - Protein  Total N
9 ng/ml rg/ml
Gel inmumodifusion technique — The technique
of immmodifusion described by C_)utcl?erlony 7. swis g 1,8 0,37
{18) was used for the identification of T. foetus TF 16,0 2,61
ot watl i . 7. vaginaliz TV 5,0 0,8
Tritrichomonas and  ITrichomonas antigens T gaiiinas. TG 6:0 096

Glass slides {75 x 50mm} were used for this
technique. The gel layer was prepared by
addition of 5ml of liquid purified agar (BBL)
at 1% over the glass slides. Sodium azide
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{bifco) was used as a preservative of the gel in a final concentration of 0,1%. A
sevenn wells pattern cutter used being the internal diamveter of the wells of Smm
with a distance of Smm between them, or five wells pattern cutter was used being
the internal diammeter of the wall of 5Smm with distance of 10mm between them. The
external wells of the perforated gel were used for the immne sera and the internal
well was used for the antigens. For all reactions, the wells were loaded with 20
of antigens and 50ul of undiluted antiserum. The antigen antibody reactions were
processed in humid chamber at room temperature (220C). The readings were made 48
hours after the beginning of the diffusion. Obliguous lightingagainst a dark field
was used for reading the reactions. The precipitating lines were stained by Ponceau
fixing stain. All of the reactions were photograrhed as previously described (22).
All of the reactions were photographed 48 hours after the incubation using the
technique described by Williams & Chase {22).

Results and Discussion

Negative results were found in the reactions that inveolved normal rakbit serum
(RS} and four protozoan antigens studied. No precipitating lines were formed when
the four antisera reacted with the sterile culture medium, sterile components of
these media, horse sterile components of these media, house sterile and inactivated
horse serum diluted and not diluted. Ho precipitin lines wers formed in the slides
containing sterile distilled water, sterile physiological saline solution. Megative
reactions among baseline bleeding serum and Friivichomonas and Trichomonas antigens
proved that the rabbits utilizes in this study had not a previocus contact  with
these antigens. In each series of experiments the specific immme serm reacted
against the homologous and heterologous antigens. The immune reactions between the
immme sera of both systems were represented by two groups of precipitation lines
or bands.

According to Goldman & Homigberg (11) these group were arbitrarily designated
group A and group B based on their position. Grovp A of precipitation lines always
developed closer to the serun wells, and were concave to their side. Group B lines,
were located closer to the antigen wells and concave (0 its side. The
precipitationg lines cbtained in the heterologous systems were classified according
o Wilson & Pringle (23}; Outcherlony (18} and Crowle (9, 10). The tests performed
with each antiserum show reactions comparing the immme sera and NRS with the
heterologous and hamlogous antigens as follows; one-well reactions with the
homologous antigens and three-well reactions with the heterologous antigens.

Anti-Tritrichomonas suis serum — When T. suis (TS) antigen reacted against its
homologous antiserum it showed the strongest reaction. A great nmumber of lines from
growps A and B were formed in the reaction among TS antigen and their homologous
antiserum. No reactions occured between TS antigen and 7. vaginalis antiserm (tv)
(Fig. 1 and 2). When the antigen TS reacted against homologous and heterologous
sera it showed two, three and four lines in group A and one and two lines in group
B (Fig. 1, 2 and 3). When the TS antigen reacted against 7. joetus (tf) and T.
gallinae {tg) immme sera showed lines with total identity (Fig. 1 and 3). Most of
these 1lines from both hamologous and heterologous systems showed total identity
(Fig. 1 and 3} and partial identity (Fig. 6). Mo conclusion can be described about
any lines of group B antigenic systems. The results of these experiments with
anti-7. suis serum indicated that both 7. foetus and 7. gallinace have antigen which
are identical or at least very closely structurally related or identical antigen in
the A and B group.

Anti-Tritrichomonas foeius serwn - This serum gave the largest mumber of lines with
its homologous antigen. When the 7. foetus (TF) antigen reacted against the
homologous and heterologous antisera cne to three lines in group A and two lines in
group B were formed (Fig. 5 and 7). ¥hen TF antigen reacted against the immme sera
of 7. suis {ts) and I. gallinae (tg) only lines with partial! identity were
developed (Fig. 4 and 6). Most of these lines firam both homologous and heterologous
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system showed total identity (Fig. 4) and partial identity (Fig. 6). No reaction
ocoured  between TF antigen and T. vaginalis (tv) antiserum (Fig. 3}. It is evident
fram the results that either T. foetus, T. suis and 0. gallinee have identical
antigens, or are wvery closely related in the group A. The T. foetus aparently
appear to share one of the group B antigen of 7. gallinge {Fig. 5).

Figures 1, 2, 3 - Precipitation lines of reaction between 7. suis antigen (T8) and
anti-7T. wvaginalis antisera “{vv), anti-F. gallinae antisera (tg), anti-T. foetus
antisera (tf and wells 4, 5 and 6) and anti-7. suis antisera (ts wells 1, 2 and 3)

Anti-Trichomonas vaginalis serum — Reactions between T. wagineiis (tv) antiserum
and its hamologous antigen resulted in the formation of one and two lines on the
grovp A (Fig. 8). vhen T. vaginalis {tv) antigen reacted against 7. gallinae (tq)
antiserum, there was one line with total identity in group A {Fig. 9). No reactions
oocoured  bebween TV antigen and 7. suis (Es) and 7. foetus (tf} antiserum (Fig. 8
and 2}. When TV antigen reacted against hamlogous and heterologous sera, these
were one and two lines in A grouwp alone, and not lines in B group. The results
indicated a very clese antigenic relation of superficial antigens between the two
species of Trichomonas.

Figures 4, 5, 6 - Precipitation lines of reactions between 7. foetus antigen (TF)
and anti-l. veginalis antiseva {(tv), anti-T. gallinae antisera (tg), anti-T. foetus
antisera (tf and wells 4, 5 and 6) and anti-7T. sufs antisera (ts wells 1, 2 and 3)
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Anti-Trichomonas gallinae serum - The  strongest
reactions was cobserved between 7. gaillinge (TS}
antigen and its hamologous antiserum (Fig. 10}. ¥hen
the TG antigen reacted against hawologous and
heterologous sera it showed ane and two lines in  the
A group (Fig. 10). The reactions between TG antigen
against 7. wvaginalis {tv) serum showed two lines in
group A with partial identity (Fig. 11}. The
precipitin lines cbserved in reaction involving TG
antigen and 7. suis {ts) and T. foetus (tf) immme
sera showed one line on the A group with total
identity. The results of experiments with 7. galiinae
{1G) antigen against 7. suis (ts), T. foetuws (&£} ad
T. vaginalis (tv} antiserune showed evidence that this
trichomonads have identical antigens or very closely
related antigenic structure.

Conclusions

The results of previous study on indirect
immmofluorescence (4), gel immmodiffusion (5) and
immmoelectrophoresis {6) suggested the close
antigenic relationships between 7. sufs and T
foetus. Recent light and electronic observations

Figure 7 — Precipitation
lines of reactions
between T. foefus antigen
(TF) and anti-T,
vaginalis antisera (&v),
anti-T. gallinae antisera
(tg), enci-T. foetus

antisera (tf and wells 4,
5 and 6) and anti-T. suis
antisera (ts and wells 1,
2 and 3)

provided a similar morpholegy in  the two

Teitrichomonas and two Trichomonas species (7, 13, 15, 17, 19). The close antigenic
relationships between these two genera could reveal the existence of cross reacting
antigens but did not give infommation concerning the muber of common antigens
responsible for these reactions (12, 14, 20). They indicated, alsc that 7. suis, 7.
foetus and T. gaillinae were antigenically more closely related to each other. It
has been proved through gel immmodiffusion that 7. vaginglis, 7. gallinae and 7.
Joetus share structurally identical or closely related antigens, oonfirming the
results  suggested previously through studies with trichamonads of genera
Tritrichomonas.

Figures 8, 9 - Precipitation lines of reactions Figure 10 - Precipitation
between I, vaginalis antigen (IV) and anti-T; lines of reactions
vaginalis antisera (tv), anti-7. gallinge antisera between 7. gallinae
(tg), anti-T. foetus antisera (tf), znd anti-T. suis antigen (TG) and

antisera (ts)

anti-T.vaginalis antisera
(tv), anti-7. gallinage
antisera {tg), anti-7T.
Ffoetus antisera (tf), and
anti-T. suis  antisera

{ts)
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Figure 11 — Precipitation Abbreviations
lines of reactions
between T. gallinas 1§ - T. suts antigen; TF - T. Foetus antigen; TV -
antigen (TG} and T. vaginalis antigen; TG - T. gallince antigen.
anti-T.vaginalis antisera ts - 7. suig antisera; tf - T. Foetus antisera; tv -
{tv), anti-7. gallinae 7. vaginalis antisera; tg - 7. gallinae antisera.
antisera {tg), anti-T. 1,2 and 3 -~ antisera of IT. suts; 4, 5 and 6 —
Ffoetus antisera (tf), and antisera of 7. foetus.
anti-7. suis  antlsera
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Resumo

Procurou~se pesquisar, em Belém do Para, a presenca de Bs-
cherichia coli enterctoxigénica e outros enteropatogenos,
incluindo agentes virais, nas fezes de 44 criancas de 0 a 5
anos de idade, com quadro diarréico agude. A presenca de
bactérias enteropatogénicas foi investigada pela coprocul-
tura e a pesquisa de rotavirus através das técnicas de ELI-
8h e contra-imunoeletroosmoforese. O isolamento de  enterc-
virus foi feite em cultura de células {Vero e HEp 2} e ca-
mundongo recém-nascido. Helmintos e protozoarios intesti-
nais foram procurados pelo método direto. Trinta e trés
{75%) dos casos foram positivos para um cu mais enteropato-
genos, sendo 30,3% de etiologia bacteriana, 39,4% de origem
viral e 30,3% de infecgdo mista. A procura de  enterotowina
LT & ST em 153 cepas de E. coli iscladas dos pacientes, foi
feita, pelos testes de imumo-hemdlise passiva (PIH) e ca—
mmndongo rec&n-nascido {Teste de Dean), respectivamente,
Cepas enterotoxigénicas de E. coli, em niwero de 17 foram
isuladas de sete dos 44 pacientes estudados. Eun nenbwma
anostra ocorreu producds simultinea de duas enterctoxinas.

Summary

Enterotoxigenic Escherichia ocoli isolated from children
with acute gastroenteritis, Belém, Parg

Fourty-four children, yp to 5 years of age, with acute

*Prabalho realizado com auxilio parcial do (WPg e FINEP.
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diarrhea were examined for the presence of enterctoxigenic
E. ¢oli and other enteropathogens including wviral agents.
Stool cultures were performed for bacterial isclations;
detection of rotavirus antigen wes made by FELISA and
counter—immunoelectroosmophoresis.  Specimens  were also
inoculated into Vero, HEp 2 cell lines, as well as in baby
mice for the isolation of enteroviruses. Helminths and
protozoans were searched by direct examination.
Thirty-three (75%) specimens were positive for cne or more
than one enteropathogen; 30,3% were bacterial iselates,
39,4% were of viral etiology and 30,3% were mixed
infections. LT and ST enterotoxin were assayed in 153
strains of F. ceoli through Passive Immine Hemolysis and the
Dean test in babv mice, respectively. Seventeen strains of
enterctoxigenic E. coli were isolated from 7 out of 44
children suffering from diarrhea. No strain produced both
enterotoxins simultaneously.

Introdugac

As diarréias t&m sido relatadas como importantes causas de mortalidade infantil
nos palses en desenvolvimento {15). Até recentemente, entretanto, a etiologia des-
sas sindromes era determinada aproximadamente, en apenas 20% dos casos (23).

Nos tltimos 10 anos, intensas investigagles levaram a identificagio de 3 grupos
bem @efinidos de colibacilos enteropatog@nicos encontrados em casos de diarreia
aguda. A Escherichia coli enteropatog@nica classica tem sido respansével por free
quentes surtos de diarr&ia infantil, sendo a sua identificagdo realizada atraves de
provas de soro—ag}.utjmgao com antisoros especificos, desconhecendo-se, até o pre—
sente, quais os possiveis mecanismos de entercpatogenicidade envolvidos na etiopatoge-
nia das diarrias causadas por estes microrganismos (21). Atuvalmente, se tem dado
grande importincia acs colibacilos enterctoxignicos como causa de diarreia, ndo s6
ne  homem comc nos animais. Estas bactérias produzem, simultaneamente cu em separa-—
do, pelo menos dois tipos de enterotoxinas ditas termoldbil (LT) e termpestavel
{87, tendo sido relatadas em S3o Panlo (8, 16, 18}, Floriandpolis (10), Manaus (9}
e mais recentemente em Recife (13). Finalmente, existe o grupo de colibacilos inva-
sores 0s quais atuam por mecanismo semelhante ao de Shigella.

O presente trabalho teve como finalidade prmcxpal estudar, em Belém do Parid, o
papez desempenhado por £. coli enterotoxigénica e o8 rotavirus cam causa de diar—
réia em criancas de at® 5 anos de idade, procuramio—-se deste modo a obtengao de da-
dos que aumentem o nimero de casos de diarréia 1dent3_f1cadas quanto & sua natureza
etiolégica.

Material e Metodos

Foram examinadas 44 criancas portadoras de quadro diarrdico agudo, na faixa eta-
ria d& 0 a 5 anos, atendidas em clinicas particulares de Belém e no Hospital da
Santa Casa de Misericdrdia do Para.

A coleta de espécimes fecais fol anterior 3 administracdo de qualquer antibiStico
ou guimioterdpico. Os espécimes foram enviados em frascos apropriados, para o Ins-
tituto Evandro Chagas, onde foram realizados os exames bacterlologlco, p:.rasztolo—
gico e vircldgico. Em um tenpo nunca superior a 2 horas apds a coleta, os espécimes
foram processados na secao de bacteriologia, de acordo com os métodos propostos por
Edwards & Ewing (3}. Alén da E. coli enterotoxigénica, foram ainda pescuisadas as
sequintes bactérias enteropatog@nicas: Salmonella, Arizona, Shigella, Yersinia en-
terocolitica e sorotipos enteropatogénicos classicos de E. Goli.

Cento e cincoenta e tr@s cepas de Fscherichia coli foram isoladas dos 44 casos de
diarrdia aguda. Apds identificagdo bioguimica e sorologica, foram estocadas em BHI
("Brain Heart Infusion" - Difco} com 15% de glicerol estéril e mantidas a —-209C até
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a realizagdo dos testes para verificacdo da capacidade de produzir as enterotoxinas
3T e LT. Para obtencio das enterotoxinas ST e 1T, cada uma das 153 amostras de £.
coli fol semeada em frascos Erlenmever contendo meio de Ewvans (4), estabelecendo
sempre wna  proporcicnalidade de 1% em relagio & quantidade de meio e o volume do
frasco.

as culturas foram incubadas em estufa com agitagao (150-200rpm} a 37°C por 18-24
horas. Para o preparo da enterctoxina LT foi utilizado a extracio pela polimixina
B, segundo técnica descrita por Evans & col. (5), sendo as culturas entio centrifu-
gadas a 4000rpm por 45 mimitos e, apds, retirados cuidadosamente os 3/4 superiores
dos scbrenadantes. Estes foram examinados pelo teste de immo-hendlise passiva
{PIH) conforme descrito por Evans & col. (6} e modificado por Serafim & col. (17) e
Castro & col. (1). Os valores com absorbancia abaixc de 0,16 {<30ug de hemoglobina
liberada), foram considerados negativos no teste do PIH e os valores acima de 30ug
de hemcglobina liberada foram considerados positivos {1, 17).

A produgdo da enterotoxina ST foi realizada em cultura estacionaria, obedecen—
do—se a mesma proporcionalidade entre volume de meio de Evans e volume dos frascos
Erlemmeyers, sendo estes incubados a 379C por 24 horas. Apds a centrifugagdo das
culturas, os sobrenadantes foram coletados conforme descrito para o preparo de LY.
O ensaic para deteccio da enterotoxina ST foi feito através da incculagdo in-
tra-gastrica em cammdongos recé&wnascidos, de 3 dias de idade, em nimero de 4 por
amostra de B, coli, cor 0,1md do extrato bacteriano contendo azul de Evans a 2%,
sequndo  método recomendado por Dean & col. {(2). Apds 4 horas, os animais foram sa-
crificados e as amostras que apresentaram a relacac peso’ dos intestincos/peso das
criangas {(PI/PC) superiores a 0,085 foram considerados positivos; ou seja, prodato-
ras da enterotoxina ST. ‘

A identificacdo dos sorogrupss classices de E. coli foram pesquisadas utilizando
antisoros K polivalentes {Difco Laboratories) e, se positivos, com os antisoros

_especificos, de mesma procedéncia.

A pesquisa de rotavimis nos espécimes de fezes foi feita pelos métodos de ELISA e
contra-immoeletroosmoforese, sequindo-se wmetodologia Ja descrita  anteriormente
{20, 22).

A detecgdo de enterovirus fol processada através da inoculagao de fezes em cultu-
ra de ceélulas Vero e HEp 2 e cammndongo recém-nascido (incculagio intra-cerebral}.
As culturas celulares e os animais inoculados foram observados durante duas’ semanas
na procura de efeito citopatico e sinais de doenca, respectivamente. A identifica-
¢an dos enterovirus isolados foi feita utilizando mistura de antisoro (Lim. Benies-
ch Melnick) e antiscros especificos para echovirus e coxsackievirus formecidos pelo
"National Institute of Health" (N.I.H.), Bethesda, Maryland, USA.

A fim de excluir a possibilidade de helmintos e protozoadrios intestinals estarenm
emvolvidos na eticlogia das dlarréias, a pesquisa destes agentes foi feita em todos
os espécimes fecais através do exame parasitoldgico direto,

Resultados

Do total de 44 criancas com gastroenterite agquda detectaram-se enteropatdgenos em
33 (75%) dos casos, dos quais 30,3% foram enterchactérias patogénicas, 39,4% rota-
virus e enterovirus e 30,3% com etiologia mista (Tabela 1). Através da coprocultura
isolaram-se 12% de colibacilos pertencentes acs sorogrupos entercpatogénicos clas—
sicos de E. coli, 6% de Saeimonella, 3% de Shigella e 9% de E. coli enterotoxigéni-
ca. Trés pacientes oom Shigelle apresentaram um ou mals enteropatogenos, sinulta-
neamente: £. coli clissica em um, Giardic lamblia em cutro e em um terceiro E. coli
enterotoxigénica e entercovirus. Trés pacientes com E. coli enterctoxigénica e trés
co rotavirus apresentaram infecgdo mista com entercvirus; um casc de F. coli clas-
sica estava associado com rotavivus. Entre as especies de Shigella, Sh. flexneri
foi a mais frequente, sequida de 5k. sonnei. Bu relacdc aos SOrogripos entercpeto-
génicos c¢lassicos de E. coli, 0111 e 0124 foram os mais frequentes, sequidos dos
sorogrupos 055 e 086. S. iyphimuriwn e 5. belem estiveram presentes com wm isola-
mento de cada. NBo foram pesquisados E. coli enteroinvasora e Campylobacter jejuni
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e nd foi isclada nenhnma amostra dos generos 4rizong e Yersinia, apesar de 33 se
ter detectado em gportunidade anterior (12) uma amostra de Y. enterocolitica (bio—
tipo 1 e sorotipo 0:8) das fezes de uma crianca com gastroenterite aguda en Belém

do Para. _
Enterovirus foram isolados

em 9 {(20%) das 44 criangas
com diarréia aguda; cinco
foram identificados como
echovirus {echo 1, echo 4,
echo 14, echo 19 e echo 20}
e os 4 restaptes ainda nio
foram identificados ate o

Tabela 1 - Distribuicdo de eateropatdgenos
dos das fezes de criangas com gastroenterite aguda

em Belém do Para

isola-

noments. Etiologla ¥ 8
0 exame asitoldgice das
fezes, revg?_fm a przgenga de Eacteriana 0 303
Giardia leomblia em apenas um . eoli entercpatogénica
caso, o qual também alberga— classica 4
va outro enteropatégeno. entaxotoriginica 3
Das 153 cepas de E. coli Sh. flegnerd 1
isoladas dos 44 casos de 5. botem K
diarrédia aquda e examinadas . dyphimriin !
quanto & producdo das ente-
rotoxinas ST e LT, 13 amos— vizal 3 39,4
tras, isoladas de 4 paciern— Fotavirus 1
tes, apresentaram a relacgio Enterovirus 2
PI/PC spericres a 0,085 e
foram consideradas positivas Hista 10 30,3
para ST (Tabela 2}. Por ou- Sh. flesmert + Z. coli clissica 1
tro lado, 4 amostras isola- Sh. flexmerti + E. coli enterotoxiginica + enterovirus 1
das de 3 casos, foram capa- Sk. sonnei + G. lawblia 1
zes de produzir enterotoxina £, coli entercboxiginica + enterovirus 3
do tipo IP. Fato importante E. coli cidssica + rotavirus 1
a considerar, foi que, ne- rotavirus + enterovinus 3
nhuma das amostras de £, co-
17 foi capaz de produzir, Toral 3 100

simltaneamente, as enterc-
towinas ST e LT.

Discussao

2s diarrgias continuam sendo a maior causa de mortalidade infantil nos paises em
deserwolvimento. Na Africa, Asia e Bmérica latina, s@o registrados, anualmente,
mais de 500 milhOes de casos em criancas menores de 5 ancs de idade e cerca de 5
milhdes de Obitos (7). Rotavirus e E. coli enterotoxigénica tém sido, juntos, in-
criminados camo responsaveis por mais de 50% dos casos de dlarréia em criangas
abaixo de 5 anos de idade (24). Em nosso estudo verificapos que esses dois agentes
causais de gastroenterite, estiveram presentes em 32% das situacdes além de 8 casos
de infeccdo mista (Tabela 1).

O fato de que as cepas de K. coli enterotoxigénicas nio terem sido capazes de
produzir similtaneamente as enterotoxinas ST e IT, sugere ser frecuente a producdo
isclada de enterotoxinas nas amostras de origem humana, em nosso meio. Serafim &
col. {16}, em 5. Paulo, isolaram 3 amostras de 7. coli de pacientes com diarréia,
que produziam samente enterotoxina ST. Magalhfes & col. {13), no Recife, detectaram
E. soli enterotowig@nica em sete (12%) criancas com diarréia. PEntre as anostras
isoladas 4 produziram somente enterotoxina ST, uma apenas enteyotoxina LT e 2 pro-
duziram ambas enterotoxinas (ST e IT). Guigliano & coil. (9}, em Manaus, reportaran
a ocorréncia de E. coli enterotoxignica em criangas sem sintcmatologia gastrintes
tinzl, quando estudaram 360 cepas de E. coli isoladas de 72 lactentes de um bairro
de baixa renda da cidade de Manaus, sendo que em um oS casos as cepas isoladas fo-
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ram capazes de produzir ambas enterotoxinas e, no cutro, somente a enterotoxina ST
{Tabela 2).
Atualmente a importancia do

encontro de amostras enterotoxi- Tabela 2 — Frequencia das amostras de Esche-
genicas de colibacilos que produ— richia coli enterotoxigénicas isoladas das
zam exclusivamente a enterctoxina fezes de criangas com gastroenterite aguda

LT tem sido contestada por alguns
autores (21), uma vez que estas
amostras t8m sido isoladas com

P . . . Producan de Ne de amostras Ny  amostras
f:sequenc:.as _serrelhantes @e ;ujcéllw enterobox ete utilizad . positivas (3)
viduos normais e com diarreia.

Por outro lado, tem se sugeri?_o - IrEmo_barlise 153 o 2.6
que o encontro de amostras ST7, passiva

principalmente se houver produgao
similtinea de LT, tem maior sig— . Comamiong 1% 7 @3

PP ~ . - recan-nascigo
nificacac pols nao ocorrem  Ccom
frequéncia em individuos normais,
sendo iscladas commente de casos
de diarréia (21).

Este aspecto de produgio isolada de enterotoxinas, tem se repetido inclusive
guando se investiga animais com diarréia. Simdes (19) trabalhou com 700 amostras de
E. coli isoladas de sulnos oo diaxréia e 14 (2%} demonstraram produzir enterotoxi—
na LT quando examinadas pelo ensaio de células da linhagem ¥-1. Dentre 500 amostras
das 700 isoladas, cbservou a existéncia de 23 (4,6%) colibacilos capazes de produ-
zir a enterotoxina ST.

2 associagio entre dois ou mals agentes enteropatogénicos bem comc a alta fre-
quéncia com que se detectou rotavirus e em menor quantidade enterovirus sugerem, no
concernente a Belem do Pard, que a etiologia das diarréias infantis nesta localida—
de, 2 bastante anpla, necessitando-se, pois, de infraestrutura diversificada capaz
de incluir no diagndstico etioldgico, além das entercbactérias estudadas no presen—
te trabalho, agentes virais tais camo rotavirus e enterovirus. Salienta-se que a
pesquisa Qe Campylobacter jejuni, nao tendo sido realizada, poderia cam grande pro-
babilidade fiqurar entre os agentes pesquisados, uma vez que esta faixa etaria pa—
rece ser mais sensivel 3 infecg@o por esta bactéria {Loureiro, E.C.B. & Lins, Z.C.
— (bservagdes sobre o isolamento de Campylobacter jejuni de criangas com gastroen-—
terite agudz em Belém do Pard. Rev. Inst. Med. Trop. S8o Paulo. No prelo).

Os rotavirus isolados em 11 situacdes, assumem reconhecida importéncia (12) na
etiologia das diarréias agudas. Ja os enterovirus, detectados em 2 especimes fe-
cais, tém patogenicidade gquestionavel, conforme alguns autores (14}. Entre 0S ager-—
tes virais capazes de produzir gastrcenterite aguda ainda figuram os Mparvovi-
rus-like” {11}, cujo diagndstico laboratorial reguer métodos espec:aahzados como a
imono-microscopia eletrfnica e a hemaglutinacio por immo-aderéncia, nio disponi-
veis em nossa investigaczo.

Por cutro lado, queremos colocar em evidéneia que o encontro de ampstras entero—
toxigénicas de colibacilos em fezes de criangas com gastroenterite aguda em Belem
do Para, constitui-se na primeira detecgio desta natureza na regifc Amazdnica do
Brasil.
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YEASTS FROM BEACHES IN THE SOUTHERN AREA OF SAO PAULO STATE
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Surmary

Several yeasts fram the polluted beaches of Sdc Vicente
Island and not polluted ocnes of Bertioga were isolated and
studied. Fram March to December of 1976, 181 samples of sea
water were collected in nine places previcusly chosen. The
total of 500 colonies of yeasts were distributed in nine
genera: Candida, Cryptoccecus, Rhodotorula, Torulopsis,
Trichosporon, Debaryomyces, Hansenula, Pichia and
Sporobolomyces. The results points the genus Candida as a
probable pollution indicator for coastal sea water.

Resumo

Leveduras isoladas de praias da regiao sul do Estado de Sao
Paulo, Brasil

Isolamento e identificacio de leveduras em aguas poluidas,
de praias da Ilha de S& Vicente e de dguas ndo poluidas de
praias de Bertioga. Através de 181 coletas de agua do mar,
de marco a dezembro de 1976, foram isoladas 500 coldnias de
leveduras, distribuidas em nove géneros: Candida, Crypto-
coccus, Bhodotorula, Torulopsis, Trichosporon, Debaryomy-
ces, Hansenula, Pichic e Sporobolomyces. Os resultados re-
velam a possibilidade de leveduras do género Condida serem
ma novo indicador de poluigdo em Zguas de estudrios mari-
nhos.

Introduction

Scientific knowledge on sea water yeast T“habitat” grew wery slowly, as
represented by the few publications available. The first works of real importance
appeared between 1960 and 1962 (1, 2, 7, 20}. In 1968 and in 1975, Morxis (17, 18)
carefully revised the subject and discussed several important aspects such as:
factors that influence in isolation and growkth of the veasts and problems
concerning their classification. He also described the genera isolated from sea
water, marine animals and plants: Candida, Cryptococcus, Xloeckera, Rhodotorula,
Torulopsis, Trichosporon, Debaryomyces, Hanseniespora, Homcenmula, Metschnikowia,
Pichia, Saccharomyces and Sporobolomyces. In Brazil the study of sea water yeasts
was done in Recife (19) and in Floriandpolis (6).

With few exceptions the yeasts named from sea water have terrestrial counterparts

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 14(2}:136-143, Abr./Jun. 1983.
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{(17). Additionally, a considerable evidence that they are abundant on the coastal
waters, due to soil dragging by rivers and channels as well as by the domestic and
industrial residues, which add additional nutrients to the sea water {4, 5, 8, 9,
14, 21).

Yeasts in sea water participate of several ecologically remarkable processes,
either when in estuary watcrs, due to their rcole on conversion of organic and
inorganic substances, nmutrient recycling, bicdegradation of o©il and the
recalcitrant mixtures, or when in parasitism of marine animals (16}.

The so-called "Baixada Santista" is located in the southern are of 83c Paulo
State litcoral, is important because of the serious prcoblems of pollution, affecting
the main public beaches. There are no specific data on the incidence of the yeasts
in the area.

Based on frequences and generic occurence in both polluted (Sao Vicente Island}
and rnon—polluted (Bertioga) beaches, the following data were recorded in relation
to the seasons of 1976.

Material and Methods ¥igure t - Sampling stations in Sac Vicente
Island beaches
The localization of the
sampling stations are
demonstrated in Figures 1 and 2
and Tables 1 and 2. L7 d
The total of 181 sawles of iﬂ ?
200ml of sea water was collected k
from March to Decerber, 1976. \%
e to the lack of standard

R
techniques, isolation procedures g g
were established after assays _

=7
aiming to low cost- and hich Q/\

field efficiency, as follows: \ TN _
isolation on Sebouraud dextrose %
agar (DIFQO) plus yeast extract
(0.5%), with Chloramphenicol
{100ug/ml) , adiusted to final pH
5.0; plating with aliquots of

0.2mi, followed by the : - N
incubation at 250C, for % to 15 ] I “Lx
days. Identification of U® sl 1 Y%
morphologically  representative 8 5352/:)\/ /J'/
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Results ] Point,
2 22 [ 18 15

The relative frequency of the
veasts in SVI was of 58% and in
the beaches of Bertioga was
34,5% {Table 3}.

Submitting these percentages to the ¥* distribution, the results are 8.9 and 6.64
(p = 1%), that is, 8.9 > 6.64 (difference statiscally significant).

Absolute and relative frequencies of yeasts isolated from the beaches of Sao
Vicente Isiand and Berticga are expressed in Tables 4 and 5.

Tn SVI, nine genera were isclated: five asporogenous, three ascosporogenous  and
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one bailistospore producer. In Bertioga beaches, six genera were found: five
asporogencus and one ascosporogencus.

Figure 2 - Sampling stations im Bertioga beaches

ATLANTIC OCEAN

Armagdo’s 0 1234 5Km
—T—eme

The genera (andida, FRhodotorula, Torulopsis, Cryptococeus, Trichosporon and
Debaryomyces were isolated in both places; Pichia, Sporobolomyces and Hansenula
were foumd only in SVI. Clandide, Rhodotorula and Torulopsis showed higher
frequencies in both places.

Table 1 - Localization of the sampling stations 1in Sac
Vicente Island (Santos, Itararé and Sao Viceante)®

Place Beach Sarpling Stationg

51 Fonta da Praja 400 meters left from channel 6 {entrarnce of the estuary}

82 Aparecida In front of channel 5

53 Boqueirdo In front of chanmel 3

55 Gonzaga In fromk of channel 2 :

55 José Henino 80 meters an the left of the ocut-fall in construction

I6 Ttararé 100 meters at right of "Pedra da Feiticeira™

17 Itararé In fromt of point 2

18 Itarard In front of Saldanha da Gama Street

579 S30 Vicente Cn the right of the averue which connects with Porchart
Island

SVIQ S30 Vicente In fromt of the small fountains, 20 neters far from the

Fourth Centenary momment

* Beaches considered as improper for sea-bathing  {sus-
pect and bad), according to CETESB - Company of Basic
Sanitation,

The isolation of Candida (33% in SVI and 12.34% in Bertioga) also shows a
difference statistically significant: 10.01 and 6.64 {p = 1%), that is 10.01 >
6.64. -
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Distribution of the genera of the yeasts according to climatic seasons - Sao
Viecente Island beaches - The highest mumber genera isolated (Table 6) took place in
winter {eight}, followed by autum (seven}, spring {(five} and sumer (one). Candida
was the only genus ocourring in the sumrer.

Table 2 — Localization of the sampling stations in

Bertioga®

Place Beach Sampling stations

=i Enseada In front of Bertioga's G.E.

E2 Enseada In front of S5.E.5.C.'s sea~side resort

E3 Enseada 100 moters before the end of the beach (Scuth)
STA Sin Lourenco 100 meters before the end of the heach (Scuth)
SLE S3o Lourengo 190 meters from the end of the beach {North)
6 Graratuba 100 neters from the start of the beach (South)
G7 Guaratuba In the middle of the beach

G8 Guaratuba 100 meters fror the end of the beach (Rerth)

Borachia

100 meters from the start of the beach (Scuthy

Table 3 - Frequency concern-
ing the
of yeasts in sea waters

isolation of genera

Place ¥ of %
collections
S&o Vicente Isiand 100 58.00
Berbioga 8 34,40
Total 181 47.50

Basic Sanitation.

* Beaches considered as proper sea-bathing {(excel-
lent and very good), by CETESB -

Company of

Hansenula was found only in the winter and Sporobolomyces only in the spring. The
highest frequencies in auturm (43.33%), spring (36.66%) and summer {30%) were shown
by Candida; in the winter, was by Torulopsis {26.66%).

Bertioga beaches — Of the six
genera, five were isolated in
autumm and winter, four in the
spring and two in  the summer
(Table 6).

Candida and FRhodotorula were
found in all Seasons;
Debaryomyoes was isolated only
in the autwm.

In spring and sumnmer ,
Rhodotorula was the only genus
with the highest frequencies
{(11.11% ‘and 33.33%,
respectively); in the autum, it
was the Candida genus  (33.33%);
and in the winter, Torulopsis
(11.11%}.

Discussion

The total percentage of
isolation (58% in the Sao
Vicente Island and 34.4% in
Rerticga), as well as the mumber

Table 4 — Frequencies of the genera of yeasts
isolated in different sampling stations of
Sao Vicente Island beaches*

Sampling stations

51 82 83 84 S5 I6 I7T I8 SV8 S0

Candida 74 4 4 2 4 2 1 1 4 33
Rhodotorula i3 1 &6 0t o2 2 1 2 4 17
Torulopsis 2 2 2 2 0 4 0 0 2 1 15
Cryptococeus 2 6 00 1t 1 1 3 O [ 8
Trichosporon 31 ¢ 1 0 0 0 2 0 4 7
Plekia 6 0 0 1 1t ¢ o0 0 O 1 3
Lebaryomyees 16 0 ¢ o 0 1 90 0 o 2
Sporobolomyces 0 ¢ 0 © 0 0 1 1 @O 0 2
Hanserula ¢ 0 t 0o 0 0 0 0 O o 1

* Ten samples from each station totalizing
100 samples.

of isolated genera fnine In SVI and six in Bertioga), indicate the better
adaptation of the yeasts in the water of SVI beaches than in the water of Bertioga

beaches (Tables 3, 4, 5).
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This view 1is supported by Table 5 -~ Frequencies of the genera of
factors such as the great yeasts isclated in different sampling stations
populational density of the Sao of Bertioga beaches®

Vicente Island and the consequent
higher volume of organic

substances, whose association Sampling stations
with the vyeasts was already Genera F %
confirmmed (9, 14, 21). E1 E2 B3 S SLS G6 G7 G B9
‘Waters highily polluted by
domestic wastewater have large Candide 200 1 1 2 2 0 1 1 W0 1234
mmber of species of (andida, Rhedovoiula 10 3 0 0 ot 2 2z 1 10 1234
Trichosporoin, Torulopsis  and Torulopsis 11 2 1 0 ¢ 5 0 2 7 8.8
Rhodotorula (8, 16). The study Delaryomyces 6o 0 0 0 2 ¢ 1 0 1 4 4.93
made it evident that Trichosporon Trichosparon 110 0 1 6 0 0 0 3 3.9
iz not weil adapted +0 sea water Cryptocoeus 0 0 0 1 Q 6 ¢ 0 2 2.46
{Tables 4 and 5).

Species of FRhodotorula and

Torulopsis are usuwally found in * Nine samples from each station  totalizing
all sea enviromments (2, 4, 15, 81 samples.

17, 22}, which was confirmed in

this study.

Cryptococeus has been reported as predominant in non polluted waters (10, 11,
12). This is contradicted by the present results, for this genus was isolated
several times in SVI. Bhearn (4) says that this is the most common genus, but not
the most frequent one in clean waters.

Table 6 ~ Seasonal variatiom of the genera of yeasts isolated in the sea
water of Sao Vicente Island and Bertioga (relative frequency)

Climatic seascns Spring Sumer Autur Winter

Gaera

senpling stations/sanples SVI/30 BE/27  SVI/10 BE/9 SVI/30 BE/18 SVI/30  BE/27
Candida 36.56 7.40 30,00 11.11 43,33 33.33 20.00 3.70
Torulopsts - 7.40 - - 23,33 11.14 26.66  11.11
Fhedororula 26.56 1.1 - 33,33 16.86  11.11 13.33 7.40
Trichosporon 13.33  7.40 - - 3.33 - &.66 3.90
Cryptococcus 10.08 - - - 1G.00 5.55 5.66 3.90
Deparyomyees - - - - 3.33 2z2.22 3.33 e
Ransenuia - - - - - - 3.33 -
Blehia - - - - 6.66 - 3.33 -
Sporoboiomyees 6.56 - - - - - - -

sVL = Sac Vicente Island; BE = Bertioga.

Ivong the ascosporogencus genus, Debaryomyces presented the highest £requency.
This is justified by its presence on thick secretions and fishes excrements (18) or
for being an howothallic species the comvonest isolated, Debaryomyces hansenii,
because in sea water the chance of sexual conjugation is small, due to the
microbiota dispersion.

Candida desexves special reference, for it presented the highest frequencies, in
both collecting sites. It predominance in waters of the SVI matches the results of
Ahearn {4}, who cbhserved the influence of the sewage of the biggest wurban centres
in the United Satates in the ocowrrence of several species of the quoted genus
which has been found hidgh concentrations in the sewage.



These resuits alse coincide
with others authors (3, 8, 16,
19) which confirm the high
incidence of Candida in
polluted waters by domestic
sewage.

In waters of the highly
polluted beaches of the
island, there is high nwber
of  fecal coliforms (data
obtained from CETESB - Table
7} and the highest frecquency
of yeasts, especially of
Candida. This does not ocour
in nonpolluted waters of
Bertioga beaches.

The gquantitative comparison
between the waters of both
places shows a remarkable
difference between the
percentage of the yeasts
isolation in the island (58%)
and in Bertiocga (34.4%). As
demonstrated in Results, this

confirms the ecological
difference, as not a mere
observation, but a

statistically significant fact,

The isolation of Candida, as
also demonstrated in Results,
showad a difference
statistically significant.
Therefore the highest freguency
foord in SVI waters is not
purely casual.

The seasonal variation of
Candida (Table 6} followed the
fecal coliforms (Table 7) and
the non sporulating fimgi - NSF
{Purchic, A, -  perscnal
communication}, in the island
waters, which means: smaller
frequencies in  winter and
sumer and maximm frequencies
in the avbum (Figure 3).

Based on the present results,
Candida is proposed as a new
pollution indicator for coastal
sea water.

Acknowledgements

The authors whish to thank CETESB (Company of Basic Sanitation)

141

Table 7 — Seasonal distribution  of media
(N.M.P./100m1} of fecal coliform isolated in the
same sampling stations in the Sio Vicente Island
and Bertioga*

Btations Spring Summer Autamn Winter
S30 Vicente Tsland & x 107 16 x 107 1.095 x 107 15 x 10*
Bertioga 173 75 56 228

% Data obtained from CETESB (Company of Basic
Sanitation).
Figure 3 - Seasconal distribution of Candida,

fecal coliforms and non sporulated fungi (NS¥)
in the sea water of S&c Vicente Island
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Summary

A sarvey of 137 Staphylococcus aursus strains isclated from
cutpatients and from food indicated a high percentage of
resistance to penicillin G, and a variable one to
erythromycin, chloramphenicol, tetracycline, kanamyein,
amikacin, sulfadiazine and streptomycin., One strain
produced enterctoxin B and 9 produced enterotoxin C.
Staphylococcinal agents were detected in 13 strains.

Resumo

Triagem da rvesisténcia e de fatores de viruléncia em  Sta-
phylococcus aureus

0 estudo de 137 estirpes de Staphylococcus aureus, recente—
mente isoladas de pacientes nac hospitalizados e de alimen-
tos, mostrou alta percentagem de resisténcia 2 penicilina G
e percentual varidvel 3 eritromicina, cloranfenicol, tetra-
ciclina, canaicinag, amicacina, sulfadiazina e estreptomi-
cina. Uma estirpe produziu enterotoxina B e mal procduziram
enterotoxina-C. Agentes estafilococcinogénicos foram detec—
tados em 13 estirpes.

Introduction

In Brazil, Staphylococcus aureus has been little studied as a food contaminant or
as a constituent of the resident or transient flora of outpatients. More eaphasis
has been given to samples dobtained from Inpatients which had been frequently
submitted to antibiotics treatments.

The high mmber of antibictics freely available for sale and their overuse in
Brazil has led to the increase of resistant strains. However, the high mumber of
resistant clones cannot be explained only by the process of resistant mutants
selecticn. The progressive increase of 5. cureus resistance can also be attributed
to the phencimena of genetic recambination through transduction, transformation or
through a mechanism detected in mixed cultures and not yet well understood (10, 11,
13, 16, 18, 19}).

References from literature (14) show that scome drug resistance genes are located
in the staphyvlococcal chromosome. These include genes coding for resistance to
streptomycin (high level), trimethoprim, novobiccin and rifampicin., Determinants
for other antibiotic resistances including resistance to penicillin, streptomycin

Rev. Microbicl., S&o Paulo, 14(2):144-149, Rbr./Jun. 1%83.
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{low level)}, kanamycin/meomycin, chloramphenicol, erythromycin/lincomycin are
located in plasmids. Resistance to still other antibiotcis such as fusidic acid and
tetracycline can be coded for by genes lccalized either in plasmids or in the
chromosame (2) . The location of some resistance genes is still controversial (e.g.
for methicillin and gentamycin resistance}.

The high maiber of available antibiotics with similar structure, has raised
doubts on the therapeutic value of some of them. Thus, the penicillinase producing
strains of 5. aureus hydrolyze the B-lactam ring of severail antimicrobial agents
like carbenicillin, cloxaciliin, flucloxacillin, ampiciliin, amoxicillin,
cephaloridine, cephalcthin and others. In countries where these antibiotics have
been eamploved in the past, they are being increasingly substituted by B-lactamase
resistant ones, but bacterial strains resistant to any antibiotic will eventually
emerge. In the United Kingdom, bacteria resistant to neamycin were detected 9 years
after the introduction of this aptibiotic (12). Moreover, in the United Kingdom and
in the United States, several strains resistant to gentamycin, recently introduced
antibiotic have been isolated (29). Howewer, in Brazil such clones have onily
occasionally been detected among isolated S. aureus strains.

In 3. aqureus 6 different enterotoxins have been characterized (3, 4} vhich may
cause food poisoning in man. These exotoxins may be present in culture filtrates
and can also be detected in contaminated food. They cause a short sickness (1 to 6
hours) characterized by vomiting and diarrhea. The staphylococcal enterotoxins (A,
B, C, D, E, F} are immmplogically distinct, and can be detected by using specific
antisera. Enterctoxin A is the most commonly isolatéd from patients with those
symptoms. In the few strains already studied, enterotoxin A seems to be coded for
by genes located in the chrowsome (17, 20, 25). The genes that code for
enterotoxin B are in some cases chromosomal (24}, but in other strains they are.
plasmid-borne (5, 7, 8, 27, 28). . :

Some S. aureus strains exert an antagonistic action on others, and alsc on
related species. The responsible agents may be lytic enzymes, antibiotics, phages
or staphylecoccal bacteriocins (staphylococcins). Imitial studies on bactericcins
were done in Gram negative bacteria, mainly in Escherichia coli, being therefore
named colicins. BRacteriocins are proteins or proteins camplexed with lipids and
carbohydrates with bactericidal action that bind to specific receptors, showing a
narrow killing spectrum in homologous species and conferring immmity to the
producing strain, In Gram poesitive bacteria the bacteriocin killing spectrum is
usually wider. Bacteriocins are generally coded of plasmids. The staghylococcing
are heat-stable proteins, which are capable of lysing unrelated species of Gram
positive bacteria (9). Their genes apparently are also plasmid-borne, since they
are cured with high frequency by ethydium bramide, rifampicin or high temperature.
However, genstics studies have been postponed because of the difficulty of
selecting recombinant clones.,

The aim of this work was to screen 137 newly isolated strains of 5. aureus {1980}
for their resistance pattern against 14 antibiotics, their enterctoxin production
and their staphylococcinal action.

Material and Methods

Bacterial strains- ©7 5. qurezus strains designated Hua, newly isolated fraom skin,
nose or throat of cutpatients of two Children's Hospitals in Rio de Janeiro. 70 5.
aureus strains designated Al, newly isclated from commercialized food.

Bacteriocin producers UT0007, UT0002 and indicator strain UT0017 were kindly
provided by Dr. M. Rogolsky {University of Missouri, Kansas City}.

Routine tests showed that all the used strains were coagulase, DNase and mannitol
positive.

Media -~ Difco Vogel Johnson medium (for selection); nutrient broth and agar (for
ordinary growth); Difco Mueller-Hinton agar (for antibiograms); sheep blood {5%)
matrient agar and Qxoid Brain Heart Infusion — BHI (for bacteriocin detection).
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Antibiogram - Antibiograms were made in Moeller-Hinton agar plates bv the method of
Kirby & Bauer using an overlav of soft agar seeded with 0.2ml of an overnight
mitrient broth culture. Antibiotic containing disks (Difco) were applied with a
dispenser, The following antibiotics were used: amikacin (Ak: 10ug), bacitracin
{Ba: 10U0), cephalothin ({Cr: 30ug), chloramphenicol {(Cm: 30pg), erythromycin (Em:
15ug) , gentamycin (Gm: 10ug), kanamwvein (Km: 30ug), nalidixic acid ®a: 30ug),
penicillin G (Pe: 5U), polymyxin B {PB: 3000}, rifampicin (Ra: 5ugl}, strxeptamycin
(Sm: 10ug), sulfadiazine (Su: 300ug), tetracycline (Tc: 30ug). Results were read
after 24h of incubation at 37°9C. The sensitivity criterion used was that described
by Rocha & col. {22).

Entevotorin production — The COptimal Sensitivity Plate (0.5.P.) douvble diffusion
method as described by Robbins & col. (21) was emploved using the supermatants of
overnight cultures grown on nutrient broth, anti A, B, C, D and B sera were kindly
provided by Dr. M. Bergdoll (University of Wisconsin, Madison). Readings were done
after 24h and rechecked at 48h. The 70 strains isolated from food were checked for
enterctoxin production.

Bacteriocin detection — The technique previously described by Anthony & col. (1)
was used with the following modifications: lawns of indicator strain UT0017
{@Giluted 1:100) were poured on BHI agar instead, of blood agar plates. AllL 137
strains were checked for bacteriocin production.

Resuits and Discussion Figure 1 - Percentage sensitivity of Staphylo-
cocous aqureuns to several antibiotics
Almost all strains from both
origins were  sensitive to

bacitracin, cephalothin,

gentamycin and rifampicin (Fig. 0o

1) . The reduced therapeutic use A - STRAINS ISOLATED
of gentamycin and rifampicin and 80 3 FROM FOOD

the topical use of bacitracin,

may explain the high percentage 80

of sensitivity 0 thése
antibiotics shown by the &,
avreus strains. Such sensitivity
0 cephalothin remains
unexplained, since according to
literature (23} cephalosporins
are hydrolyzed b the
g-lactamases (produced by 80-90%
of ouwr samples); the only
exception described in
literature is cephradine {15,
23) which resists the action of
the penicillinases and was not
used in this work. Among the g
igolates, a variable percentage

{between 31.4 and 94.2) was 40
sensitive to the following
antibiotics: exrythromycin, 20
chloramphenicol,  tetracycline,
kanamycin, amikacin,
sulfadiazine and streptomycing m
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strains sensitive to erythromycin, tetracycline and sulfadiazine was found among
the strains isolated from food, whereas sensitivity 0 kanamycin, amikacin and
streptomycin was more common among strains isolated from humans. These facts can be
explained by the different selective environments from which these two groups of S.
aureus strains were isolated. Sensitivity to penicillin G was found to be rare
{24.2 and 10.4%); these data agree with the literature, and even higher resistance
percentages were found in 5. curews isolated in hospitals and nurseries. Although
the use of penicillins may favour the appearance of methicillin resistant strains,
- our results (data not shown) indicate wvery few ones. The high resistances t©o
polymyxin B and nalidixic acid (100% of resistance was found among samples isolated
from humans) show the inadequacy of both antibiotics to kill S. awreus: 2olyiadixyn
acts only on the cell menbrane and the resistance of $. qurens to nalidixic acid is
widespread althouth it acts at the DNA replication level.

Enterotowin production was checked only among strains isolated from food. None of
these strains produced enterotoxin A. onlv one strain (1.423)} produced enterotoxin
B. Data from literature (5, 6, 7, 25, 26) suggest that this marker can be located
either in plasmids or in the chromoscme. In about one third of the (few) analysed
strains the gene was plasmidial and these strains were all resistant to
methicillin; in the remainder enterotoxin B was coded for by a chromosomal gene and
these strains were found to be either sensitive or resistant to methicillin (27}).
Some plasmids coding for enterotoxin production have already been characterized.
Thus, & plasmid of 0.75 x 100 daitons was described as coding for enterotoxin B
production; it was suggested to be dependent on a tetracycline resistance plasmid
also present in the cell (28). In ancther strain studied for enterotoxin B
production, a plasmid of 1.15 x 106 daltons was involved {27); this plasmid was
absent in all the chromosomal producers. More studies (8) showed that this plasmid
-does not have a structural fimetion but exerts regulatory action on enterctoxin B
production. Of our isolates, nine (12.8%) produced enterctoxin C: all of them were
penicillin resistant and one was also tetracycline resistant. Studies on the
location of the genes coding for enterotoxin C are just beginning.

Thirteen strains produced staphylococcinal agents (not yet fully characterized as
staphylococcins) . Reference strain UT0007 was reported to harbour a plasmid that
codes both of bactericcin production and for exfoliative toxin (31). According to
literature (30} the size of this plasmid was 33 x 10® daltons.
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INFORMACAD TECNICO-CIENTIFICA SBM

Lizuka, H. & Naito A. - Microbial conversion of steroids and alkaloids. Japan, Uni-
versity of Tokyo Press, 396p., 1981.

Poucas s30 as cbras que tratam especificamente das transformactes de derivados do
ciclopentanoperihidrofenantrenc e de outras moléculas complexas por microrganismos.

O mais conhecido € o de Charnev & Herzog, "Microbial transformations of ste—
roids”, publicado em 1967.

Em lingua portuguesa ha um pequenc capitulo de revisao no volume 1 de 1975 (Tec-
nologia das fermentacOes) da cole¢do Biotecnoclogia: Aguarone, E. & Stonis S. =
Transformactes de esterdides.

Este livro de Tizuka & Naito & wa complementac®o de cutro de 1967, intitulado
"Microbial transformation of stercids and alkaloids™.

Divide-se an 8§ capitulos: Conversao microbiana de hormdnios esterdides, o mais
longo; Conversao microbiana de &cidos biliares; Conversic micrcbiana de esterdides;
Conversac microbiana de sapogenias; Conversdo microbiana de cardendlides; Conversio
microbiana de alcaldides; Conversdo de hormdnios esterdides por cultura de célwlas
de plantas e Conversao de cardendlidos por cultura de células de plantas.

s curlose nesta chra que, como mun dicionario, cada um destes capitulos contém
scme,nte 0 nome do microrganiswo (em ordem alfabética), a refer@ncia bibliografica e
as reacbes quimicas de transformag3o com os nomes das substincias respectivas, bem
como a porcentagem de rendimento do produto; nos dois Witimes capitulos, natbwal-
mente, no lugar do microrganisme estd o da planta.

Tsta & mais uma Gtil originalidade deste livro em relagio ac de Charney & Herzog:
a inclusZo de trabalhos scbre cultura celular de plantas superiores.

Deve-ge ressaltar que das mais de 300 referé@ncias que contém este livro, scmente
5 estdo também na cbra de Charney & Herzog citada. Iste di wuma demonstracic de
atualidade da cbra, com informacdes bastante recentes de trabalhos de todo mmdo
scbre o© assunto. Lamentavelmente, o livro anterior dos meswos autores nio existe &
disposicdo am biblioteca nacional.

"Microbial conversion of steroids and alkaloids™ & pois, um magnifico "abstract”
resumidoe, contendo os traba:zhos mais modernos em sua area. O interessado, apds con-
sultd~lo , deve ir 3 revista fonte indicada para obter as informacdes detalhadas
sobre o assunto pesquisado.

Bugénic Aguarone

DeptC> de Tecnologia Bioguimico-Far—
macéutica

Faculdade de Cigncias FarmacSuticas
UsP

‘Caixa Postal 30786

01000 S3c Paulo SP

Sato, G.H.; Pardee, A.B. & Sirbasku, D.A., eds. — Growth of cells in hormonally
defined media. New York, Cold Spring Harbor Conferemces on Cell Proliferation, vol.
.9 AfB, &24p., 1982

Como os demals livros publicados pela Cold Spring Harbor Laboratory, estes dois
campden o Vol. 9 da série dedicada acs varios tdpicos do controle da diferenciacSo,
crescimento e funcdes de células normais e tumorais ou infectadas por virus, reunem
as conferéncias feitas por mmis de uma centena de investigadores, criteriosamente
selecionados de acorde com a importincia de suas contribuigdes neste campo da  bio-
logia celular. Inicia-se o livro com um tributo prestado a Jacch Purth (1896 —
1979) . Salientam-se suas importantes contribuigfes para ¢ conhecimento das leucoses

Rev, Micrcbiol., S8o Paulo, 14{2):150-158, Abr./Jun. 1983,
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avidrias e das leucemias murinas com a demonstragio da natureza “acelular" do{s)
agente (s} transmissor{es} das primeiras e da importinciz de determinados hormonios
na diferenciagio celular e na oncogénese. Ressalte-se que, em decorréncia de tais
estudos a experimentagdo animal ganhou as linhagens isogénicas de camundongos AKR,
RF e de ratos W/Fu. Suas contribuicdes, distribuidas em mais de 300 publicacBes,
foram feitas ac longo de mais de meio século de vida dedicada 3 pesquisa e a0 ensi-
no.

Sequen-se os relatos de cbhservaches antigas e recentes sobre os efeitos de horm-
nios, particulramente estrdgencs e andrdgencs na tworogénese de certas células,
sobre cs efeitos indutores de embriog@nese e schre o crescimento e desenvolvimento
de celulas normais e bworais. Teis efeitos sfo analisados tamb&m em relaglo a cé-
lulas - associadas com lesao tecidual. Neste particular, além dos efeitos produzidos
por horménios bem definidos como insulina e glucagon descrevem-se os fatores indu-
tores de crescimento - growth factors {GF) encontrados em tecidos ocu "induzidos"
durante cultura de cé&iulas em meios definidos, Entre estes Ultimos, destacam-se o
BEGF (epidemizl growth factor) descrito por Richman & col. em 1976, ao qual se cre-
dita papel inportante na formagdo e manutencdo de mumerosas estruturas de origem
epitelial; o NGF (nerve growth factor} promotor da atividade de sintese de certos
neurdnios sensoriais; o PDGF (platelet derived growth factor), o MDGF (monocyte/ma—
crophage derived growth factor} e o EDGF (endothelium growth factor) os quais sfo
levados e liberados nas lesDes teciduais. Seguer-se cinco cammicacdes que tratam
dos progresses alcancados na optimizacdo de meios para swuportar o crescimento celu-
lar. O controle do crescimento celular &, subsequentemente analisado em funcio dos
meios de suporte para as células nas culturas, dos fatores indutores de migracBo,
da adesfio e & espraiamento celular. Entre os primeiros, o fator de crescimento de—
rivado de plaquetas foi analisado mais minuciosamente nio 6 com respeito a sua os-
trutura mas tarbém com relacdic ao seu modo de aco como fator quimiotitico e mito—
génico, para varios tipos celulares tais como fibroblastos, células misculares li—
sas e células peurcgliais. Entre os sequndos, destague especial & dadoc 3s fibronec—
tinas celular e palasmatica e sobre a infludncia destas glicoproteinas na adesdo,
diferenciacfo erbrionaria e crescimento celular.

No livro B estdo apresentadas, de forma sistemitica, as técnicas de cultura dos
virics tipos celulares normais cu cancerosas. Inicia-se o livro com 3 artigos sobre
os metodos de obtencdo e cultura de células isoladas de tumores do palmdo destina-
das a estudos que visam o esclarecimento das alteragdes genéticas por que passam
tais células e as alteracSes biogquimicas e antigénicas subseguentes. O digandstico
rapido e preccce do tipo de tumor para a terapdutica adequada constitui-se na prin-
cipal finalidade de tais estudos. Esta sec@n termina com o relato de estudos inte—
ressantes sobye os efeitos do acido retinoico suprimindo © crescimento e a diferen-
ciacdo de células cbtidas do carcinoma epidermoide bironcogénico tanto quando cul-
tivadas "in vitro" como transplantadas para cammdongos *nude®.

Seguem-se 6 comunicagbes sobre cultura de células linfdides. A primeira commica—
¢éo trata do estabelecimento das condicOes basicas para a cultura de células pre-
cursoras de linfocitos, biogquimicamente caracterizadas pela presenca da enzima deo-
xinucleotidil transferase, as quais permitirZo asanilises dos fatores celulares e-
hormonais que regulam a linfopoiese, possivelmente, a lencomogenese,,

A segunda commicagio relata o desenvolvimento de meio simples para o crescimento
de linfécitos humanos normais abtidos do sangue circulante, no qual soro ou albizni-
na foram satisfatoriamente substituides por etanolamina, trasnferrina, insulina e
selenium {BETIS) adicionados ac meio de Dulbecco - MEM. As demias cammicacdes desta
58030 relatam o papel de lipidios constituidos por acidos graxos saturados e insa—
turados e de fosfolipidios na manutencio do crescimento de células linfdides. i

Na Segao 11, descrevem-se os experimentos de crescimento de células da glandula
maréria "in vitro'. Estuda-se o papel dos fosfolipidins, dos hormdnios prolactina e
de estrdgenos nos controles endocrino, pardcrino e autdcrino destas células. Rela-
ta-se, & seguir, a purificacio parcial do MGF de Gtero de cammeiro. Esta secio cul-
mina com © relate de resultados scbre os efeitos meduladores dos hormdnios MANCGE-
nicos nos tecidos da glandula mamaria e sobre a expressdo seletiva dos genes res-
ponsaveis pela sintese de caseina.
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Seque-se uma série de commicagdes sobre cultura de micblastos, ceélulas de mela-
noma, células do carcinoma epidermbide e de teratoma derivado de células fibroadpo-
génicas.

0 crescimento de células neurogliais e neurcniais e de células originadas do
tracto reprodutor & descrito nas duas Gltimas segbes deste livro. H todas estas
commicactes encontram-se as descricdes dos meios desenvolvidos ou em  desenvolvi-
mento e dos fatores nutricionais e hormonais moduladores do crescimento de tais cé-
lulas.

Todas as comunicacdes sdc dpresentadas na forma tradicionalmente usada para a
publicacio de trabalhos, isto €, oo introdugde, materiais e métodos, resultados e
discussdo.

Tabelas, gran.cos, histogramas, fotamicrografias, etc., s&o da melhor qualidade,
terminando com primorosas listas de referéncias bibliograficas.

Enfim, trata-se de cbra indispensivel para todos agueles envolvidos direta ou in-
diretamente com os problemas de cultura de células.

Thereza L. Kipnis

Instituto de Ciéncias Bignédicas USP
Caixa Postal 4365

01000 s&Zo Paule SP

Heath, 1I.B., ed. — Nuclear division in the fungi. New York, Academic Press, 235p.,
1978. US$ 21.50.

O niclec das células dos fungos tem estimulado especulagdes por numerosos’ auto-
res, nos Ultimos 80 anos, en morfologia e evolugao. Revisdes amplas surgiram nos
anos de 1926, 1953, 1965 e 1975. O livro lancado pela Academic Press resultou de
textos expandidos de apresentagdes durante sinpdsio sobre witose em funges, no IT
Congresso Micoldgico Imternacional, em Tampa, Florida, em 1977.

Os obijetivos do sinpdsio estdo justificados pelos quatre capitulos do livro: Ine
troducdo e revisdo histdrica (Manfred Girbardt); Movimentos cromossOmicos durante a
divisdo celular: possivel envolvimento de filamentos de actina (Arthur Forer}; Es—
tudos experimentais de mitose nos fimgos (I. Brent Heath) e Mitose e filogenia fin-
gica ( Donna F. Kubai). De fato, hi atualizacBo do corhecimento e das hipdteses,
scbre a cariologia dos seres vivos, em especial. dos fungos e analisadas as implica-
cdes da mitose fingica, do _ponto de vista fs_logenets_co.

0 fato de dois autores nao serem micologistas ja serve para valorizar a leitura
30 texto, uma VeZ que o tratamento a bases camparativas, com beneficic a micologis-
tas e especialistas em cutros tipos de organiswos. Alids, € importante destacar que
os estudos scbre o nicleo de fungos tem ficado praticamente restrito ao reinado dos
micclogistas. N2o seria surpresa, no Brasil, que o conhecimento abordade no livro
seria praticamente ignorado por muitos citologistas e geneticistas que lidam com
animais, vegetais e, possivelmente, com cutros microrganismos.

De modo geral, a citologia fimgica € desafic & capacidade inventiva do pesquisador
acostumado &s figuras mitdticas (e meidticas) tradicionalmente encontradas nos mo-
delos experimentais eucaridticos. Além disso, também constituer desafio aos limites
de resolucdo de métodos de tratamento, evidenciag@o e observacfo. Por isso, a mito—
se flngica ainda estd aberta ao debate se se trata de variante do esquema fundamen-
tal ou se &€ marco evolutivo na eumitose.

As interrogacfes a serem esclarecidas, na divisido muclear nos fungos devem ser
associadas &s interrogacles ainda existentes quanto & pripria homogeneidade biolo-
gica gue os fungos representariam. Consequentemente, a camplexidade de cue txata o
texto devera ser analisada em relacdo & propria camplexidade que os fungos repre-
sentam como grupo heterogénec de seres vivos. Quande isto for levado na devida cone
ta, o aproveitamento do texto serd mais amplo, enriquecido pelas provocagbes, ao
leitor, feitas pelos autores.

Girbardt sugere novas abordagens técnicas, para o exame da crawatina, complexo
sinaptonémico, substdncia nucleolar, nucléolo, envelope nuclear e um conjunto de
estruturas associadas 3 formagdo do aparelho mitotico e movimentacio cromossdmica.
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Sob as denominagdes de NAO - "nucleus associated organelle®, SPB - “"spindie polar
bodies™, MIOC - "microtubule organizing center®, entre cutras, & discutida a forma-
¢dio do fuso, a ocorréncia de centricios e centriolo-equivalentes. As provocactes de
Girbardt sio fonte de inspiracdo para inlmeros projetos de pesquisa cientifica.

C movimento cramossdmico e sua relacio acs filamentos de actina & assunto tratado
por A. Forer, <om propriedade e detalhamento que abrange a migracdo cramossémica e
ac caracteristicas fisico-quimicas das fibras do fuso muclear. A andlise abrange
aspectos ligados aos microtibulos, tubulina e miosina. Como 0s microtibulos e a tu-
bulina, combinados apenas formam porgio minoritaria do fuso e a maior parte do sis-
tema ainda € desconhecida, torna a migragic polar dos cromossomos um assunto intri-
gante.

Brent Heath examina as diferentes figuras mitoticas, reveladas pelos estudos de
bangos e organismo afins (afins ?), em relacio & segregagdo dos gencmas. O capitulo
amplia a visfo do leitor sobre os conmponentes nucleares, especialmente em relagio
ao centriocle, SBP, MICC, placas, anéis, discos, gldbslos, barras, cinetocoro-equei-
valente, todos elementos genericamente agrupados sob o titulo de NAC. Embora abor-
dando aspectos tratados nos capitulos anteriores, particularmente em relacdo ao
texto de Forer, Brent Heath enriquece a compreensio 4o assunto, por trazer nmumerco-
sas contribuigdes especificamente feitas por investigagSes em fungos. Interesse es-
pecial deverd ser provocado pelas discussfes sobre as substincias antimitoticas e
as técnicas utilizadas em estudos experimentais da mitose fimgica.

0 4ltimo capitulo, por D.F. Kubai parte da hipdtese de que os estudos camparati-
wos da mitose podem levar a visdo filogenética, tanto entre os fungos, como em re-
lagdo a ancestrais mais distantes. 530 extrapoladas evidéncias fésseis e examinada
a transican procaricto-eucarioto, na gradual passagem de movimentos cromossomicos
menbrana-mediados para microtibulos-mediados. Ganham destaque o fuso nuclear e as
estruturas associadas ac comportamento mitdtico. O autor discorda das relacOes fi-
logenéticas entre fimgos e protistas, com base nas similaridades da mitose. Para
ele, trata-se de semelhanca causada por evolugdc convergente e que ¢ desafio impos-
to pela completa compreenszo da origem das similaridades, em cada grupo, permitird
a dupla vantagem de entender-se melhor, as bases filogeneticas nos dois grupos:
fingos e protistas,

Os interessados em biologia de fungos deverao considerar o livro uma aquisigio
chrigatéria. Os que se dedicam a0 estudo do comportamento nuclear em quaisquer ou-
tros tipos de corganismos, encontrardo, nos textos, informacbes indispensiveis 3 ex-—
pansio de seu entendimento pesscal. Pelas implicaches e provocactes levantadas, a
leitura ndo deveria escapar de todo e qualquer micologista.

Graficamente, o livro & de excelente qualidade em reprodugdo de foto e eletromi-
crografias. ZApesar do excelente papel cuch@ utilizado, a composicdo grafica podera
"escandalizar” algquns editores mais puristas, gque estfo presos aos processos tradi—
cionais (embora facilitados por equipamentos de fotocomposigac). O texto foi repro-
duzido diretamente de originais datilografados, sam preccupacOes com margens, € ou—
tros detathes visuais, tipos graficos iti3lico, versal, negrito, etc. Os nomes de
géneros e espécies foram simplesmente grifados, para indicar sua distingSo da 1in-
qua inglesa. B

Toda a simplificacic serviu para produzir rapida e pregos mais baixos, o gue ndo
desmerece, em absoluto, a qualidade e oportunidade da cbra. Talvez sirva de estimu-
lo a organizacdes menos dotadas de prestigic e recursos econdmicos do que a Acade—
mic Press, particularmente nos paises menos desenvolvidos, cawo altermativa para a
dificil sustentacao de custos e prazos, na dificil arte de publicar.

Jodo Salvador Furtado
Presidente da SBM
Caixa Postal 4005
01000 530 Paulo SP
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Ministerio da Salde. Secretaria Naciomal de Acdes Basicas de Saidde. Divisdo HNacio-
nal de Epidemiologia — Estatistica de mortalidade: Brasil, 1979. Brasilia, Centro
de Documentacao do Ministério da Satde, 386p., 1982.

A cbhtengac sistematica e regqular de dados scbre a mortalidade constituli wra das
mais importantes tarefas da epidemiologia, quer em suz propria pratica, quer como
subsidio para o desenvolvimento de atividades cientificas correlatas. Dada a rele-
vancia do assunto, o Ministério da Satde, a partir de meados da década passada,
adotou uma série de providéncias no sentido de obter maior fidedignidade e abran-
géncia das informagtes coletadas. Entre tais medidas, destacou-se a implantagio da
chamada "declaracio de dhito", substituindo os diferentes formularios e modelos de
atestados que wvinham sendo utilizados. Adicionalmente, fei criado o Centro Brasi-
leiro de Classificacio das Doencas, dotado dos recurscs mais avancados para compu-—
tagi3o e anilise de dados.

Apesar de todas as exigéneias legals, que extrapolam o carpo da sdude, o sistema
acredita alcancar somente cerca de 70% dos Shitos efetivamente ocorridos, nao ape-
nas em fungdo do sub-registro, como também em consequéncia dos chamados "Gbitos sem
assisténcia médica". O documento em andlise descreve, com centenas de tabelas, os
bitos referentes ao ano de 1979, distribuldos mediante varios cruzamentos, segundo
as variaveis: causa, sexo, idade, estado e mmicipio (este s0 o das capitais). Como
ilustragao , pode ser éito que para o pais com um todo, do total estimado de 1 mi-
Ihdo de cbitos, 711.742 foram colhidos pelo sistema. As deengas do aparelho circu-
latorio representaram 178.567 casos, sendo hoje a principal causa de mortalidade em
nosso melo, seguindo-se as doencas infecciosas e parasitarias. Neste grupo, avultam
as deengas infecciosas intestinais mal-defendidas. Cumpre assinalar que a mortati-
dade de menores de 1 anc de idade totalizou 181.400 registros, ou seja, pouco mais
de 25%.

0 trabalho ora divulgado como fruto do importante programa implantado pelo Minis-
tério da Salde demonstra cabalmente que o perfil detalhado da estrutura da mortali-
dede de detexrminada populagsc permanece ainda como a mais usual fonte de obtengado
de estatisticas para a construgdc de indicadores de satde, devendo ser, portanto,
amplamente utilizado para fins de planejamento e administracdo de servigos e pro-
gramas de saiie.

Antonio Avgusto F. Quadra

& ITtalo Svassuna

Faculdade de Ci8ncias Medicas UERT
Rua Manoel de Bbreu, 48

20551 Rio de Janeiro RJ

Slonimski, P.; Borst, P. & Attardi, G. - Mitochondrial genes. New York, Cold Spring
HBarbor Laboratories, 500p., 1982,

Dedicado a Boris Ephrussi, que ha cerca de 30 anos ao desccbrir a mutagZo "petite
colonie"” na levedura Saccharomyces cerevisiae, 1nAugurou Um NOVO campo da genética,
o da genética mitocondrial, o livro consiste dos "proceedings® de um simposio scbre
genética mitocondrial, realizade em maio de 1981, nos laboratérios da Cold Spring
Harbor, N.Y., EUA.

0 livro reune 47 artigos, que cobrem o5 aspectos mais modemos da genética mito-
condrial, guais sejam, as particularidades recentemente descobertas gque ¢ INA mito-
condrial apresenta guanto ao cidigo genético e a replicacso, a organizacdo ¢ a ex—
pressan dos genes codificados pela mitocondria e a interagio entre a informacio ge—
nética do nicleo e das mitocdndrias para a bicgénese das mitocdndrizs. Hoje 3j& se
conhecem 200 grupos de complementacdo a nivel nuclear que afetam o comportamento
mitocondrial, De miito interesse tanhém, & a &rea que comega a se  desenvolver do
estudo comparativo de sequéncias de DA mitocondrial de diferentes origens, permi-
tindo que seja feita a anilise da evolugdc do genoma mitocondrial dirvetamente a ni-
vel molecular, Ficam 34 evidentes diferencas basicas entre a organizagio do gencma
mitocondrial de animais, em que os genes s3o contiouos e ndo interrompidos, e a do
genoma de fungos, dos quais a levedura forneceu um dos primeiros exenplos de genes
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interrompidos, comportandc exons e introns. O estudo dos introns do DNA mitocon—
drial deste eucarioto inferior, cuanto & sua fmgao, expressdc e regulacdsc, encon-
tra~se consequenterente relativarente adiantado, havendo no livro 5 artigos scbre
este assunto. Vai ficando cada ves mais clara a nocdo de que os introns ndo sio
isentos de informacao cenética, uma vez gue j& se demenstrou que alquns dos introns
da levedura codificam para mRNA maturases, envolvidas no processamento (“splicing™)
do transcrito primirio para dar origem zo mRNA maduro, no qual todos os exons estdo
fundidos e do gual todos os introns foram removidos e gque sera traduzido na protei-
na fumcional. Cutra diferenca notavel entre os sistemas mitocondriais de animais e
fungos & a presenca de varios pontos de iniciagdo da transcrigdo na levedura, e
constraste com o que se cbserva no casc do DA mitocondrial de mamiferos. De rele—
vancia & a descoberta de mutantes mitocondriais de resisténcia ao cleranfenicol e &
eritramicina em células hnmenas, © que Ira sem divida permitir wm avango ainda
maior no conhecimento da genética mitocondrial humana. Por outre lado, comecam tam—
bén a se desenvolver os conhecimentos sobre a genética mitocondrial de fungos fila-
mentosos, protozofrios e plantas, deixando entrever varias peculiaridades de cada
sistema.

Sérgio Olave Pinto da Costa

Instituto de Quimica USP

Caiza Postal 20780

01000 S30 Paulo 8P

Roberts, D.W. & Castillo, J.M., eds. - Bibliography on pathogens of medically im-
portant arthropeds. Bull, Wid. Hith. Org., Supplement, 58:1-197, 1980.

Fazer comentario critico scbre uma publicagdo como a acima citada & uma tarefa
simples porque o trabatho & tHo bem ordenado que basta a observagdo do Indice para
orientar perfeitamente o leitor.

2 Organizagdo Mundial de Salde j3 fizera duas compilagtes da literatura scbre
agentes patogénicos que atuam scbre artrdpodos de importancia médica. A primeira,
editada em 1964 e a sequmda, em 1977, anbas cano suplementos aos volumes 30 e 55,
respectivamente, do "Bulletin of the World Eealth Crganization”. A presente edigao
& a terceira, publicada como suplerento ac vol.58, 1980 do "Bulletin” e editada
por Roberts & Castillo, do Boyce Thompson Institute, Cornell University, Ithaca,
N.Y., EUA.

As refer@ncias bibliograficas, acompanhadas de boas tabelas, resimos e comenti-
rios, dao idéia do conteldo, orientando o consulente. Elas est3o agrupadas de acor—
do can os agentes infecciosos e parasitarios patogénicos para artrdpodos. £ uma
publicagio indispensivel nos laboratdrios que se dedicam ao estudo de artrdpodos de
interesse médico.

A pesquisa bibliografica procura ccbrir a literatura a partir da Ultima listagem
{1977) mas fazendo referéncia, também, a alguns trabalhos anteriores.

Para os leitores brasileiros & estimmlante verificar que loge o primeiro trabalho
resaido & sobre uma pesquisa efetuada por cientistas do Instituto Nacional de Pes—
quisas da Amazdnia (INPR), em Arlguana, na ex-cidade cientifica de Humboldt, sobre
mlcrosporldeos possivelmente patog@nicos para flebotomos, Mais 150 paginas e 2 se—
gunda e Ultima refer@ncia a trabalho efetuado mo Brasil: a susceptibilidade do
triatomineoe Rhodnius prolixus, um dos bons transmissores da doenga de Chagas, ao
fungo Metarhiziuwm antsoplice, em experiéncias de laboratlrio feitas na Bahia.

Fsses dois Gnicos trabalhos evidenciam que existem alguns grupos ativos no assun-
to, no Brasil. Entretanto, nfo deixa de ser melancdlico verificar que s3c apenas
dois, entre centenas de cutros estrangeiros, o que revela o crescente interesse a
respeito dog inseticidas biclégicos ou de terceira linha. Trata-se de um ramo da
Microbiologia que merece estimilo. Maior nlmero de pesquisadores, por exenplo, alu-
nos de Mestradc e Doutorado em microbiclogia, poderia ser encaminhado para © assun—
to, a semelhanca do gue esta sendo feito na Universidade de Brasilia, no laborato-
rio do Prof. Joao Licio de Azevedo, com o citado funo Metarhiziwm anisoplias, con-
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siderado bom controlador de importante praga de pastagens, a cigarrinha.

Milton Thiago de Melo

Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Universidade de Brasilia

70910 Brasilia DF

UNESP/lastituto de Biociéncias/Dept9 de Bioquimica - Vinte anos de atividades,
1962-1982. Rio Claro, 47p., 1982,

Este "memorial", mesmo sem contar com a sofisticagac grafica commm a seus congs-
neres americanos e europeus, reirata minuciosa e abjetivamente o trabalho no Depar-
tamento de Bioquimica do Instituto de Biociéncias no Campus de Rio Claro da Univer—
sidade FEstadual "Julio de Mesguita Filho".

Todas as atividades do departamento s&o suscintamente abordadas, desde a consti-
tuicdc e qualificagdo do corpe docente chefiado pelo Prof. Dr. Alcides Serzedello,
até os trabalhos publicades nos Lltimos vinte anos, passandc pelas linhas de pes-
quisa em andamento e disciplinas afetas ao departamento.

A simples leitura do documento apenas ndo deixa transparecer a vontade, dedicacfo
e disciplina, com gue 230 encarados os trabalhos, tanto a nivel de ensino come de
pesquisa, naquele departamento, apesar da falta de recursos com que pode contar.

Leonardo Perego Junior
Av. S30 Gabriel, 18
01435 S&o Paulo SP

Ministério da Saude. Conselho Nacional de Sadde — Praguicidas em sauide publica: ma-
nual. Brasilia, Comissao Permanente de. Inseticidas e Raticidas, da Camara Tecnica
de Saneantes Domisssnitarios, Centro de Documentacdo/Ministério da Salde, Série A:
Normas e Manuais Técnicos, 2, 160p., 1982.

Bastante louvavel a publicagdo do Manual “"Praguicidas em SaGde Publica", elabora-
do pelo grupo de trabalho, designado pelo Presidente da Comissdo Pexmenente de In-
seticidas e Raticidas, da Cimara Tecnica de Saneamentos Donissanitarios, do Conse-
1ho Naciopal de Salde — Ministério da Salde ~ publicade pelo Centro de Documentacdo
do Ministério da Salde, Esplanada dos Ministérios, Bloco G - Térreo, 70058 Brasilia
DF, 1982,

Constando de dez capitulos, fornece a lista de produtos apliciveis & saide pibli-
ca, com agdo: 1. inseticida; 2. sinergista; 3. desalojante; 4. moluscicida; 5. ra-
ticida e vampiricida.

0 capz.uﬂ,o 3 fornece & lista de produtos nas fomu.ﬂ.agoes recmendadas e as res-
trigdes de uso, divilgando informacdes bastante necessérias em relagdc zo tipo de
formilacio e dosagem a serem aplicadas.

Os capltulos seguintes informam, entre outros itens, schre rotulagem e instrucles
de transporte e usc. O controle médico do pesscal engajado em campanhas e o trata-
mento das intoxicacdes, antidotos e casgos de emergéneiayos cuidados na aplicagdo
terrestre e por via aérea, tambén s30 temas abordados.

Sequem~-se as especificactes dos praguicidas e métodos analiticos das preparacdes,
baseados nas publicagbes da OMS.

Com 2 falta de informagio habitual sobre o trabalho desenvolvido pelos drgdos go-
vernamentais, cuja publicacdo emn dilrio oficial & de dificil acesso e fragmentada,
a edicdo do presente manual representa facilidade aos interessados no assunto, e
bora seja necessirio alertar para a necessidade de constante atualizagao do mesmo,
pois tode processo & dinamico.

Walkyria Larxa
Instituto Adoclfo Lutz
Av. Dr. Armaldo, 355
Caixa Postal 7027
01000 S30 Pauio SP
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