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DEFINICION DE LOS HABITOS ALIMENTARES DE ANOFELINOS
DE GUATEMALA Y REPUBLICA DOMINICANA, POR TECNICAS
DE GEL-PRECIPITACION

I. D. Ricciarpi (1

RESUMEN

Son presentados los resultados relativos a la identificacion de la alimentacién
de 308 cjemplares de 4. albimanus capturados en la Reptblica Dominicana y 360
ejemplares de A. pseudopunctipennis colectados en Guatemaia, por medio de la
técnica de la doble difusién en gel de agar (Ouchterlony), que se presenta em ter-
minos generales, como método de ejecucién mas simple y de resultados mas objeti-
vos, que los de la tradicionalmente usada, la técnica de precipitacién en tubo capilar.

Los resultados de experiencias llevadas a cabo en laboratério, confirman la
posibilidad de ia identificacién de la alimentacién de los artropodos, en el campo,
en sitios de dificil acceso y sin recursos. De iqual modo, se indica una técnica que
evidencia y resalta la vizualizacién de las lineas de precipitacion formadas en el
agar, através de vaporizacién con 4cido acético giacial; son expuestos los datos
comparativos entre lecturas hechas antes y después de la vaporizacion.

En la identificacién del contenido sanguineo del A. pseudopunctipennis, fueron

encontrados resultados de interés en cuanto a la biologia de este insecto, una vez
que de todos los ejemplares examinados, s6lamente en uno se determiné la presencia

de sangre humana, lo que contradice datos existentes en la literatura.

Finalmente, son discutidos los resultados encontrados, con fos obtenidos por
otros autores, ademas de la nueva aplicacién que ofrece la inmuno-difusiéon en el

campo epidemiolbgico.

INTRODUCCION

Em 1914, Gdzony ®, intentd, por ia pri-
mera vez, identificar la sangre ingerida por
artropodos, utilizando la técnica de precipi-
tacion en tubo capilar y pruebas de fijacion
de complemento. Aunque estas experiencias
no se orientaran especificamente hacia un
estudio epidemiolégico y si, al tiempo de
efectividad de las propriedades antigénicas
de la sangre ingerida por los mismos, tienen
el mérito de haber iniciado este grande cam-
po de investigacion.

La identificacion de los habitos alimenta-
res con objetivos epidemiolégicos fue reali-
zada, probablemente por primera vez, en
1923, por Burr & Kinc?, durante una in-
vestigacién sobre la biologia de mosquitos
vectores de mararia en Louisiana, E.U. usan-
do, igualmente, la prueba de precipitacion
en tubo capilar. Desde entonces, varios tra-
bajos fueron publicados sobre el asunto des-
tacandose las numerosas contribuciones de
WeITz *1¢, que ademas de utilizar la reac-

Parte de la Tesis presentada al Instituto de Microbiologia de la Universidade Federal do Rio de
Janeiro, para la obtencion del grado de “Mestre” em Microbiologia e Imunologia
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cién de precipitaciéon en tubo capilar, intro-
dujo la técnica de inhibicién de hemoaglu-
tinacién, en los casos en que encontraba rea-
ciones cruzadas en la prueba de precipita-
cion.

Ademas de la precipitacion en tubo capi-
lar, otras técnicas fueron descritas para este
tipo de investigaciéon, como por ejemplo la
de Lroyp & col.?, proponiendo i1a identifi-
cacion de la sangre ingerida por el artropo-
do, a travez de microscopia directa de los
eritrocitns contenidos en el tnho digestivo y
la de GRJEBINE & col.?, proponiendo la he-
moaglutinacién activa,

Mas recientemente, CONNINGHAM & col.®
utilizaron placas cubiertas de agar donde
adicionaron inmuno-sueros para proleinas
séricas de diversos animales. Sobre la capa
de agar colocaron el contenido sanguineo
ingerido por el artropodo y observaron la
formacién dei anillo de precipitacion al re-
dedor del mismo, presente apenas en los sis-
temas homdlogos.

El presente trabajo tiene como objetivo la
aplicabilidad de la gel difusién en la defini-
cién de tos habitos alimentares de los ano-
felinos, segun la técnica publicada por
Ricciarpr & MeLro %, basada en las téeni-
cas de doble difusién de OUCHTERLONY *°.

Con este proceso, fueron anmizados los
contenidos sanguineos de A. albimanus cap-
turados en la Repiblica Dominicana y de
A. pseudopunctipennis colectados en Guate-
malab, tratandose de evidenciar en esta alti-
ma especie el papel que desenpefia en la
cadena epidemiologica de la malaria, una
vez que la misma es motive de discusion,
en cuanto a su importancia como vector de
malaria.

MATERIAL Y METODOS

Fueron examinadas las muestras sangui-
neas de 668 anofelinos, de los cuales 308 A.
albimanus de Rep. Dominicana y 360 A.
pseudopunctipennis, de Guatemala, recibidos
por via aérea y, en la gran mayoria de los
casos, como sangre impregnada en papel de
filtro. Se efectuaron experiencias con el
objetivo de comprobar la efectividad de la
. técnica, segin el estado del contenido diges-
tivo de los mosquitos en estudio, esto es, de
mos¢uitos vivos, de mosquitos muertos o ape-

nas del que se haya impregnado en papel de
fittro. In los dos primeros casos se usaron
ejemplares de 4. aquasalis, provenientes del
Estado de Guanabara y el contenido sangui-
neo se obtenia separando el abdomen del in-
secto, con la ayuda de una tijera, y puesto
el contenido digestivo directamente en el
hueco de una placa de microdiluicién, sien-
do diluido en 0,05 ml de solucién salina al
0,85%. Cuando se realizaba la prueba con
1a muestra de sangre en papel de filtro, ésta
era recortada y diluida en 0,05 ml de la
misma solucién salina isotonica.

Después de permanecer en refrigerador
durante aproximadamente 12 horas, las mues-
tras sanguineas cran procesadas convenien-
temente, como lo hemos descrito anterior-
mente ¥, La lectura era efectuada después
de las 24 horas, previa vaporizacién con aci-
do acético glacial ™. Los inmuno-sueros
usados en la identificacién, fueron prepara-
dos seglin la técnica descrita por Weritz 2,

RESULTADOS
Los datos referentes a la captura de los

ejemplares de A. pseudopunctipennis se en-
cuentran en la Tabla 1. Estos anofeiinos

TABLA I

Ejemplares de 4. Pseudopunctipennis estudiados;
referencias de captura

Distancia a la
fuente de ali- No d
mentacién ¢ de
Ll\?";e Localidad (*) (Metros) ejem-
plares
Animal | Humana
1 Petapilla 200 250 23
2 Iglesias 150 200 5
3 Petapilla 200 250 45
4 Petapilla 200 250 13
5 Petapilla 40 50 19
6 Jocotan 100 200 3
7 Petapilia 40 50 5
8 Petapilla 100 200 6
9 Petapilla 40 50 9
10 Petapilla 15-337 10-250 18
11 Petapilla 40-337 50-250 38
12 Petapilla 40-200 25-250 25
13 Petapilla 40-200 60-250 15
14 Petapilla 40-337 50-250 28
15 La Garita 20 40 108

(*) Municipio de Chiquimula, Departamento de
Chiquimula, Republica de Guatemala
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fueron capturados en sus abrigos naturales,
constituidos por puentes de carreteras, cerca
de sus criaderos. La localidad donde fueron
colectados pertenece al municipio de Chi-
quimula, Departamento del mismo nombre,
en la Repiiblica de Guatemala, es zona ma-
larigena y el A. pseudopunctipennis es en-
contrado en la misma, con mucha frequen-
cia. Es considerado vector de malaria en
diversos paises de la América del Sur, Cen-
tral y México; ha sido capturado tanto en el
interior de las casas como en abrigos anima-
les y en abrigos naturales. En nuestro ca-
so, la distancia que los mosquitos tendrian
que volar, para obtener la sangre humana
e animal, necesaria para su alimentacién era,
praticamente, la misma; asi, aunque los in-
sectos no hayan sido capturados especifica-
mente para esta investigacion, el indice de
positividad para sangre animal fue bastante
elevado, lo que se puede observar en la Ta-
bla II. En la misma tabla se resalta el he-
cho de que apenas 1 ejemplar contenia san-
gre humana (lotes 10-14); esto demuestra
una minima tendencia hacia la antropofilia,
en contraste con una acentuada zoofilia, mar-
cadamente para el ganado vacuno.

109

En la Tabla III, se muesiran los resulta-
dos encontrados en. los estudios realizados
con el A. albimanus. De igual modo que el
materiai obtenido en Guatemala, estos mos-
quitos fueron capturados en zonas malarige-
nas de la Rep. Dominicana, aunque poco
especificamente para el presente trabajo,
pues estaban destinados para pruebas de sus-
ceptibilidad havia el DDT. Algunos ejem-
plares fueron colocados todavia vivos sobre
los discos de papel de filiro, mientras que
otros, después de muertos. En la misma
tabla obsérvase que el porcentaje de iden-
tificacién fue de 66,5 y en las parciales, el
porcentaje encontrado para ganado bovino
(93,1) en contraposiciéon a los encontrados
para humanos (2,4 y 1,9), estin en compie-
to acuerdo con los datos existentes en la li-
teratura , en cuanto que el A. albimanus
presenta una tendencia eminentemente zodfi-
la.

En la Tabla IV, son encontrados los re-
sultados de experiencias hechas con el em-
pleo del acido acético glacial para la lectura
de las iineas de precipitacién. Obsérvase
que tal procedimiento puede, en algunos ca-
sos, doblar el porcentaje de positividad (lo-
te 1).

TABLA II

Resultados de la

identificacién del reparto de A.

Pseudopunctipennis

Tipo de sangre ingerida
Total Total

Lote por . s de

lote Hliln;a_ Buey | Cerdo | Caballo Gallina | Perro Cerd;( ) Bl»le};( : positivos
Caballo Caballo

1 23 —_ 9 2 2 2 - — — 16

2 5 — —_ — 1 — — 1 - 2

3 45 — 14 9 5 1 1 1 — 31

4 13 - 9 — 3 e —_ — — 12

5 19 — 1 — 6 —_ — — 5 12

6 3 — 1 — 2 — — e — 3

7 3 — 1 — 1 — — 1 e 3

8 6 — 1 — 1 —— — — — 2

9 9 —_ 4 — 3 — — — — 7
10-14(*) 124 1 10%)

15 108 —_ 60 — 7 — — _ 2 69

)
**)

Estudiados solamente com suero anti-humano
El mismo insecto tenia sangre ingerida de dos fuentes distintas



110 RICCIARDI, I. D.

TABLA III

Resultados de la identificacién del reparto de 4. Albimanus

Tipo de sangre ingerida
Lote Total por (*) (*) Positivos
lote Buey Buey Buey
Buey Humano y y v

Humano Perro Gallina
1 96 s 3 4 1 3 88
2 31 28 — — — - 28
2 32 12 —_— e — — 12
4 64 23 — — — — 23
5 64 41 — — — — 41
6 3 2 — — — — 2
7 18 8 2 — 1 — 11
Totales 308 191 5 4 2 3 205
No y (%) (93,1) (2,4) 1,9) (0,9) (1,4) (66,5)

(*) El mismo insecto tenia sangre ingerida de dos fuentes distintas

TABLA IV

Accion del acido acético glacial en la revelacion de lineas de precipitacién
Lote 1 (63 ejemplares) Lote 2 (64 ejemplares)
Resultados
Antes Despue; dg’ la Antes Despugs (lg’ la
vaporizacién vaporizacion
N.o 20 14 23
Positivos
% 31,7 63,4 21,8 35,9
Negativos N.© 43 50 41

DISCUSION

Nuestra contribucion evita algunas difi-
cultades encontradas en la técnica de preci-
pitacién en tubo capilar, entre las cuales, la
diversidad en los resultados de las lecturas,
cuando las mismas son hechas por diferentes
observadores, ra dificultad de visualizacién
de la zona de precipilacién, ocasionada por
delritos existentes en la muestra sanguinea
y, principalmente, el menor espacio de tiem-
po en que los resultados s¢ mantienen posi-
tivos a partir del dia de la obtencién de la
muestra. [sto significa una menor sensibi-
lidad de la técnica, cuando comparada con
la que aqui proponemos, la inmunodifusién
en gel de agar. Ademas, la gel difusién
acentiia todavia mas, su mayor sensibilidad
para este tipo de estudio, cuando las placas
son vaporizadas con acido acélico glacial, en
seguida a la difusién de los ractivos*, Es.

te aspecto positivo de la accién del acido
acético fue confirmado recientemente por
Kavrman S,

Cabe destacar, de igual modo, que la téc-
nica aqui propuesta puede ser ejecutada en
el mismo sitio de captura, una vez que la
conservacion de las placas con agar estén
listas para el uso, ésto es simple, siendo su-
ficiente mantenerlas en ambiente hiimedo.
Tal procedimiento mantiene et material en
condicién de uso por casi un afio.

Los resultados encontrados en los ensayos.
con A. pseudopunctipennis nos llevd a revi-
sar los trabajos, semejantes, realizados ante-
riormente. Una encuesta patrocinada por la
Organizacién Mundial de la Salud? con-
cluyd que este mosquito se alimenta en el
hombre con una frecuencia que varia de
10,0 a 50,09, aunque presenta, algunas ve-
ces, comportamiento discrepante; asf, en el
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Pert;, tal frecuencia es de 6,49%, en Colom-
bia de 34,8% y en Boilvia de 61,4%, en
insectos capturados intra domiciliarmente.
En el analisis de los mosquitos capturados
en abrigos animales, la frecuencia de ali-
mentacién en el hombre se encuentra en la
faja de 9,49%. Este altimo porcentaje se
refiere a insectos obtenidos en los tres paises
citados, ademas de México. En este mismo
tipo de muestras, cuando los mosquitos fue-
ron capturados en abrigos naturales donde,
problemente, la oportunidad de alimentarse
tanto en hombre como en animales era equi-
valente, ei porcentaje de alimentacién en el

hombre se quedé en 50,0%.

En nuestro caso apenas 0,27% de los in-
sectos presentaron sangre humana; conside-
randose que el sitio de captura era equidis-
tante de los abrigos animales y humanos,
obsérvase, por los resultados encontrados que,
en los ejemplares examinados, la antropofilia
Podriamos pues, especular en
caso,
dife-
emi-

fue minima.
el sentido de considerar que en este
estariamos en presencia de una raza
rente, de esta especie, con tendencia
nentemente zodfila. Esta zoofilia es, en par-
te, concordante con la encontrada en algu-
nos paises. En el Pern, ef porcentaje en-
contrado para bovinos (48,1%) fué proxi-
ma a la encontrada por nesotros (42,3%) ;
por otro lado, tanto en Bolivia como en Co-
lombia, todavia en relacién a los habitos
zodfilos, se ha encontrado una preferencia
por el perro (134% y 27,7%, vespectiva-
mente) mientras que nuestros resultados
sefialan para este tipo de sangre apenas 0,4%.

En la identificacion de la sangre ingerida
por ejemplares de A. albimanus provenien-
tes de la Repiblica Dominicana, nuestros re-
sultados concuerdan con ios encontrados en
la investigacion llevada a cabo por Bruck-
Cawarr & GoOcker? Para esta especie,
la sangre humana representa menos de 10,0%
de la alimentacién, siendo pues, una especie
preferentemente zodfila. Los porcentajes en-
contrados por nosotros, con relacion a la
sangre humana (2,4%) confirman este con-
cepto.

Sobre la preferencia alimentaria del A.

albimanus, nuestros tesultados demuesiran
que tal inclinaciéon recde sobre bovinos
(93,1%). En el Pera y México, ia zoofilia

es dirigida hacia suinos y ovinos, respecti-
vamente. Tal discordancia sin embargo,
debe ser considerada con restricceione, pues
los ejemplares usados en nuestros estudios
fueron coletados en potreros de ganado va-
cuno.

En el analisis de todos los ejemplares, no
hubo diferencia significativa en los resulta-
dos, cuando los insectos llegaban enteros o
con el contenido sanguineo absorvido en pa-
pel de filtro.

Otro aspecto importante a ser discutido,
es el reiativo a los indices de reacciones po-
sitivas obtenidas en nuesiro trabajo, cuando
comparados con los obtenidos por otros in-
vestigadores que han utilizado la técnica de
precipitacion en tubo capilar.

El porcentaje de resultados positivos con
mosquitos, es directamente proporcional al
tiempo transcurrido entre la alimentacion y
la obtencién de la muestra. En A. aquasa-
lis, por ejemplo, mayores por centajes de
positividad son obtenidos cuando la sangre
es colectada de 12 a 16 horas después de la
ingestién; después de 20 horas, tai indice
cae a 26,09 v se vuelve nulo pasadas las 40
horas *". Ademés, otros factores, como la
temperatura y humedad, tienen influencia
sobre la digestion. Este aspecto es muy
importante en este analisis comparativo, una
vez que los ejemplares por nosotros exami-
nados, no fueron capturados especificamente
para el presente estudio. En lo que se re-
fiere al A. albimanus, los mosquitos, antes
de que sus estémagos [ueran pasados a pa-
pel de filtro para la muestra de sangre in-
cerida, eran utilizadas en pruebas de suscep-
tibitidad a insectos y, por esta razbn, man-
tenidos vivos por algumas horas después de
la captura, lo que perjudico, mucho, los por-
centajes de positividad en la identificacion,
habiendose el mismo quedado en 06,5%.
Con el A. pseudopunctipennis ocurrieron he-
chos semejantes y el indice de identificacion
se quedé, coincidentemente, en 60,5%.

Asi mismo, estos resultados, cuando com-
parados con los de otras investigaciones ™ ?,
demuestran que la técnica de gel difusion,
cuando aplicada en el estudio de los habitos
alimentares de artropodos, da resultados al-
tamente satisfactorios.

Llevando en consideracion algunos porcen-
tajes parciales, veremos que muchas veces
nuestros indices de posilividad se aproximan
a 100,09% (Tabla 1I, lote 4; Tabla III, lotes
1y 2).

SUMMARY
Gel-precipitation definition of blood feeding

patterns of anopheline trapped in the
Dominican Republic and Guatemala

The double-diffusion technique of gel pre-
cipitation, after Ouchterlony, was applied to
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the definition of the blood meals of anophe-
line mosquitoes, namely: 4. albimanus trap-
ped in the Dominican Republic, and 4. pseu-
dopunctipennis from Guatemala.

The technique proved reliable and simpler
than the customary capillary tube precipi-
tation methods. In addition, a number of
weak reactions were improved, or apparently
negative results were demonstrated, when the
gel preparations were exposed to acetic acid
vapor.

The described technique seems well fitted
to study specimens from long dislance origin,
as it is the case in the present investigation,
as well as to be employed in the fierd work,
in the less accessible places, since it might
be easily performed and kept “in loco”.

The blood feeding patterns of the invest
gated anopheline are discussed, and in con-
trast with available data, the anthropofilic
habits of A. pseudopunctipennis was not con-
firmed.
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RINGWORM EPIZOOTIC AMONG LABORATORY GUINEA-PIGS
DUE TO TRICHOPHYTON MENTAGROPHYTES

Olga FrscamanN (1) & M. A. S. C. PORTUGAL (2)

SUMMARY

A ringworm infection was verified among guinea-pigs from Instituto Biolégico

(Sao Paulo, Brasil) involving 10.09% of the animals.

The infection was attributed

to a loss of resistance of the animals due to inferior food, environmental conditions

and trauma.

Since both healthy and sick animals may serve as reservoirs of T'. mentagro-

phytes and transmit the infection to man, a farge-scale investigation of incidence

of this fungus in animals would be of value.

INTRODUCTION

Trichophyton mentagrophytes (var. granu-
lare) is the cosmopolitan zoophilic dermato-
phyte which presents the most varied and
the widest geographic distribution. It is a
common cause of ringworm in man?’, do-
mesticated ¢ wild ** and laboratory animals *.
Guinea-pigs seem to be one of the natural
carriers of the fungus. Ringworm infections
due to T. mentagrophytes are recorded all
over the worid.

In Old World, Evoiceanu & Aveam*
describe an outbreak of ringworm in almost
a hundred guinea-pigs from a breeding la-
boratory in Romania giving the classification
of the types of lesions found. JumiNEr &
STEFANOVIC ® verily an epizootic in Tunis
and attribute the contamination to feed.
CoNNOLE ® relates the infection in guinea-
pigs from the laboratory of the Animal Re-
search Institute of Yeerongpilly, in Austra-
lia. MomnAapPATRA et al.*®, in India, give in
detail the clinical features of 4 guinea-pigs
and morphology and pathogenicity of the
isolates.

In New World, MENcEs & Grorc ™ study
an epizootic which occurred in Georgia, in-
volving 3609 animals of a laboratory, Fukn-

Tis & ABourLaFis ® recover T. mentagrophy-
tes in Cuba from both apparently healthy
and from those with lesions. In South Ame-
rica, there are descriptions of ringworm in
Argentina, Uruguay and Brasil. NEGront ¢
records a natural infection in two animals,
MackiNNON % verifies an epizoolic in more
than 70.09 of the laboratory guinea-pigs
of Instituto de Higiene, in Montevideo. In
Brasil, HorTa ® isolates 7. mentagrophytes
from two guinea-pigs and calls attention to
the type and site of lesions. Branpio &
Castro F.°2 describe an outbreak in 10.0%
of the animals of Instituto Butantan.

The purpose of this communication is to
describe trichophyton infection in a colony
of guinea-pigs from Instituto Biolégico, in

Aprit 1970,

MATERIALS AND METHODS

The breeding group of Instituto Biolégica
is formed by 2000 guinea-pigs, approxima-
tely, which are frequently observed by a ve-
terinarian.

In Autumn 1970, our attention was called
to an outbreak of a ringworm infection in-
volving 20 animals of the colony. Crusts,

(1) Departament of Microbiology and Parasitology of the Escola Paulista de Medicina, S&oc Paulo,

Brasil

(2) Veterinarian — Instituto Biolégico, S&o Paulo, Brasil
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scales and hairs were plucked ofl and exa-
mined microscopically in KOH 10.09% pre-
parations. Inoculation was made on Myco-
sel agar (B.B.L.) a room temperature,

For epidemiological purposes, feed was
assayed for dermatophytes using human’s
hair bhait *.

RESULTS

Direct microscopic examination of prepa-
rations revealed fungal eiements; infected
hairs showed a sheath microides spores
around them. Isolates were obtained in
pure cultures from all specimen cultivated.
The colonies were white to cream in surface
color. The reverse side was dull yellowish
at the beginning and became red in old cul-
turcs. The colonics were powdery.

Macroscopic and microscopic examination
revealed the characteristics of T. mentagro-
phytes (var. granulare). The differentiation
of T. mentagrophytes from T. rubrum was
accomplished by the urease test'™ and by
the mode of hair invasion™.

Attempts to isolate dermatophyte from

feed were unsuccessful.

No human case was verified, although 5
people handled the guinea-pigs.

DISCUSSION

The breeding colony was begun 30 years
ago is the sole supply of Instituto Bioléogico.
There was no notice of a prior outhreak

occurring before. The animals receive a
food of green grass and pellets. They are

generally kept cleam and in healthy condi-
tions. At the time epizootic occurred the
feed was changed lo a green grass of a bad
quality. The loss of resistance of the ani-
mais allied to the climatic conditions (epi-
zootic was verified in Qutumn) and natural
trauma (verified among these animals, may
have been the cause of the origin of ring-
worm infection, since healthy guinea-pigs may
harbor 7. mentagrophytes (no published da-
ta) &0 1L, 18,

Guinea-pig lesions appeared on the face
of the animals, around the eyes, the forchead
and the ears, which is the most common site
of T. mentagrophytes infection > * **, Later
on, crusts and scales covered initial lesions
(Figure 1). Two animals presented flanks
lesions, Mences & Grorc ™ verified lesions
on the legs in a few animals. Human cases
in laboratory workers were verified by Mac-
KINNON "2,

Mg, 1 — Crusgtous lesion around the eyes of
a guinea-pig

In Montevideo, T. mentagrophytes ring-
worm in guinea-pigs was endemic but a vete-
rinarian is currently eradicating the infec-
tion. (Mackinnon 1970, personal commu-
nication).

Lesions in guinea-pigs tend to hear in 10
to 15 days® . In our observations spon-
tancous healing occurred in 45 days.

Since animals with % % ¢ or without le-

sions ®» 7 ** may harbor T. mentagrophytes
as carriers and transmit it to man, an inves-
tigation of this dermatophyte in a survey of
animals becomes very important,

RESUMO

Uma epizootia de tinha em cobatas de Labo-
ratério por ‘Trichophyton mentagrophytes

Um surto de tinhas em 10,09 das cobaias
foi verificado no biotério do Instituto Biolé-
gico (Sdo Paulo, Brasil). A origem foi atri-
buida & quebra de resisténcia dos animais,
devido ao alimento de qualidade inferior,
condigbes ambientais e traumatismo entre as
cobaias,

Desde que animalis sfos ou doentes podem
ser reservatorios de T. mentagrophytes, e
transmiti-lo ao homem, chama-=se atencao
para a importdncia do valor de um inquéri-
to, em grande escala, entre animais,
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ESTUDO “IN VITRO” SOBRE A SENSIBILIDADE
DO CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE
A TREZE ANTIBIOTICOS

L. C. D. Formica (12, A. C. Peres da Smiva (), C. A. R. PinueRo (¥, R. L.
AssuMpcio (), M. H, da Swvema (3, C. E. V. Serpra (! & I. SUASSUNA (4

RESUMO

Investigou-se a sensibilidade de 30 amostras de bacilos diftéricos frente a 13
antibidticos, considerando-se ndo somente aquéles classicamente utilizados para o
tratamento do estado de portadores de germes, como tamhém antibiéticos de intro-
ducdio mais recente. Em cada caso determinou-se a concentragio inibitéria e a
concentragio bactericida minimas através de técnica de diluigio seriada em meio
liquido.

Tédas as amostras testadas foram inibidas por concentragbes correspondentes
a 2,5 unidades/ml para a penicilina G; 12,5 pg/ml para a oxacilina; 3,1 ng/ml
para a ampicilina; 0,4 pg/ml para a cefalotina; 0,08 ug/mi para a eritromicina;
0,16 pg/ml para a espiramicina; 2,5 pg/ml para a lincomicina; 0,016 ug/ml para
a rifamicina M; 12,5 pg/ml para a estreptomicina; 0,63 ug/ml para a gentamicina
e 2,5 pg/ml para a tetraciclina. Trés amostras foram resistentes a concentragfio
maxima utilizada de 25,0 pg/ml de cloranfenicol ¢ uma a 20,0 pg/ml de novobio-
cina.

Em concentraghes que correspondem aos niveis sanguineos dos antibiéticos,
observou-se agfio bactericida apenas duas vézes para a penicilina G, 6 vézes para a
novobiocina, 10 para o cloranfenicol, 12 para a lincomicina, 24 para a eritromicina
ou para a espiramicina, 26 para a estreptomicina, 29 para a gentamicina e, em
todos os casos, com a rifamicina M. Ndo houve efeito bactericida demonstravel
com relagio a ampicilina, oxacilina, cefalotina e tetraciclina nas mesmas condigbes
de experiéncia.

INTRODUCAO

O baciln diftérico destacou-se como uma
das bactérias mais sensiveis & penicilina nos
estudos iniciais de Freming**, o que, no en-
tanto, nfio corvespondeu & expectativa clinica
quando o antibiético foi aplicado “in vivo”
no tratamento da infecglo ® © % *% 77, ndo
sendo possivel encontrar-se diferengas entre
casos agudos tratados exclusivamente com o

séro antidiftérico e aquéies tratados adicio-
nalmente com o antibidtico. Verificou-se
que a penicilinoterapia, em adigio a tera-
péutica antitéxica, ndo afetou a incidéncia
de complicacbes ou a mortalidade da doen-
ca ® 7 embora, nesse tipo de tratamento, hou-
vesse sido demonstrado que os bacilos difté-
ricos tendiam a desaparecer mais precoce-

Yervico de Microbiologia e Imunologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Mé-
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mente das vias aéreas superiores quando em
comparacao com pacientes gue apenas ha-
viam recebido soroterapia % % 7% 5,

Essas observagGes, junto a sensibilidade
igualmente acentuada do Corynebacterium
diphtheriae & eritromicina, animaram um
nimero de investigagbes posteriores, tendo
diversos autores registrado uma toxicidade
marcadamente menor do processo infeccioso,
48 horas apés a administracdo désse antibio-
tico % % 20 21 Resumindo as conseqiiéncias
désses estudos, Braxe? admitiu nao haver
dividas séhre ser a evitromicina o mais po-
tente antibidtico de uso clinico contra o ba-
cilo diftérico, a fim de eliminar, tao cedo
quanto possivel, o microrganismo em um
paciente. Por outro lado, FLOREY *2, reven-
do a literatura disponivel, admite que até
certo ponto a situagio seria idéntica & da
penicilina,

Além désses dois antibidticos que persis-
tem como os mais indicados em se tratando
de difteria, Duranp & Razzi®®, através de
um estudo “in vivo”, levantam a perspectiva
da utilizacdo terapéutica da rifamicina SV.
Hagngcker & col. 2, também com investi-
gagio “in vivo”, comparam a lincomicina
com a eritromicina e BLUTE® relata a utili-
zaciio de clortetraciclina e oxitetraciclina,

No que diz respeito a verificacdo da sen-
sibilidade “in vitro” do C. diphtheriae aos
antibidticos, uma certa variabilidade de res-
postas tem sido apontada, tanto nos dados
disponiveis em relagfio & penicilina % ® 15 2%
82,58 como em relacio a eritromicina *% %%
20,22, 81-85  Parte dessa variaglio pode ser
devido aos diferentes métodos e miniicias de
téenicas adotadas, como também refletir a
diversidade de origem das amostras, pois po-
de ser experimentalmente demonstrado um
aumento de resisténeia com o tratamento por
penicilina 7,

O interésse do emprégo de antibidticos
contra o C. diphtherige prende-se ndo s6 a
sua aplicagio em enférmos, como também no
contrble e eliminagio de portadores ®®, onde
podem constituir o {nico recurso disponivel.
De fato, nesse aspecto assinala-se o éxito
principal da aplicagio de antibidticos, no
que se refere a difteria *2.

Por tédas essas considerac@es, no presente
trabalho relata-se os niveis de sensibilidade
de amostras de C. diphtheriae de diversas
origens, nfo s6 em relacio aos antibidticos
classicamente utilizados mas também a ou-
tros de introdugdo mais recente. Uma nota
prévia foi anteriormente publicada *3,

MATERIAL E METODOS

Origem das amostras — IToram estudadas
30 amostras de Corynebacterium: 11 amos-
tras foram obtidas de coleges de outros la-
boratérios, correspondendo a C. diphtheriae,
amostra Park-Williams 8, do Instituto Bu.
tantan, Sao Paulo, S.P.; duas amostras das
variedades “intermedius” e “mitis”, do Dr.
A. Torres Pereira, Instituto Bacterioldgico
Camara Pestana, Lishoa, Portugal; 3 amos-
tras “intermedius”, “gravis” e (. ulcerans,
do Dr. William H. Ewing, “Comunicable Di-
seasc Center”, Atlanta, Georgia e as amos
tras nameros 296, 9015, 11049 e 11051, da
“American Type Culture Collection”, Wa-
shington, D.C..

Dezenove amostras foram isoladas no Bra-
sil, sendo 3 no Ceard e 6 na Bahia, recehi-
das respectivamente do Prof. J. Borges Sales
e Dra. Suraya Hagge. As demais amostras
(10) foram localmente identificadas, prove-
nientes de pacientes do Rio de Janeiro ¢ da
(iuanabara,

Tédas as amostras foram submetidas ao
teste de verificacio da toxigenicidade “in vi-
tro”, através de uma modificagio do teste
proposto por ELex ', de acdrdo com SERPA,
Assumpgho & Prres ps Sitva.  (Modifica-
¢do do teste de Elek no estudo da viruléncia
do bacilo diftérico. 7.° Congresso da Socie-
dade de Investigagio em Alergia e Imunopa-
tologia do Brasii, Sao Paulo, 1967). Uma
descrigdo sumaria da técnica é apresentada
por Lima & Sinva?. Uma amostra, isola-
da de urina, nflo mostrou toxigenicidade “in
vitro”,

Técnica de Estudo — Foram empregados
os seguintes antibidticos:

1. Penicilina — “Penicilina G sédica
cristalizada” (Rhodia Ind. Quimi-
cas e Téxtels SA)

2. Ampicilina — “Polycillin” — (Labor-
terdpica Bristol SA Ind. Quimica e

Farmacéutica)

3. Oxacilina — “Staficilin” - (Labor-
terdpica Bristol SA Ind. Quimica e
Farmaceéutica)

4. Cefalotina — “Kefiin” — (kL Lilly
do Brasil Lida.)

5. Eritomicina — “Estearato de eritromi-
cina, com poténcia 600,0 pg/mg” —

(Laboratérios Abbott do Brasil Ltda.)

6. Rifamicina — “Rifocina M” — (La-
boratorio Lepetit SA)
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7. Lincomicina — “Standard Powder” — A rifamicina foi recebida em solugfo es-
{The Upjohn Co.) tabilizada, enquanto a dissolugdo do estea-
E “R cina” | rato de eritromicina foi realizada em agua
8. f’{li“imlbfn"i‘ N ovamlclri}a . )asgA— destilada com a adigfio de 2,0 ml de “Tween
(Rhodia Ind. Quimicas ¢ Téxteis ) 807 para cada 100,0 mg do antibidtico e
9. Estreptomicina — “Sulfato de estrep- aquecimento a 85°C **, Todos os demais an-
tomicina” — (Squibb Ind. Quimica tihidticos foram dissolvidos em &gua destila-
SA) da estérit, A partir da solugfio concentrada,
ajustava-se cada antibitico para a concen-
10. Tetraciclina — “Reverin” — (Hoechst  tragio desejada, utilizando o mesmo meio de
do Brasil Quimica ¢ Farmacéutica SA)  cultura a ser empregado nos testes de sensi-
. .. bilidade.
11. Gentamicina -— “Garamicina” —
{Schering SA Ind. Quimica e¢ Farma- O meio de cultura, baseado no meio pro-
céutica) posto por MuerLer Hinton*, obedeceu a
. . seguinte composicio:
12. Cloranfenicol — ‘“Betamicetina” —
(Lafi SA Produtos Quimicos ¢ Farma- Infuso de coragho 300,0 g
céuticos) Bacto “Casamino Acids” 17,5 g
) Amido .......... . ... 15 g
13. Novobiocina — “Albamicina” — (The Agua destilada ....... 1000,0 ml
Upjohn Co.) pH 74
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Na execuglio do teste foi seguida a técnica
descrita por GrovE & RawpaLrwn*®, utilizan-
do-se 10 concentracdes de diluigtes seriadas
em meio liquido e indculo correspondente a
igual volume de dilui¢do a 1/100 do cultivo
de cada amostra, com 24 horas, no mesmo
meio.

A leitura foi reaiizada apds 24 horvas de
incubaciio a 37°C em estufa, anotando-se a
presenga, ou nao, de crescimento. A veri-
fica¢o de atividade bactericida foi feita pela
inoculagio de uma alca de 4,0 mm de dia-
metro, a partiv dos tubos que ndo mosira-
ram crescimento em 24 horas, para ndvo
tubo com 10,0 ml do mesmo caldo.

RESULTADOS

Os resultados obtidos para cada antibi6ti-
co sfio apresentados nos gralicos da Figuras
1, 2, 3, 4, 5 e na Tabela I, que apresenta
um sumario de todos os resultados.

(Figura 1). Cérca de 70,09% das amostras
foram sensiveis ao minimo de 0,63 unida-
des/ml e 94,09 a 1,25 unidades/ml. So-
mente 3 amostras cresceram nessa concen-
tracio, mas foram inibidas por 2,5 unida-
des/ml. A atividade bactericida désse anti-
bibtico, no entanto, ndo corresponden i ex-
pectativa. Considerado o nivel sérico habi-
tualmente atingido com dosagens terapéuti-
cas désse antibidtico, apenas duas, enire as
30 amostras utilizadas, sofreram acio bac-
tericida “in vitro” (Tabeia I).

Sao menos expressivos os resultados que se
pode observar com relagio aos outros deri-
vados penicilinicos, isto é, a ampicilina e a
oxacilina (Figura 1) que ndo demonstraram
efeito bactericida; frequéncia satisfatéria, de
resposta bacteriostatica, s6 foi atingida nas
concentragdes relativamente elevadas de 3,1
e de 12,5 pg/ml, respectivamente. Na acflo
bacteriostatica, a atividade da cefalotina
(Figura 1) foi mais acentuada, atingindo a
inibigfo de tédas as amosiras no nivel de 0,4

Como era de se esperar, o bacilo diftérico pg/ml. Nio apresentou, contudo, efeito
mostrou-se sensivel a4 agfio da penicilina G bactericida.
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Os resultados alcangados com a eritromi-
cina {Figura 2) justificam, sem divida, a
sua tradi¢iio nos ensalos clinicos. Mais de
95,09 das amostras foram sensiveis a 0,04
pg/ml e a totalidade foi inibida por 0,08
pg/ml; a acfio bactericida ocorreu sbhre
80,09% das amostras, na dose maxima em-
pregada de 5,0 pg/mi. Resultados seme-
thantes sdo também demonstrados com a es-
piramicina, um outro macrolideo. Tédas as
amostras foram inibidas ao nivel de 0,16
ng/ml e ocorreu quase 70,000 de aciio bac-
tericida na dose de 2,5 pg/ml. Na mesma
Figura 2, sio mais discretos os resultados
obtidos com a lincomicina: a concentracéo
inibitéria minima, da ordem de 2,5 pg/ml
e apenas 43,09 de amostras mortas com

20,0 pg/ml

A Tigura 3 apresenta resultados obtidos
com a rifamicina M e com a novobiocina.
() primeiro destaca-se como o mais eficaz de

“4———— novohiocima X —m— &

icina e Novobiocina

todos os antibidticos testados, em térmos de
concentragio inibitéria minima (0,01 pg/ml),
salientando-se o fato de que um efeito bac-
tericida exerce-se em concentracdo (0,03
ug/ml) que acompanha de perto o eleito
bacteriostatico.  Variou acentuadamente a
ago da novobiocina. Na concentragio de
0,08 pg/ml houve inibigio de 1/3 das amos-
tras, demonstrando-se efeito bactericida so-
bre uma delas. No entanto, uma amostra
fol resistente ao maximo de 20,0 pg/ml e a
moda de distribuigdo de concentragbes bac-
tericidas encontra-se na faixa de 0,31 pg/ml.

Fm relagdo a aminoglicosideos, a respos-
ta & estreptomicina foi mais varidvel que &
gentamicina (Figura 4). Uma amostra foi
sensivel 4 estreptomicina na concentragio de
0,1 pg/ml mas s6 com 12,5 pg/ml obteve-se
a inibicdo de tddas as amostras, A ativi-
dade bactericida acompanha, a maior ou
menor distdncia, a concentragho inibitéria
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minima. Os niveis de inibicio com a genta-
micina foram mais satisfatérios, atingindo-
se a conceniracio inibitéria minima a 0,63
pg/ml. A atividade bactericida foi menos
evidente, s6 sendo alcancada em 20,0 ng/ml
para toédas as amostras.

Dos antibioticos de largo espectro (Fi-
gura 5), a tetraciclina, ao contrario do clo-
ranfenicol, teria indicagio em funcdo da
sua concentragdo inibitéria minima, mas o
efeito bactericida foi inexistente, sendo des-
prezivel, em térmos de {reqiiéncia, no caso
do cloranfenicol.

DISCUSSAO

Os dados principais disponiveis sébre a
sensibilidade “in vitro” de bacilo diftérico
4 penicilina, cncontram-sec condensados na
Tahela II. Além dos autores ai referidos,
HarNECKER & col. 2 trabalhando com a

técnica de discos impregnados com duas uni-
dades de penicilina, em 13 amostras ensaia-
das, encontraram 3 pouco sensiveis e 3 resis-
tentes, ao passo que TaMPIERI* relata 80
amostras muito sensiveis ao mesmo antibi6-
fico.

No presente (rabalho, as amostras consi-
deradas revelaram-se sensiveis ao antimicro-
biano referido. Ressalvada a extrema sen-
sibilidade observada por Younc & Moob *,
os resultados, dentro de uma faixa aceitdvel
de variagio, aproximam-se dos relatados pe-
los demais autores num periodo que atinge
mais de 20 anos. E relevante constatar que
para tddas as amostras, a concentragio ini-
bitéria minima de penicilina encontra-se nos
limites impostos pelos niveis sanguineos ha-
bituais atingidos pelo antibiético (Tabela I),
ao passo que concenlragbes bactericidas sé
se encontram dentro désses limites em ape-
nas duas amostras, entre as 30 estudadas.
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TABELA I
Ac@o bacteriostatica e bactericida de 13 antibioéticos sébre o Corynebacterium diphtheriae
Tipo de resposta de acordo
No de com © m.v?I SAerl?O em doses Acéo Nivel sérico
s aes n terapéuticas . X
Antibiéticos amosiras bactericida considerado
testadas N.o de amostras e referéncias
S (%) MS (%) R (¥)
Penicilina G 30 30 0 0 2 1-5 unidades/mi3
Ampicilina 30 17 13 0 0 1-5 1g/mlo
Oxacilina 29 15 9 5 0 1-5 ©g/mi?
Cefalotina 29 29 0 0 0 5-10 wg/mips
Eritromicina 30 30 0 0 24 2-5 #g/mle
Espiramicina 30 30 0 ] 24 1-3 #g/mlso
Lincomicina 30 30 0 0] 12 4-6 #g/mir
Rifamicina 30 30 0 0 30 1-4 ug/mie
Estreptomicina 30 30 0 0 26 15-25 ug/milze
Gentamicina 30 30 0 0 29 5-10 ng/mie
Cloranfenicol 29 21 5 3 10 15-25 ng/mle
Tetraciclina 30 30 0 0 0 10-20 pg/mizs
Novobiocina 20 26 1 3 6 1-5 ug/mi*
(*y & = Sensivel; MS = Moderadamente sensivel; R = Resistente
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Em relacdo a outras penicilinas, os dados
da literatura sdo muito reduzidos ou nio
foram encontrados. Os presentes resultados,
todavia, revelam nitida superioridade da pe-
nicilina G s6bre a oxacilina ¢ a ampicilina.
De outra parte, quanto ao grupo relacionado
das cefalosporinas, os dados relativos a ce-
falotina estendem e confirmam as obser-
vagbes de BoNiEcE & col.® e de HERmELL
& col. #8, verilicando-se concentracdes bacte-
riostaticas situadas em niveis muito abaixo
daquele esperado no sbro.

A DROGAS DO (. DIPHTHERIAE

A Tabela TI1 relaciona os achados de di-
versos aufores com respeito a eritromicina.
Parece evidenle que os dados de Haicur
& Finpanp *° se afastam dos encontrados
neste ensalo, estando os demais autores em
concordancia, mesmo se levarmos em consi-
deracio as duas amostras resistentes a 1,0
ug/ml encontradas por MELO & Santos?®2.
Por outro lado, no que diz respeito as obser-
vagbes clinicas, BLAKE®, ratando 3 porta-
dores penicilino-resistentes, conseguiu em
dois a trés dias a erradicagio do germe e

TABELA I1

Atividade “in vitro” da penicilina s6bre o bacilo diftérico
Cone, inibit, minima: Unidades/mil
Técnica Numero
Autores de de .
alluicio amostras Faixa de Sensibilidade média
‘ © sensibilidade ou % de sensiveis
Young & Mood® Caldo 6 0,003 — 0,061 0,0305 Unidades
Buxbaum & col.3 Caldo 235 0,251 — 1,000 72,0 %
Cruickshank & col.® Caldo 284 0,030 — 1,000 0,2 Unidades
Jackson & col. Agar 41 0,200 — 0,800 86,0 G
Frost & col. 1 Agar 3 0,090 — 0,390 —
Melo & Santos Caldo 43 < 1,0 77,0 %o (F)
(¥) 10 amostras resistentes a 1 unidade/ml
TABELA III
Atividade “in vitro” da eritromicina sébre o bacilo diltérico
Cone, inibit, minima: ug/ml
Técnica Nuamero
Autores >
. df“ N de‘ Faixa de Sensibilidade média
diluicéo amostras sensibilidade ou % de sensiveis
Haight & Finland* Agar 12 0,39 — 3,12 1,56
MceGuire & col. ™ Caldo 1 —— 0,02
Fusitlo & col. ® Caido 5 0,01 — 0,10 0,08
Powell & col, ® Agar 2 — 0,06
Frost & col. » Agar 3 e 0,09
Melo & Santos® Caldo 46 < 1,0 96,006 (%)
(¥*) Duas amostras resistentes a 1,0 pg/ml
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resultados idénticos foram obtidos pelos pré-
prios HaicHtT & FINLAND *°, em apenas um
dia de tratamento.

Resultados bastante aproximados dos da
eritromicina foram observados com a espi-
ramicina, o outro macrolideo testado, o qual,
ressalvadas consideragbes de ordem farma-
colégica, pode considerar-se, na base da ex-
periéncia “in vitro”, como alternaliva va-
fida para a indicagio da eritromicina. Um
outro antibiético, nfo considerado no mesmo
grupo dos macrolideos, mas cuja semelhanca
de atividade com a eritromicina tem sido
demonstrada tanto “in  vitro” como “in
vivo” #5* & a lincomicina,  Essa seme-
lhanca se lorna também evidente nos pre-
sentes ensaios. A lincomicina revelou con-
centracdes inibitérias minimas, para t6das
as amostras abaixo do nivel médie sangui-
neo, distanciando-se dos macrolideos, sobretu-
do pela menor atividade hactericida (Figura

2 ¢ Tabela 1).

Um ponto de destagque nas presentes in-
vestigacBes parece corresponder & agdo “in
vitro” da rifamicina M, sobre a espécie bac-
teriana considerada. Tsse antibiotico mos-
trou-se o mais eficiente, tanto em térmos de
concenlragio inibitéria minima, como em re-
lacdo a atividade baclericida que a acompa-
nha de perto. Afora as observagbes de VERr-
NA % que relata uma amostra sensivel a 0,01
ng/ml de rifamicina SV, ndo foi encontrada
outra referéncia sdbre a atividade “in vitro”
das rifamicinas sbbre o bacilo diftérico.
Duranp & Razzi*®, no entanlo, reratam
que em 16 portadores e em 16 pacientes com
bacilos diftéricos, tratados com rifamicina,
obteve-se a negativacio bacterioldgica entre
um a cinco e entre um a quatro dias, res-
pectivamente.

Em relacio aos amino-glicosideos, (Figu-
ra 4) parecem também ruito satisfatorios os
resultados obtidos no presente trabalho.
Jackson & col. * observaram 83,09% de 45
amostras de bacilos diftéricos, sensiveis a es-
treptomicina, na faixa entre 3,1 a 6,3 pg/ml.
A concentracao inibitéria minima correspon-
deu a uma faixa mais ampla na nossa expe-
riéncia, mas dentro de niveis admitidos como
de sensibilidade. Nas mesmas condig¢oes, foi
satisfatéria a atividade bactericida exercida
sobre 26 entre 30 amostras. TFsses resulta-
dos sfio ligeiramente superados pela gentami-
cina que, de fato, apds a rifamicina, mos-
trou-se o antibidlico de maior atividade “in
vitro”, mostrando-se bactericida para 29 das
30 amostras testadas (Tabela ).

Dos antibidticos de largo espectro (IMigu-
ra 5), a atividade bacteriostatica da telra-

ciclina pode ser considerada boa, principal-
mente se se considera que niveis séricos, 4
a 8 vézes mais altos que a concentragfo ini-
bitoria minima, podem ser obtidos com doses
terapéuticas (Tabela I). Nesse sentido os
presentes dados se assemelham aos referidos
por Jackson & col.*. Em que pese a au-
séncia de atividade bactericida désse antibié-
tico, BLuTE ® relata, com o seu emprégo, a
eliminagdo do bacilo diftérico, apés 3 a 4
dias de tratamento. Por outro lado, foram
pobres os resultados presentes em relacfo ao
cloranfenicol e nio concordam com os des-
critos por Jackson & col. #°. Esses aulores
ohservaram 92,09% de amostras sensiveis na
concentracdo de 6,0 pg/ml, sendo de apenas
17,09% a percenlagem por nos observada nas
mesmas condigbes. Ressalta-se, além disso,
que 3 de nossas amostras (10,09%) foram
resistentes & mais alta concentragio do anti-
hidtico usada no presente trabalho.
Finalmente, em térmos de comparagao, fo-
ram pouco promissoras as observagbes com
a novobiocina (Figura 3), sendo apenas li-
geiramente melhores que as refativas ao clo-
ranfenicol. No caso de um ou outro anti-
bibtico, nio sfo animadoras as perspectivas
da utilizacdo clinica para o tratamento de
pacientes e portadores do bacilo diftérico.

SUMMARY

“In wvitro” sensitivity of Corynebacterium
diphterial strains to thirteen antibiotics

The sensitivity of 30 strains of diphtheria
bacilli to 13 antiblolics was investigated by
determining the minimal ichibitory and the
minimal bactericidal concentrations in serial
broth dilutions of the therapeutic agents.

The totality of the tesied strains was inhi-
bited by concentrations of antibiotic reaching
2.5 units/ml of penicillin G; 12.5 pg/ml of
oxaciilin; 3.1 pg/ml of ampicillin; 0.4 pg/ml
of cephalothin; 0.08 ug/ml of erythromycin;
0.16 pg/ml of spiramycin; 2.5 pg/ml of lin-
comyein; 0.016 pg/ml of rifamycin M; 12.5
pg/ml of streptomycin; 0.63 pg/ml of gen-
tamycin and 2.5 pg/ml of tetracycline. Three
strains were found resistant to 25.0 pg/ml
of chloranphenicol and one to 20.0 pg/ml
of novobiocin.

At concentrations of therapeutic signifi-
cance a bactericidal effect was observed only
twice with penicillin G, 6 times with novo-
biocin, 10 with chloramphenicol, 12 with
lincomycin, 24 with either erythromycin or
spiramycin, 26 with streptomycin, 29 with
gentamycin and in every case with rifamy-
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No bactericidal action was demons-

trated in relation with ampicillin, oxacillin,
cephalotin and tetracyclin, in the same ex-
perimental conditions.
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STUDIES OF THE HEPATITIS-ASSOCIATED-ANTIGEN (HAA)
IN PATIENTS WITH VIRAL HEPATITIS AND IN “NORMAL”
POPULATION GROUPS

J. A. N, Canpgras (M)

SUMMARY

The sera of 55 patients with viral hepatilis were tested for HAA by gel-diffusion
Only 27.29% were positive by both tests; 23.7%
The remaining

and complement-fixation tests.
were positive by complement-fixation and negative by gel-diffusion.
49.19% were negative by both tests.

The HAA was not equally distributed in infectious hepatitis and serum hepatitis:
only 24.09; of the cases of infectious hepatitis were positive by compiement-fixation
test whereas in the cases of serum hepatitis this percentage was 73.3%. A group
of 765 “normal” persons, 309 from a sub-tropical area and 456 from a tropical
area, were studied for the presence of HAA, and this antigen was detected in 0.3%
of the persons living in the sub-tropical area and in 0.49% of the persons living in

the tropical area.

INTRODUCTION

Following the description by Blumberg
and his associates > ® of the Australia anti-
gen and its selective association with viral
hepatitis *-%, this subject has heen intensively
investigated. PRINCE *° described, during
the incubation period and early acute phase
of serum hepatitis, an antigen, termed SH,
which seems to be closely related and perhaps
identical to the Australia antigen. DEeL Pre-
TE et al.? described a new hepatitis-asso-
ciated antigen, FHAA, (epidemic-hepatitis-
associated antigen) which appears to be spe-
cifically related to epidemic hepatitis, and
they suggested that it seems likely that a
multiplicity of antigens associated with he-
palitis may become apparent. BLUMBERG
et al.® and Hirscaman et al.** reported
that Australia antigen is present in the blood
of a high proportion of patients with post-
transfusion hepatitis, but less frequently in
patients with infectious hepatitis. SHULMAN
& Barker ** noted that Australia antigen
has been detected more frequently in sera of

cases classified as serum hepatitis. There
is growing evidence that the Australia anti-
gen, also termed HAA, may be the virus or
a virus-associated protein of serum hepati-
tis & 12,

The present report is concerned with the
investigation of the prevalence of HAA in
a group of patients with both clinical types
of hepatitis. We also investigated the dis-
tribution of the antigen in a group of “nor-
mal” persons. We used both the gel-diffu-
sion and complement-fixation methods in the-
se studies.

MATERIALS AND METHODS

Two blood samples were obtained from 55
patients with one of the two types of viral
hepatitis at the Hospital Emilio Ribas, in
the city of S&o Paulo, Brazil. The distinc-
tion between infectious hepatitis and serum
hepatitis was based on the clinical history,
according to the classical features used for
this subdivision. We studied 25 cases of in-

(1) Departament of Microbiology and Immunology of the Instituto de Ciéncias Biomédicas da Uni-

versidade de S&o Paulo, S&o Paulo, Brazil
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fectious hepatitis and 30 cases of serum
hepatitis.

Blood samples were also drawn from 765
“normal” persons from the city of Sdo Pau-
lo and from Vila Amazonas in the Federal
Territory of Amapé, Brazil. The city of
Sdo Paulo is a populous center (0.000.000
inhabitants) with a sub-tropical to tempera-
te climate; Vila Amazonas is located in a
scarcely inhabitated and tropical territory
on the Equator.

The antiserum E.G.5. used for the gel-
diffusion and complement-fixation tests was
obtained from a patient who had received
multiple blood transfusions. The specificity
of this serum was compared with that of a
reference serum kindly supplied by Dr. Y.
E. Cossart, All sera were inactivated at
56°C for one hour before use in the compie-
ment-fixation tests, which were performed
using a 4 volumes of 0.02 ml technique,
overnight fixation at 4°C, 2 1/2 units of
complement and 50.0% endpoint readings.
Screening of the sera for HAA was done by
serial twofold dilutions and tested against
one dilution of the indicator serum E.G.S.,
containing 4 umits of antibody.

The gel-diffusion tests were performed
using 1.09p agarose in a buffer consisting
of 0.1 M NaCl, 0.01 M Tris, 0.001 M E.D.
T.A. and 1.0 mg/ml protamine sulphate
with 0.089% sodium azide as preservative.
We used 1.5 ml volumes on microscope slides
and a pattern of 6x2 mm diameter wells
surrouding a central well with 6 mm distan-
ces between centers. The slides were read
after a 7 day period of incubation at room
temperature in a moist chamber. The in-
dicator serum, E.G.S., was used untreated
and undiluted.

RESULTS

Details of the 55 sera examined for the
presence of hepatitis-associated-antigen (HAA)
are shown in Tables I, II and III.

Of the 28 patients positive for HAA by
the complement-fixation test, 24.0% had in-
fectious hepatitis and 73.3% serum hepalitis
(Table I). Considering all the cases, inde-
pendently of their clinical categories, the
occurrence of HAA in the first specimen of
serum obtained from the 55 patients is shown
in Table II. Of the sera, 49.1% were com-
pletely negative, 27.29 were positive by
both gel-diffusion and complement-fixation
tests and 23.79 positive by complement-fi-
xation test only.

TABLE I

Number and percentage of cases of infectious
and serum hepatitis where HAA was detected
in the first specimen of serum

HAA (+) HAA (=)
linical
Clinica Total
diagnosis
No. L) No, )
I. hepatitis 6 24.0 19 76.0 25
S. hepatitis 22 73.3 b3 26.7 30
Total 28 50.9 27 49.1 55

TABLE I1I

Percentage of cases where HAA was detected
in the first specimen of serum

Complement-fixation
HAA HAA
Total
(+) (=)
Gel-diffusion
HAA 27.2% 0% 27.2%
+)
HAA 23.7% | 49.1% 72.8%
()
Total 50.9% | 49.1% 100.0%

In Table 11l are shown the results of com-
plement-fixation and gel-diffusion tests for
HAA in paired sera and the serum-levels of
glutamicoxaloacetic transaminase (S.G.0O.
T.), in the 2" one.

Although the complement-fixation test, re-
cently described for detection of HAA, is
somewhat more sensitive than the agar gel-
-diffusion test, it presents some features,
which have to be considered in order to
evaluate the results adequatly. In Table IV
we present the features of the complement-
_fixation test observed during the detection

of HAA.

As shown in Figure 1, the HAA was pre-
sent most commonly during the first wecks
of the disease in cases ol infectious hepatitis.
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Fig. 1 — Distribution of the cases of hepatitis according to the HAA, the clinical diagnosis
and the number of weeks after onset of the symptoms

In cases of serum hepatitis the HAA per-
sisted for at least 9 weeks, In all 6 cases
of infectious hepatitis positive for HAA, the
specimen of serum tested was collected du-
ring the first two 'weeks after the onset of
symptons.

Among the 765 “normal” persons inves-
tigated (Table V), living in two different
climatic areas, sub-tropical and tropical, the
antigen was present in one of the 309 per-
sons in SHo Paulo (0.3%) and in two of

the 456 in Amapa (0.4%).
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TABLE III

Detection of HAA in paired sera and values of S5.G.0O.T,

First serum Second serum
Case
No. Days after Days after -
onset C.F.T. Gel onset C.F.T. Gel 5.G.O.T,
002 25 > 64 + 40 32 - 72 U.
007 45 32 (%) + 60 0 - 93 U.
008 14 16 - 29 0 - 86 U.
o9 3u 16 - 45 2 - 99 U.
012 26 32 + 41 64 - 74 U.
o017 47 > 64 + 62 32 + 49 U.
018 24 64 - 39 16 - 69 U,
020 8 > 64 () - 23 2 - 400 U.
024 36 84 + 51 16 + 80 U.
031 10 > 64 - 25 2 - 40 U.
032 42 64 + 57 0 - 43 U.
035 38 32 + 53 8 - 76 U.
036 21 16 (%) - 36 0 - 382 U.
042 37 64 + 52 2 - 67 U.
050 45 32 - 60 0 - 52 U.
051 13 32 + 28 2 - 68 U.
052 43 16 - 58 0 - 85 U,
053 60 64 + 75 16 + 96 U.
054 60 32 - 5 0 - 73 U.
058 58 32 (%) + 73 0 - 92 U.
(*) Anticomplementary in dilutions 1:2 and 1:4
TABLE IV
Feactures of the complement-fixation test
C.F.T. titres
Features Total
C.F.T.
2 4 8 16 32 64
Prozone 0 0 3 (%) 0 0 3 3
Anticompl, 3 (%) 1 (%) 0 1 2 1 4
Clumps 0 0 1 4 2 4 11
Total
0 . 6 10 11 28
positive C.¥F.T. 0 1

(*) Titres at which prozone was demonstrated or anticomplementarity was observed
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TABLE V

Distribution of HAA in two groups of “normal”
persons of S&o Paulo and Amapé

No. studied HAA (+)
Age | T
(years) S0 Paulo | Amapa
880 Paulo | Amapé }——0m -— o —————
No. % | No. | %
5 10 0 82 0 0 0 0
10 15 0 98 0 0 0 0
15 20 54 56 0 0 0 0
20 25 39 87 0 0 0 0
25 30 102 49 1 0,9 0 0
30 35 69 32 0 0 1 3,1
> 35 45 52 0 0 ‘ 1 1,9
i
Total 309 456 1 03] 2 i 0,4

DISCUSSION

According to Privce 20 the HAA is rela-
ted mainly to serum hepatitis, but others %> 27
accept the association of this antigen with
both clinical types. KrucMan et al. 2 %6
CuHanG & O’BriEN 7 and Sourier et al, 24
were unable to detect the HAA in cases of
epidemic hepatitis, Our results show a sig-
nificant difference between the percentage of
cases of infectious hepatitis in which it was
possible to detect the HAA (24.09%) and
the percentage of cases of serum hepatitis
positive for the same antigen 73.3%. If we
consider that our cases of infectious hepatitis
were all adults who normally have different
epidemiological and immunological charac-
teristics than those observed in childhood
hepatitis *, and if we think of the possibility
of nonparenteral transmission of serum he-
patitis ™ 2%, it seems that the occurrence of
the HAA in cases of infectious hepatitis could
very well be explained by contact infections
with the serum hepatitis agent. We can not
discart the fact that in some cases different
criteria for making the clinical distinction
between infectious hepatitis and serum he-
patitis were employed.

Published material *% %17 suggests that
the HAA antigen would have been detected
in a greater percentages of cases if sera had
been tested earlier in the course of illness.
While for cases of infectious hepatitis our

finding that the antigen was not detectable
after the first 2 weeks appears to corrobo-
rate this, we were eble to identify the HAA
up to 9 weeks after the onset of symptoms
in patients with serum hepatitis (Figure 1).

Our failure to establishe a relationship
between the presence of HAA and abnormal
values of S.G.0.T. is not consistent with
the concept that the antigen disappears as
serum transaminase returns to normal * *% 27,
CossarT & VaarManN® found as we did
that there was no correiation between return
of serum transaminase to normal and loss of
antigen from the serum.

Although more time-consuming to perform
the complement-fixation technique provide a
valuable diagnostic test for hepatitis. When
detecting HAA the occurrence of positive
sera with anticomplementary activity is a
common observation ' 23, We observed an
anticomplementary aclivity in 4 of the 28
positive sera, at the dilutions of 1:2 and
1:4, as well as a “prozone” phenomenon in
3 sera. This anticomplementary activity,
according to PURCELL et al.*' represents
immune complexes serologically distinct from
HAA. Although SmuimMan & BaRKEr *
propose that such anticompiementarity can
occur without the presence of antigen in the
blood, none of the 765 specimens of sera
obtained from “normal” persons, nor from
the patients with negative sera presented an-

ticomplementary activity,

As has been frequently observed the sen-
sitivity of the complement-fixation test allows
the detection of HAA in a greater percentage
of sera than the gel-diffusion test. While
27.29 of the sera from the 55 cases of he-
patitis gave positive results for HAA by both
complement-fixation and gel-diffusion tests,
we could not find any sera which reatect
only by gel-diffusion (Table II).

HAA has been found in blood samples
from various normal population groups?
and some authors suggest the possibility of
explaining the persistence of the antigen by
inherited and acquired factors*»*. The data
presented in relation to the “normal” groups
we studied (Table V) are supported by Sar-
zaNo & BLUMBERG ** who found a percenta-
ge of 0.5% in groups of healthy individuals
from southern Brazilian populations. It
seems interesting to consider that our findings
of 0.3% in individuals from Sio Paulo, an
area of sub-tropical to temperate climate,
and 0.4% in individuals from Vila Amazo-
nas, an area of tropical climate, show no sig-
nificant difference. The frequency obtained
in the group from the tropical area studied
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is somewhat less than that found in several
other tropical populations® %, [t was not
possible for us to establish a clear pattern of
age dependence characterizing HAA in our
“normal” populations. Our data revealed a
higher {requency in the oider age groups
and not in the younger as others have in-
variably found **.  Since the numbers lested
are small, however, and irregulary distri-
buted by age our observation may not be sig-
nificant.

RESUMO

Estudos sébre o antigeno assoctado & hepatite
(AAH) em pacientes com hepatite viral e
em grupos de individuos “normais”

Foram examinados, para a pesquisa de
AAH, alravés de reagdes de fixagio do com-
plemento ¢ difusdo em gel de 4gar, sbros
obtidos de 55 casos de hepatite viral. A
porcentagem de casos posiiivos pelas duas
reacoes foi de 27,29%, 23,7%, mostrou-se
positiva na reagdo de fixagio de comple-
mento e negativa na difusio em gel de agar;
a porcentagem de casos negativos, nas duas
reagdes, foi de 49,1%. A distribuigfio por-
centual do AAH nos casos de hepatite in-
fecciosa e hepatite por sdro foi, respectiva-
mente, 24,09% ¢ 73,3%, valores &stes obtidos
através da reaco de fixacdo do comple-
mento. Foi igualmente estudado um grupo
de 765 individuos “normais”, dos quais 309
residindo numa regido sub-tropical e 456
numa regifio tropical: as porcentagens de
positividade para o HAA, usando a reacfio
de fixagio do complemento, foram respecti-
vamente 0,3% e 0,4%.
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ESTUDIO INMUNO-ELECTROFOCAL DE PROTEINAS PLASMATICAS

Miguel A. GuzmAN, M.D.-M Sc. () & Ernesto BARBOSA, M.D.-Ph.D. ()

RESUMEN

Se presenta el estudio eletrofocal del suero humano combinado con inmunodi-
fusion e inmunoelectroforesis, analizando las posibilidades de este sistema en los

estudios inmunoquimicos.

INTRODUCCION

El siguiente trabajo tiene por objeto pre-
sentar las ventajas del estudio inmunoelec-
trofocal de las proteinas plasmaticas, parti-
cularmente en lo referente a aquellas proti-
nas de mayor interés en el campo de la
inmunologia tales como el complejo grupo de
las  inmunoglobulinas » 7 10 1% 37,15, 20y
la complementacién de este método con los
procedimientos inmunoelectroforéticos.

MATERIAL Y METODOS'

Suero Anti-humano: Fl suero anti-huma-
no utilizado en todas las reacciones fue pre-
parado en conejo.

Suero Humano: FEste suero fue obtenido
de sujetos supuestamente sanos.

Inmunodifusién: Para las pruebas de
inmunodifusién en el estudio de algumas
fracciones se utilizé agar noble (Difco) obte-
nido comercialmente.

Electro-Enfoque: Los estudios de electro-
enfoque se realizaron en una columna LKB,
utilizando un portador de anfolitos de es-
pectro pH 3-10.

Inmunoelectroforesis:  Los estudios de in-
munoelectroforéticos se realizaron en un sis-
tema Beckman.

Buffer: El buffer utilizado en todas las
reacciones de inmunodifusién asi como en
las pruebas inmunoelectroforéticas fue un
buffer de veronal pi 8-6.

Las determinaciones de pH se realizaron
en un potenciémetro Beckman de investiga-
cién utilizando un microelectrodo y camara
termomatica a 37,5°C. Las determinaciones
de absorcién se realizaron en un espectrofo-
tometro Beckman D. U.

Fl suero antihumano utilizado en este tra-
bajo se preparé en conejos por inoculacién
intramuscular repetida de una mezcla de sue-
ros humanos de personas supuestamente sa-
nas, el procedimiento seguido fue el reco-
mendado por Proom*s. Cuando se consi-
derd por las técnicas convencionales que los
titulos de anticuerpos podrian ser adecuados,
los conejos fueron sangrados a muerte, la
sangre recolectada asépticamente, el suero se-
parado, adicionado de merthiolate al 1:10.000,
estudiado por inmunodifusién tipo OUCHTER-
LoNY ™ y guardado a -20°C, para ser usado
en todas las pruebas de identificacion de las
fracciones obtenidas.

La columna para electroenfoque fue mon-
tada segin las normas descritas por Ha-
GLUND %, utilizando un portador de anfolitos
pH 3-10 y 3,0 ml de suero humano normal
obtenido minutos antes de iniciar el fraccio-
namiento. Una vez colocada la muestra en
el gradiente de pH, se sometié a una corrien-

(1) Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia — INPES — Bogots, Colombia
Profesor Asociado — Facultad de Medicina — Universidad Nacional

(2) Laboratorio de Bioquimica -— INPES -— Bogota, Colombia
Profesor Asociado —— Facultad de Medicina — Unilversidad Nacional
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te continua de 450 voltios y 6 mA por 72
horas, tiempo medio considerado suficiente
para obtener un buen electroenfoque. Pos-
teriormente las fracciones fueron colectadas
automaticamente en cantidades exactas de
1,0 ml, cantida considerada como 6ptima en
virtud de la longitud de la columna y el es-
pectro del gradiente de pH. Posteriormente
las muestras fueron centrifugadas para re-
mover el precipitado de lipoproteinas que
siempre se forma, dado que estas son incom-
patibles con el sistema de electroenfoque °.
A cada una de estas muestras se le determi-
nd cuidadosamente su pH, para conocer su
punto isoeléctrico, y asi poder posteriormen-
te correlacionarlo con la actividad biolégica
de la proteina alli contenida. Igualmente sc
leyé cada muestras espectrofotométricamente
a 2.800 A° con el objeto de conocer la con-
centracién de proteina y relacionarla poste-
riormente con el gradiente.

Con el objeto de saber si las fracciones
colectadas tenian alguna actividad biolégica
se realizaron estudios de inmunodifusién tipo
OucHTERLONY ™ vidrio de
3,0 x 9,0 cmts.,, sigulendo una técnica de
preparaciéon similar a la recomendada por
Higscurerp ® y GraBar & WirLiams 4, para
inmunoelectroforesis. Cada fraccién fue de-
positada en un orificio frente al cual se de-
posité el suero anti-humano, en cantidad
adecuada; las placas fueron puestas en ca-
mara himeda y dejadas a temperatura am-
biente por 24 horas, al término de las cuales,
fueron examinadas para anotar la reaccién
y, posteriormente, se procesaron para conser-
vacion permanente, segun técnica de Hirs-
cHreLp . Con el objeto de determinar si
realmente cada tma de las muestras corres-
pondia a una fraccién diferente, se hicieron
mezcla de las fracciones que en el estudio
anterior parecian ser idénticas y se estudia-
ron en similar forma frente al antisuero hu-
mano. Para tratar de identificar las frac-
ciones obtenidas y poder correlacionar su
punto isoeléctrico con la actividad biologica,
se realizaron estudios de inmunoelectrofore-
sis de cada una de las {racciones frente al
antisuero humano y comparativamente con
un suero humano control. Con el objeto de
conocer el grado de recuperacién de las dis-
tintas fracciones séricas, se mezclaron partes
aiicuotas de cada fraccion y una muestra de
esta mezcla total se estudié inmunoelectro-
foréticamente frente al suero anti-humano y
a un suero humano control.

en lamina de

RESULTADOS

La Tabla | muestra que, efectivamente co-
lectadas las fracciones y leido su pH, se ob-
serva una progresion de tales valores, lo cual
indica que un gradiente de pH fue obtenido;
dichos valores se inician y terminan con va-
lores menores de pH | correspondientes al
acido sulftrico del anodo y parte de este que
se desliza del catodo finalmente al colectar
la dltima fraccién, Ll estudio de inmunodi-
fusion, frente al antisuero humano, demons-
tré6 que por lo menos 60 de las fracciones
colectadas, eran biologicamente activas, tal
como puede apreciar-se en la misma tabla.
La Figura 1 muestra cémo por inmunodifu-
sion facilmente se demuestra la presencia de
proteina en la fraccion, cémo algunas de
ellas estan absolutamente puras y otras dejan
ver nitidamente varias bandas de precipita-
cién, indicando con ello que en la fraccion
estan contenidas mas de una proteina con
capacidad antigénica distinta pero evidente-
mente con un punto isoeléctrico muy proxi-
mo. La Figura 2 muestra que el estudio de
inmunodifusion de las mezclas de fracciones
que se crelan idénticas, son realmente dife-
rentes, indicando el valor del punto isoeléc-
trico en la separacion de éstas, asi sea aquél
muy cercano, lo cual estd de acuerdo con lo
descrito por Hacrunp ®. La Figura 3 mues-
tra, claramente, como el estudio inmunoelec-
troforético sirve para identificar por com-
paraciéon con un suero humano normal las
fracciones obtenidas en el gradiente de pH
y cOmo es conveniente complementar estos
dos procedimientos. El estudio de recupe-
racién de las proteinas séricas, muestra que
excepcion hecha de las lipoproteinas, la re-
cuperacion es total como lo muestra la Fi-
gura 4, en la cual se incluye ademds como
referencia la inmunoelectroforesis de una
fraccién pura. La Figura 5 muestra la re-
lacién entre e espectro de absorciéon de las
proteinas en cada fraccién y el gradiente de
pH. La Figura 6 muestra la relacién entre
la D.O. de las fracciones obtenidas y el es-
tudio inmunoelectroforético de las mismas,
observandose que existe una clara correla-
cién entre la absorbancia y el ndmero de
bandas de precipitacién en una muestra da-

da.

DISCUSION

El analisis de las proteinas plasmaticas
constituye uno de los estudios méis interesan-
tes en biologia. En el campo cada vez mas
creciente y complejo de la Inmunologia, este
analisis se hace mas importante y necesario
dada la variedad de las inmunoglobulinas
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TABLA I

Gradiente de pH de las fracciones obtenidas y su actividad biologica frente a un suero
anti-humano

Frai\cjzglon pH Reaccién Fr e;\;;:xon pH Reaccién Fre;slon pH Reaccién
1 0,85 - 36 4,14 + 71 6,28 +
2 0,74 - 37 4,24 + 72 8,35 +
3 0,61 - 38 4,29 + 73 6,35 +
4 0,57 - 39 4,44 + 74 6,36 +
5 0,47 - 40 4,53 + 75 6,38 +
6 0,42 - 41 4,58 + 6 6,42 +
7 0,42 - 42 4,63 + e 6,51 +
8 0,44 - 43 4,69 + 78 6,61 +
9 0,45 - 44 475 + 79 6,70 +

10 0,45 - 45 4,82 + 30 6,81 +
11 0,45 - 46 4,91 + 81 7,01 +
12 0,33 - 47 4,94 + 82 7,11 +
13 0,64 - 48 4,97 + 83 7,30 +
14 0,80 - 49 4,99 + 84 7,43 +
15 1,03 - 50 5,01 + 85 7,45 +
16 1,33 - 51 5,08 + 86 7,59 +
17 1,97 - 52 515 + 87 7,73 +
18 2,47 - 53 5,25 + 88 7,13 +
19 2,78 - 54 5,34 + 89 7,99 +
20 3,13 - 55 5,41 + 20 8,16 +
21 3,18 - 56 5,51 + 91 8,36 +
22 3,37 + 57 5,60 + 92 8,84 +
23 3,55 + 58 5,61 + 93 9,01 +
24 3,58 + 59 5,38 + 94 9,22 +
25 3,69 + 60 5,33 + 95 9,44 -
26 373 + 61 5,35 * 96 9,59

27 3,80 + 62 5,31 + 97 9,60

28 3,84 + 63 5,59 + 98 9,62 -
29 3,87 + 64 5,68 + 99 10,57 -
30 3,90 + 65 5,74 + 100 10,22 -
31 3,93 + 66 5,84 + 101 10,12 -
32 3,97 + 67 5,91 + 102 10,12 -
33 4,02 + 68 6,01 + 103 10,04 -
34 4,06 + 69 6,08 + 104 0,52 -
35 4,10 + 70 6,15 + 105 0,62 -

Fig. 1 — Doble inmunodifusion de cada una de las fracciones obtenidas de la
columna electrofocal, frente a un suero hiperinmune antihumano obtenido en conejo
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Fig. 2 — Doble inmunodifusién de mezclas de fracciones frente a un suero hipe-
rinmune antihumano obtenido en conejo. Obsérvese la presencia de bandas

multiples

Fig. 3 — Inmunoelectroforesis para identificacion
de fracciones obtenidas por inmunocelectroenfoque,
por comparacion con Inmunoelectroforesis de un
suero humano control. De arriba a abajo: Frac-
cién No 40, Albumina; Fraccién No 35 IgQ;
Fracciéon No 33, Transferrina

que han sido descritas en los dltimos afios
)9 18,470, 18, 24 as cuales tienen importancia
no sélo como simples hechos biolégicos, sino
porque muchas de ellas estan ligadas con fe-
noémenos inmunopatolégicos de la mayor im-
portancia ® % *2, Ninguno de los procedi-
mientos conocidos tales como la electroforesis

de Tiserius ** %%, la electroforesis en papel
de filtro, en acetato de celulosa o la inmu-
noelectroforesis *, permiten el estudio de una
sola fraccién ya que ninguno de estos proce-
dimientos basados todos en la distribucién
sobre un sistema buffer de las cargas eléctri-
cas relativas de ias protelnas en un campo
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Suers Conirol

de Frac,

Maz.

Fig. 4 -— Inmunoelectroforesis de una mezcla de 72 fracciones (22 a 94)

obtenidas de la columna electrofocal.
En esta figura se incluye para mejor

comparacioén con el suero control.

No6tase la recuperacion total por

flustracién una Inmunoelectroforesis de una fraccion pura (Fraccién 89)

00 280 ma
o
-]

0 70 30 i0

g0 [ 70 (4]

FRACCION NUMERO

Fig. 5 — Relacién entre el espectro de absorcién de las proteinas y et
gradiente pH

permiten una separacién lo suficientemente
discriminatoria para obtener una fraccion
deseada, pues siempre hay zonas de entre-
-cruzamiento donde su identificacién es muy
dificil, asi por ejemplo, la clasica electrofo-
resis en papel en todas su modalidades solo
nos permiten el estudio de 5 o maximo 6
fracciones usando bufferes de alta resolucién
{como los de Tris) bajo las cuales quedan
-cobijadas gran cantidad de proteinas plas-
méticas con las denominaciones de giobuli-
nas Alfa, Beta o Gamma y la recuperacién
-de estas fracciones es imposible para anélisis

posteriores. La inmunoelectroforesis, que es
un procedimiento mucho mas discriminatorio,
permite el estudio de por lo menos 30 frac-
ciones biologica e inmunolégicamente distin-
tas pero tampoco nos permite recuperar las
fracciones identificadas, ya que lo que alli
queda es un precipitado antigeno-anticuerpo;
cosa similar puede decirse de otros procedi-
mientos de alta resolucién, tales como 1ia
electroforesis en almidén * o en gel de acri-
lamida *® en los cuales las fracciones separa-
das, aunque pueden recuperarse, el procedi-
miento para ello es dispendioso.
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DO 280 my
-3
o

e gt

00 g Y
[+ 20 30 40

L] L

60 46 76 CiR

FPRACCION RUMERO

Fig. 6 — Relacién entre la densidad oOptica de algunas de las fracciones y el

numero de bandas de precipitacion.

Obsérvese la correlacén entre la absorban-

cia y el nimero de bandas de precipitacion en una fraccion dada

El uso de un gradiente de pH introducido
por Svensson #, perfeccionado por el mismo
autor mas tarde *» 2 y combinado con elec-
troforesis ¥°, permite que cada proteina plas-
mélica encuentre su exacto punto isoeléctrico
quedando alli focalizada, pudiéndose de tal
manera colectar en forma individual y faci-
litaindose grandemente los estudios posterio-
res que deseen hacerse con ella. La intro-
duccién dentro de los procedimientos de ana-
lisis de los portadores de anfolitos permite
en forma facil obtener el gradiente natural
de pH en zonas muy variadas y por tanto
hace posible la separacién de proteinas cuyo
punto isoeléctrico difiera tan poco como 0,01
unidad de pH?; por lo demas la muestra es
recuperable y la cantidad es grande sin que
la actividad biolégica sufra alteracion algu-
na, lo cual es admirable tratindose de sus-
tancias tales como las inmunoglobulinas cuya
actividad antigénica es critica para los ana-
lisis inmunoquimicos; contandose ademas con
la posibilidad de preparar antisueros abso-
lutamente monoespecificos en huéspedes in-
munolégicos adecuados 2 con las fracciones
antigénicas puras obtenidas con el portador
de anfolitos de pH respectivo, sin recurrir a
procedimientos mas dispendiosos como los
utilizados hoy dia (GuzmAn, M. & BARBOsA,
E. — Preparacion de sueros monoespecificos
con antigenos obtenidos por electroenfoque,
1971. En prensa). El uso del sistema de
electroenfoque, aprovechando una propiedad
fisicoquimica elemental, como es el punto
isoeléctrico de las sustancias anfotéricas me-
diante el uso de portadores de anfolitos o
gradientes térmicos de pH**, permite la re-
cuperacién de las fracciones proteicas sin

perder sus propiedades biologicas, abre un
campo 1nsospechado en la inmunoquimica
moderna despiazando en parte otros proce-
dimientos y permite una utilizacién mayor y
complementaria de la inmunoelectroforesis.
en el analisis de las proteinas séricas.

CONCLUSIONES

1. La columna electrofocal permite una
extraordinaria separacién de las pro-
teinas plasméticas.

2. Las fracciones se pueden recuperar vy
conservar para anélisis posteriores sin
perder actividad blordgica.

3. La fraccién se aisla en base a un dato
sumamente importante cual es el de su
punto isoeléctrico.

4. La combinacién de este estudio con in-
munodifusién e  Inmunoelectroforesis.
constituye un buen sistema en los estu-
dios inmunoquimicos.

5. Los portadores de anfolitos no interfie-
ren la reaccién antigeno-anticuerpo.

SUMMARY

Immuno-electrofocal study of plasmatics
proteii

An electrofocal study on human sera uti--
lizing immunodiffusion and electrophoresis is.
reported and the potencial of this system in.
immunochemical studies is analyzed.
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ANTI-RABIES REVACCINATION IN HUMANS

[l — Preventive immunization with few doses and the effect of one single

booster dose

Octavio Augusto Carvalho Prreira (1), Antonella Gopawo (3, Ester Luiza
BocaTo (2), Terezinha RAPHAELIAN (3) & Luiza T. M. Souza (2)

SUMMARY

The Authors studied the results of anti-rabies revaccinalion with one single
dose of 2.0 ml, on patients which had been vaccinated 13 months before with 5

doses.

The vaccine employed was the Fuenzalida & Palacios type, with effective
immune responses in the 28 cases studied.

The evaluation of the rate of immunity was always done by the Complement
Fixation reaction, the serum neutralization test being also performed whenever mice

were available.

INTRODUCTION

According to the WHO *, persons exposed
to exceptional and repeated risks of infection
(those working with rabies virus in labora-
tories, veterinarians, dogcatchers, naturalists,
etc.) should be protected through preventive
immunization, with 2 or 3 doses of anti-ra-
bies vaccine of sufficient antigenic aclivity
and, if possible, prepared without nervous
tissue. The injections should be adminis-
tered at intervals of 1 month, with one hoos-
ter dose in the G6th month of vaccination.
Persons thus vaccinated, who continue to he
exposed to infection, should be revaccinated
after 1-3 years with new bhooster doses.

According to Surprey & JUBELT Y, indivi-
duals who fail to develop rabies antibodics
after initial prophylactic treatment should
continue receiving hooster doses until a posi-
tive response is obtained. The vaccination
schedule adopted by these authors consisted
in a primary series of 2 subcutaneous doses
of 1.0 ml, with 1 month interval between the
doses, and 1 booster dose of 1.0 ml, 6-8
months alterwards.

(1) Departament of Microbiology and Parasitology of the Escola Paulista de Medicina,

Brazil
(2) Instituto Pasteur, Sao Paulo, Brazil

Couen et al.? observed greater rapidity
and intensity of responses through neutrali-
zing antibodies in individuals vaccinated one
year before and who had received one boos-
ter dose.

Based on the general immunologic princi-
ples, WHO * recommends, for subjects pre-
viously vaccinated, the administration of one
booster dose of anti-rabic vaccine in cases of
light exposition, and a series of 5 doses on
consecultive days, followed by a hooster dose
on the 20th day, when exposition is heavy,
provided the response to previous vaccination
has been evinced by the presence of antibo-
dies.

PerEIRA et al.®, however, have observed
failures, although in a small percentage ol
cases, when only one booster dose was given.
[Furthermore they observed that higher titers
were obtained through the employment of
larger series, the maximal response being
obtained with 4-5 doses.

PerEIRA 7 has still observed effective res-
ponses in 6 out of 7 cases in which the pri-
mary vaccination was done with a series of
5 doses.

Séo Paulo,

(3) Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa, S&o Paulo, Brazil
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The present work was carried out with
the purpose of studying the response to pre-
ventive vaccination with later booster re-
vaccination. The evaluation of this respon-
se was made by Complement Fixation test
(CF), the correlation of which, with the Se-
rum-Neutralization test (SN), being de-
monstrated by Prreira et al. ®. Whenever
possible and depending on the availability of
animals, this correlation was tested by SN.

We employed 5 doses instead of 2 or 3 as
recommended by WHO *, in the initial sche-
dule, because the verification of immuno-
logic response is not done as a routine in our
environment and SHIPLEY & JumeLT? ob-
served that this schedule has presented fai-
lures in 22.2% of the cases.

On the other hand, we do not use revacci-
nation after 6-8 months, because we have
verified in a previous work that the time
elapsed between the first vaccination and the
booster does not decisively interfere in the
result of the latter .

PEREIRA, O. A. C. et al

MATERIAL AND METHODS

1)  Patients

The present study was carried out on 28
patients, of whom only one had had previous
experience with anti-rabies vaccination. It is
the case no. 13, who had two years before
received 4 doses of the semple type vaccine.

2) Vaccination

The patients received 5 doses of vaccine
of the Fuenzalida & TPalacios type, on con-
secutive days; 13 months later they received
one hooster dose of 2.0 ml of the same vacci-
ne,

3)  Seru

A blood sample was always taken on the
revaccination day and after this, other sam-
ples were collected as indicated on Table I.

TABLE I

Immuno response after booster with a single dose of 2.0 ml of anti-rabhie

vaccine

1st Collecting 2nd Collecting 3rd Collecting
Patl- Result Result Result
ents
Day {—— Day |—— ——| Day |— -
C.F. S.N. C.F. S.N. C.N. S.N.
1 0 e <5 81 16 -
2 0 — <5 21 4 346 36 4 56
3 0 — 3 16 28 16
4 0 — 14 64 -
5 0 — 8 4 > 625 -
G s} — 75 8 > 625 -
7 0 — 67 4 -
8 0 — 8 32 49 16
9 0 — < 5 8 8 > 625 28 8 625
10 0 — 8 8 65 8
11 0 —_ 19 16 -
12 0 —_ 3 16 34 32
13 a 2 > 125 7 4 > 625 41 2
14 o] — 49 4 T 16
15 1] — 3 2 21 2
16 0 — 19 16 34 16
17 0 —_— 8 8 28 8
18 0 — 7 8 20 8
19 0 — 14 8 -
20 0 — 70 8 -
21 0 — 19 32 -
22 0 — 8 2 125 28 2
23 0 — 8 2 65 AC 2
24 0 — <5 17 8 -
25 0 - 9 32 27 8 346
26 0 . 26 32 67 8
27 0 — 13 64 34 64
28 o] = 8 4 49 4
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The sera were separated in sterile condi-
tions and kept in freezer at -25°C until used.

Three pools of sera were prepared: the
first, from the samples taken before admi-
nistration of the booster dose; the second,
from sera collected between the 7th and the
9th day, and third 30-70 days after revacci-
nation.

4) Complement Fixation test

Performed according to PEREIRA et al. ©.

5)  Serum Neutralization test

This was done following the technique
described by Atanasis?!, with utilization of

the CVS strain.

The sera corresponding to the {irsi taking
were diluted up to 1/125. TFor the others
we used also the dilution 1/625.

RESULTS

Of the 28 sera collected before the booster
dose, 27 were negative by CF. The positive
'serum came from patient no. 13, the only
one who had been previously vaccinated with
this antingen.

In the later collectings we always found
-complement fixing antibodies, in titers va-
rying from 2 to 64 (Table II).

TABLE II

Medium Immunoreaction after booster with a
single dose of 2.0 ml of anti-rabic vaccine

Serum
pool
0 days 7-9 days | 30-70 days
Results
CF —— 8 4
S N 10 179 347

The SN was made with 4 sera taken be-
fore the booster dose. Of these, 3 presented
-a titer below 5. Only patient no. 13, still
with detectable antibodies through CF, sho-
‘wed a neutralizing titer above 125.

Of the sera taken after revaccination and
submitted to SN, one presented titer 56 and
the others titers above 125,

The results of the titration of antibodies
by CF and SN in the three serum pools
appear on Table II.

The neutralizing titers obtained

against 562 LDy,.

were

DISCUSSION

The revaccination schedule with a single
dose of 2.0 ml produced effective immune
response in the total of cases studied. This
fact sujests that all patients had responded
to the antigenic stimulus of primary vacci-
nation, although this fact was not verified.

However, we did not find complement fi-
xing antibodies with the exception of case 13,
the only one with a previous vaccination his-
tory. This finding is in agreement with
those of PEREIRA et al.®, who observed a
longer permanence of immunity in patients
submitted to repeated vaccinations,

The mean neutralizing titer was relatively
high (10), but is must be noted that in the
pool was included the serum of case no.
13, whose titer was above 125.

After the booster dose all sera were posi-
tive by CF, even those taken on the 7th
day.

As can be seen, the study of the serum
pools showed an increase of the neutralizing
titer in the same period of time in which
there was a decrease in the levels of antibo-
dies detectable by CF. This finding, ac-
cording to LE BerL et al. ®, shows that SN
remains positive for a longer period of time
than CF, thus hightening the value of the
positive results with the latter in the eva-
luation of anti-rabies immunity. With the
first sample of the serum of patient no. 13,
this relationship becomes quite evident: ti-
ters 2 and above 125 for CF and SN respec-
tively.

The correspondence between these two tests
as established by PErEiRra et al. ® was always
confirmed by our results.

RESUMO

Revacinagio anti-rabica humana. II. Imu-
nizagiio preventiva com poucas doses e o
efeito de apenas ume dose de reférgo



148 PEREIRA, O. A. C. et al

Os Autores estudaram o resultado da re-
vacinacdo anti-rabica, com dose dnica de
2,0 ml, em pacientes vacinados ha 13 meses
com 5 doses. Empregaram a vacina do tipo
Fuenzalida & Palacios, tendo enconirado res-
posta imune efetiva nos 28 casos estudados.

A avaliacio do estado imunitario foi feita
sempre por reaciio de fixagio do complemen-
to, sendo a soro-neutralizacho realizada na
medida da disponibilidade de camundongos.
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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAQO DE BACTERIAS FILAMENTOSAS
GRAM POSITIVAS E AEROBIAS DA CAVIDADE BUCAL

Luiz Carlos Birr (}) & Wilson Chagas de ArauJjo ()

RESUMO

Certos microrganismos, isolados dos varios nichos da cavidade oral, apresentam
caracteristicas de bactérias filamentosas (filamentos Gram positivos, facultativos).

Em geral, estas hactérias filamentosas também se apresentam como bastonetes
curtos Gram positivos, lembrando a disposicio de difteréides.

Mais recentemente, @stes microrganismos tém sido isolados de material para
exame clinico (escarro, liquor, swah de nasofaringe); as caracteristicas morfols-
gicas, propriedades bioquimicas e [isiolégicas permitem classifici-los como Bacte-
rionema matruchotii, Odontomyces viscosus e Rothiu dentocariosa.

Uma revisio da literatura fol realizada para analisar os pontos controvertidos
dos varios estudos sdbre as bactérias filamentosas, aerébias, com a flinalidade de
estabelecer recursos praticos para isolamento e diferenciacio (morfolégica e bio-

quimica) déstes microrganismos,

INTRODUCAO

A cavidade oral contem uma wmicrobiota
anfibiontica bastante variada e muito con-
centrada em cerlas areas.

Certos microrganismos, facultatives ou
anaeréhios estritos, apresentam caracteristi-
cas morfolégicas que podem variar em re-
lagdo as condi¢des de cultivo, surgindo entdo
as chamadas formas filamentosas.

O campo de estudo é reconhecidamente
amplo e a definicio destas formas filamen-
tosas esta surgindo pouco a pouco com o in-
terésse dos pesquisadores para elucidar os
aspectos controvertidos da sistematica e da
taxonomia destas formas pleomoérficas,

Bacterionema

GiLMouRr & col. ¥, apés detalhada revisio
da literatura sbbre os microrganismos cha-
mados Leptotrichia (Leptothrix) buccalis,

sugeriram a criagdo de género Bacterionema,
para a familia Aectinomycetacene, apresen-
tando o género, as seguintes caracteristicas:
bactérias filamentosas, ndo septadas, longas,
espessas, retilineas ou encurvadas, com um
corpo bacilar préso a uma extremidade;
Gram positivas, reproduzindo-se por frag-
mentacio; facultativas (ocasionalmente, al-
gumas amostras sdo anaerdbias); mostram
dicotomizagio na fase de microcolénias na
superficie do 4gar infuso (Brain Heart In-
fusion Agar), adicionado de extrato de le-
vedura, quando as placas sdo incubadas em
ambiente de 95,0% de nitrogénio e 5,09
de gés carbénico.

O ndvo género teria a espécie tipo B, ma-
truchotii (MENDEL **) comb. nov, para o
microrganismo originalmente descrito por
Kricrer ™', Gies & KriGrLer *!, como Lepto-
thriz buccallis.

Parte déste trabalho foi extraido da tese de doutoramento de um dos autores (L.C.B.) apresen-
tada & Faculdade de Ocontologia da Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul,

Brasil

(1) Professor-Assistente do Instituto de Microbiologia da U.F.S.M.
(2) Professor-Conferencista do C.N.’q. no Instituto de Microblologia da U.¥F.R.J., Rio de Janei-

ro, Brasil
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A revisio mostrou também que diversos
microrganismos da cavidade oral foram in-
discriminadamente classificados como Lep-
tothrix ou Leptotrichia, em consequéncia de
estudos bacteriolégicos incompletos e, prin-
cipalmente, pela conceiluagio variada dos
térmos filamento e filamentoso. Certo mi-
crorganismo, por exemplo, com morfologia
tipica de bacilo e 10 p de comprimento, dis-
pondo-se em longas cadeias, foi considerado
como forma filamentosa e classificado como
Lepiotrichia buccalis. Outro microrganismo
longo, espésso e nfo segmentado, apresentan-
do tambeém um corpo bacilar numa das ex-
tremidades, foi, inicialmente, classificado co-
mo Leptothrix buccalis por KLIGLER** e,
posteriormente, por BULLEID '°; porém, mi-
crorganismo semelhante foi classificado por
outros investigadores como Leptotrichia buc-
C(Ill.rS 3, 5, 6, 30, 43, AIT‘

»

Estas bactérias filamentosas aparecem na
literatura com outros nomes: MENDEL *?
classificou-as como Cladothrix matruchotii;
Davis & Bairp-PARKER *» % e BAIRD-PARKER
& Davis ¢ deram-lhes o nome de Leptotrichia
dentium; TENNEL ™ deu-lhes o nome de
Streptothrix interproximalis.

A sugestdo de GiLmour & col.*" foi mo-
tivada por estudos anteriores, nos quais o
isolamento e as caracteristicas bioquimicas
dos filamentos Gram positivos, facultativos e
ramificados, isolados de matéria alba, placa
dental, tartaro e lesio cariosa, foram anali-
sados minuciosamente por GiLmMour & Hun-
TER ¥ e depois por GILMOUR & BECK *%.

Para isolamento do microrganismo, ali-
quotas de varias diluigbes do material foram
semeadas, em profundidade, em agar-infuso
de cérebro-coragio e na superficie de Agar-
sangue, ambos suplementados com extrato
de levedura (0,2%), incubando-se as placas
em condicbes de aerobiose e anaerobiose
(95,09 de nitrogénio + 5,09 de gas car-
bonico). Varias vézes, colonias ja isoladas,
foram espalhadas novamente na superficie do
dgar-infuso, adicionado de extrato de leve-
dura ¢ glicose (1,09%), como recurso escru-
puloso para oblerem culturas puras. Dife-
rentes Hpos coloniais foram observados, va-
riando com a composicio do meio sdlido
empregado e com as condi¢des de incuba-
cdo: em profundidade, as colonias pareciam
uma bola de cabelos; na superlicie das pla-
cas de Agar-sangue, incubadas em anaerobio-
se, as coldnias eram planas, rizbides, trans-
licidas, e com a parte central elevada; ainda
na superficie, porém no agar-inluso com ex-
trato de levedura e glicose, algumas coldnias
eram rizdides e planas, enquanto outras eram

& ARAUJO, W. C,

circulares, convexas, com hordas irregulares,
provocadas talvez pelo aparecimento de for-
mas filamentosas; em anaerobiose, apareciam
coldnias semelhantes dquelas descritas no iso-
lamento em profundidade; também apare-
ciam colénias que tinham as bordas eleva-
das e arredondadas, com a parte central es-
cavada. Uma das amostras isoladas apre-
sentou ainda coldnias conicas, opacas, buti-
rosas, radiadas, quando espalhadas sbébre a
superficie do agar-infuso de cérebro-coragio.

No exame bacterioscopico das culturas, os
microrganismos pareciam filamentos, néo
septados, com um corpo bacilar préso a uma
das extremidades, embora também apareces-
sem apenas filamentos, as vezes apenas o
corpo bacilar, ou varios filamentos ligados a
um corpo bacilar.

Entretanto, as caracteristicas morfolégicas
das células eram consistentemente diferentes,
dependendo das condigbes de incubagdo ae-
robiose ou anaerobiose: a ramificacio era
rara em anaerobiose; o aparecimento de lon-
gos filamentos era influenciado pela atmos-
fera de anaerobiose; o didmetro e o com-
primento das células eram maiores, quando
as culturas eram incubadas em anaerobio-
se 2%,

A observacio de microcoldnias, na super-
ficie de placas incubadas em aerobiose, mos-
trou que o filamento apresentava certa dico-
tomizacio ou ramificagio; inicialmente, nao
havia aparecimento de septo, mas, com a ob-
servagio paciente e continuada do cresci-
mento das células, era possivel notar a ocor-
réncia de septo no ponto de ramificagio das
células.

No isolamento inicial, o filamento exigia
reduzida lensdio de oxigénio, porém, apés
varios cultivos, o microrganismo crescia em
aerobiose ¢ em anaerobiose . Trinta e
quatro amostras foram inoculadas em agar-
camada alta (shake tube) com o objetivo
de analisar-lhes o tipo respiratério; 30 amos-
tras foram consideradas f[acultativas, porque
cresceram ao longo da coluna; duas cresce-
ram apenas na superficie, e duas, apenas na
porcio inferior da coluna sélida. Entretan-
to, estas 4 amostras tinham comportamento
de bactéria facultativa, quando eram semea-
das na superficie de dgar-infuso e eram in-
cubadas em condigbes de aerobiose e anae-
vobiose. Segundo Girmour & Brck *%, Estes
filamentos cresciam em aerobiose e anaero-
biose, porém o crescimento era mais intenso,
quando as culturas eram incubadas na pre-
senca de oxigénio.
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Para estudo da fermentacio, 55 amostras
do filamento foram inoculadas em meio ba-
sico, contendo azul de bromotimol (0,001%)
e 1,09 do substrato-teste, esterilizado por
filtracdo ou tindalizacdo. Tédas as amostras
foram incubadas em aerobiose, mas 11 amos-
tras foram inoculadas em duplicata, de modo
a serem incubadas, também, em condices
de anaerobiose. A leitura foi realizada dia-
riamente, anotando-se a alteracio do indi-
cador e, apés duas semanas, o pH foi deter-
minado no potencidmetro. Tédas as amos-
tras fermentaram glicose, {rutose, sacarose e
maltose, com pH final variando de 4,7 a
5,2. A manose foi fermentada por 54 amos-
tras cultivadas em aerobiose e por 11 amos-
tras em anaerobiose. A salicina foi fermen-
tada por 51 e por 9 amostras, cultivadas em
aerobiose e anaerobiose, respectivamente. Os
autores consideram 15 amostras como fer-
mentadoras lentas, e ainda relataram o com-
portamento divergente de 3 amostras entre
dois testes de fermentacdo. De 55 amostras
incubadas em aerobiose, 19 fermentaram
lentamente a rafinose, apds dnas semanas de
incubacfo, enquanto 5 das 11 amostras, cul-
tivadas em anaerobiose, fermentaram a rafi-
nose. O manito! foi fermentado por 7 amos-
tras incubadas em aerobiose e por duas in-
cubadas em anaerobiose. Trés amostras fer-
mentaram a trealose em condicbes de aero-
biose; nenhuma fermentou a trealose em
anaerobiose. Nenhuma amostra fermentou
lactose, arabinose, xilose, galactose, alfa-me-
til-glicosidio, ramnose, melibiose, celobiose,
inulina, glicerol, sorbitol e dulcitol.

As amostras de filamentos ndo hidrolisa-
ram gelatina, nfo produziram indol. Tédas
reduziram nitrato a niirito, eram catalase
positivas, produziram acetoina a partir da
glicose, hidrolisaram o hipurato de sodio e o
amido, produziram amdnio a partir da argi-
nina. A esculina foi hidrolisada por 48 das
55 amostras estudadas em aerobiose e pelas
11 incubadas em anaerobiose.

Howert Jr. & PiNE 2, posteriormente, es-
tudaram as propriedades fisiologicas de 43
amostras de filamentos com aspecto morfols-
gico bem semelhante, com o objetivo de am-
pliar os conhecimentos sébre os microrga-
nismos sugeridos para o novo género Bacte-
rionema.

Estes autores relataram que nenhuma
amostra alterou o leite tornassolado, nem
cresceu em meio bileado (10,0%). Nenhu-
ma amostra hidrolisou a gelatina, nem pro-
duziu indol. De 36 amostras estudadas, 8
cresceram em caldo com 4,09, de cloreto de
s0dio, mas nenhuma cresceu na concentra-

cao de 0,5%. Todas as amostras reduziram
nitrato a nitrito. Cérca de 33 amostras (37
foram estudadas) deram o teste de Voges-
Proskauer positivo, empregando-se a solucfio
de creatina (0,3%) em 40,09 de hidréxido
de potassio *2. Todas as amostras foram ca-
talase positivas. Algumas amosiras, quando
cultivadas em meio de leite com tornassol e
carbonato de célcio, mostraram granulos &l-
cool-acido resistentes no interior das células.

No aspecto respiratério, os autores relata-
ram que 33 amostras, cultivadas em meio
com hidrolisado de caseina (4,0 mi/L) e
extrato de levedura (0,025%), eram essen-
clalmente aerébias, embora muitas amostras
pudessem apresentar um limitado crescimen-
to em condicbes de anaerobiose, obtidas pelo
emprégo de tubos com carbonato de sédio e
pirogalol.

A utilizacio de carboldrato e acidos orga-
nicos foi estudada, comparando a intensidade
de crescimento dos microrganismos no meio
basico (préviamente testado nas provas de
respiragdio) e na presenga dos substratos-tes-
te. Apenas glicose, sacarose, maltose, ace-
tato, lactato e piruvato permitiram a densi-
dade otica igual ou superior a 1,11; na pre-
senca de outros substratos (foram emprega-
dos 18 carboidratos e 8 4cidos orgénicos),
a intensidade de crescimento nfo diferia da-
quéle encontrado no meio basico. O citra-
to, por exemplo, teve agfio inibitoria sdbre
as 12 amostras testadas. A produgdo de
acidos foi anotada, gquando as amoslras eram
cultivadas na presenga da glicose e sacarose,
pois o pH do meio abaixava além de 0,5
unidades,

Muitas amostras abaixavam o pH do meio
também na presenga de maltose e salicina,
apenas quando o meio basico de caseina era
substituido pelo  Nutrient Broth Medium
(Difco), suplementado com 0,2% de extrato
de levedura.

As amostras foram cultivadas no caldo
com hidrolisado de caseina e extrato de le-
vedura, e a rea¢io do meio fol estabelecida
dentro de uma faixa variavel de pH, com a
finalidade de determinar os limites de seu
crescimento. Os filamentos nf@o cresceram
no pH 59 ¢ 7,9. O crescimento foi consi-
derado excelente no pH 6,1; 6,5; 7,0 e 7,4,
nos quais a densidade ética era respectiva-
mente 1,57; 1,70; 1,71 e 1,49,

Quatro das amostras, isoladas original-
mente por Gilmour, foram cultivadas na pre-
senca da giicose, para determinar os produ-
tos de sua fermentagio. Em microaerofilia,
o acido latico era o produto mais abundante,
embora também aparecessem acido férmico,
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acético, propidnico, succinico e gas carboni-
co. Em aerobiose, uma amostra formou aci-
do latico e duas produziram acido acético ¢
acido propidnico.

Odontomyces

Krves & Jorpan #° relataram que hams-
ters (Cricetus auratus) das variedades gol-
den e cream, da criacio do National Institu-
te of Health (Animal Production Center),
apresentavam certo tipo de doenga periodon-
tal quando consumiam uma dieta com ele-
vado teor de carboidrato. A variedade albi-
no nfo apresentava o quadro periodontal,
mesmo quando consumia a dieta adicionada
de carboidrato. Entretanto, a doenga perio-
dontal se instalava, nestes animais néo infec-
tados, quando cram inoculados com a placa
dental que se depositara sbbre a margem
gengival dos animais golden ou cream e se
lhes oferecia uma dieta rica em carboidra-
tos.

No exame histopatolégico, os aulores ob-
servaram formas filamentosas
profundamente na boélsa periodontal, as vé-
zes invadindo a superficie da raiz, produ-
zindo alteragdes que podiam ser classificadas
como carie de raiz.

localizadas

Nos animais com doenga periodontal, ha-
via um depdsito abundante, aderente, com
caracteristicas de placa dental subgengival,
que aparecia apGs o consumo da dieta rica
em carboidrato, Jomrpan & Kreyes ™ isola-
ram, déste deposito, estreptococos, hacilos
Gram negativos nfo identificades e certos
filamentos pleomorficos, ramificados, Gram
positivos, catafase positivos, e ndo dleool-aci-
do resistentes, Apenas filamentos,
guando inoculados nos hamsters da varieda-
de albino, consumindo a di contendo

éstes

dieta
56,09% de sacarose, produziram a alteracfio
periodontal.  Os descendentes déstes animais
apresentaram, espontincamente, tipica alte-
racio periodontal, como [6ra observada nos
roedores golden ¢ cream sob agdo da dieta
rica em sacarvose. Istas observagbes leva-
ram os auiores a considerar a doenga perio-
dontal nos “hamsters” como uma doenca in-
fecciosa e transmissivel, na qual a bactéria
filamentosa era o componente microbiano
necessario.

Anteriormente, OrrLanp *® e Hurst %, es-
tudando a microbiota oral de hamsters, iso-
laram uma bactéria filamenlosa, pleomérfi-
ca, também aerdbia e Gram positiva, cujas
colénias apresentavam a variagfo lisa-rugosa
tdo comum a oulros microrganismos.

Howrrrn Jr. & col.™ fizeram um estudo
minucioso sobre a morfologia ¢ a bioquimica
do microrganismo isolado dos “hamsters”,
cujos resultados conduziram a proposigio de
género e espécie novos para classificar o re-
ferido microrganismo. O filamento foi cha-
mado Odontomyces viscosus, pertencendo a
familia Actinomycetaceae.

Microrganismo semelhante foi isolado por
Jorpan & KEves®, da cavidade oral de
ratos submetidos a dieta cariogénica.

Desde o isolamento, a partir da placa gen-
gival dos hamsters, Howerr Jr. & col. **
consideraram o microrganismo como perlen-
cente a familia Actinomycetaceae, embora
apenas as caracteristicas morfologicas e al-
gumas propriedades fisiologicas estivessem
estudadas. O microrganismo ndo poderia ser
classificado como Nocardia, porque nio for-
mava hifa aérea, ndo esporulava, era facul-
tativo ¢ nfo apresentava a capacidade oxida-
tiva tio peculiar naquéle género. O fila-
mento isolado dos roedores estava relaciona-
do com os microrganismos do género Actino-
myces, considerando a morfologia celular, o
metabolismo facultativo, a fermentacio da
glicose com produgio de acido latico e tra-
cos de acido formico, acido acético, acido
succinico, a exigéncia de CO. e ainda a
composigdo da parede celular. Entretanto,
o género Actinomyces era entfio constituido
de microrganismos catalase negativos, mi-
croaerofilos  ou anaeréhbios, caracteristicas
que diferiam bastante das do microrganismo
isolado da placa gengival dos hamsters.

As caracteristicas morfologicas e as pro-
pricdades bioguimicas do Odontomyces vis-
cosus foram descritas detalhadamenle em
dois trabalhos, publicados sucessivamente por
HoweLt, Jr. 2 e Howernt Jr. & Jorpan *,

Para isolamenio do microrganismo, Ho-
WELL JR.*" colelou material de bolsa pe-
viodontal, de placa periodontal e de sulco
gengival de 48 hamsters, O material foi
homogeneizado ¢ diluido em solucdo de cis-
teina neutralizada (0,05%), seguindo-se a
semeadura em Agar-sangue, adicionado de
extrato de carne, amido e fucsina basica
(1:1.0060.000). As placas foram incubadas
em aerobiose e em anaeroblose, em jarra
tipo Brewer com atmosfera de 95,09¢ de ni-
trogénio ¢ 5,09 de gas carbdnico,

Cérca de 167 amostras foram isoladas, 95
das piacas incubadas em acrobiose ¢ 75 das
placas incubadas em anaerobiose. Im aero-
biose, as colonias tinham menos de 0,5 mm
de didmetro, eram convexas ou cOnicas, cin-
zas ou brancas, com superficie lisa ou gra-
nular, com bordas ligeiramente onduladas ou
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lobadas. Em anaerobiose, as colénias tinham
de 05 mm a 1,0 mm de didmetro, eram
ovais ou circulares, ligeiramente convexas ou
elevadas, com bordas lobadas ou denteadas,
e, usualmente, eram circundadas por uma
zona de filamentos. A microcolénia obser-
vada com lente de imersdo mostrava a rami-
ficagio do filamento.

Esfregagos corados pelo Gram, a partir de
cuitura em tioglicolato, com 20,09 de infu-
so de carne de cavalo, mostraram longos e
sinuosos filamentos Gram positivos, de extre-
midades ligeiramente afiladas ou apresentan-
do a forma de raquete que, posteriormente,
podiam dicotomizar. Com frequéncia, a for-
ma de longos bastonetes também aparecia
nos esiregagos,

Os filamenlos eram essencialmente aero-
bios, embora pudessem crescer em microae-
rofilia, exigindo €O, para permitir um cres-
cimento abundante em varios meios nutriti-
vos.

A fisiologia e as caracteristicas bioquimi-
cas do Odontomyces viscosus foram estudadas
por Howerr Jr. & Jorpan ** com 02 amos-
tras isoladas de hamsters. Apenas glicose,
levulose, maltose, sacarose, lactose, galactose,
manose, rafinose, inositol e salicina foram
fermentados pelas amostras isoladas dos roe-
dores. Nao fermentaram inulina, manitol,
glicerol, sorbitol, ramnose, ribose, arabinose
e xilose. Todas as amostras testadas (24)
hidrolisaram o amido. Acido latico foi o
produto mais abundante na fermentacio da
glicose; tragos de 4cido acético, [6rmico,
suceinico também foram encontrados.

O microrganismo crescia na presenca de
piruvato de sdédio; nfo crescia na presenca
de cilrato ou benzoato de sodio. O teste de
Voges-Proskauer foi negativo. A gelatina
nfo foi hidrolisada. N&o produzia indol
nem gas sulfidrico. O nitrato era reduzido
a nitrito. O microrganismo era catalase po-
sitivo e ndo era hemolitico.

Oulra caracteristica interessante do O. wvis-
cosus foi relatada por Howerr Jr. & Jor-
DAN ¥: a partir da sacarose, o microrganis-
mo sintetiza levana, o que pode explicar a
capacidade do microrganismo formar placa
gengival nos hamsters.

Recentemente, Grorc & col. 2 propuse-
ram a classificagdo do Odontomyces viscosus
como Actinonvyces viscosus, considerando as
recomendagbes do Sub-Grupo de Taxonomia
de Actinomyces Microaerédfilos, para incluir
microrganismos catalase positivos entre os
microrganismos do género Actinomyces.

Na mesma época, GERENCSER & Srack ®!
surpreenderam com o relato do isolamento
de O. viscosus do tartaro dentario e de es-
carro, pois os estudos ja realizados, pareciam
sugerir que ésle microrganismo fésse o fator
microbiano indispensavel para aparecimento
da doenga periodontal observada, quando os
roedores consumiam dieta com sacarose,

Nocardia ¢ Rothia

Na opinido de BurNgrT & Scmere ', os
microrganismos, com aspecto filamentoso,
ramificados, aerdbios, Gram positivos, cata-
lase positivos, com forma de cocos ou de dif-
terdides, isolados da cavidade oral, sdo ge-
ralmente classificados como Nocardia.

Entretanto, na descricio minuciosa sbhre
59 espécies de Nocardia, feita por Waks-
MAN *® nfo ha referéncia a isolamento de
qualquer das espécies mencionadas da cavi-
dade oral humana. No final do capitulo, o
autor referiu-se, com brevidade, azdbre um
actinomiceto aerébio isolado da bhéca por
Davis & FREER ') ao qual deram o nome

de N. salivae.

Rirz *% ¥, estudando a composigio micro-
biana da placa dental de 6 pacientes, numa
tentativa de observar as alteracbes ocorridas
em depositos de diferentes idades, relatou
que o namero de Nocardia decrescia junta-
mente com o de Streptococcus e Neisseria.
O critério de reconhecimento de Nocardia,
no referido estudo, foi o isolamento de bas-
tonetes Gram positivos aerébios em melo se-
letivo com gluconato e polimixina B.

Bisser & Davis® consideram o género
Nocardia muito versatil, porque néle estio
localizadas muitas amostras isoladas da ca-
vidade oral, ndo havendo porém informagio
suficiente para caracterizar espécies. As ca-
racteristicas das nocardias, apresentadas pe-
los autores ingléses, sdo vagas e, na realida-
de, ndo permitem distinguir Nocardia de
Corynebacterium, que, segundo éles, conver-
gem morfologicamente: “filamentos Gram
positivos longos ou médios, ndo permanen-
temente ramificados; as células s@o unifor-
mes em tamanho; metabolismo variavel; em-
bora aerdbios por definigdo, nfio é certo que
tédas as amostras produzem catalase; as
amostras isoladas da cavidade oral sio ativa-
mente sacaroliticas ou quase completamente
nio sacaroliticas; as caracteristicas culturais
sio também varidveis, mas muitas amostras
crescem bem em meios artificiais; as colé-
nias sdo frequentemente grandes e podem
ser pigmentadas”.
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Morris *3, em exaustivo estudo sobre a
bacteriologia da cavidade oral, isolou 97
amostras de Nocardia, representando 27 di-
ferentes tipos, distribuidos em 8 grupos ar-
bitrarios, segundo os resultados das provas
de fermentagdo. O autor teve muita preo-
cupacgio em demonstrar a falta de uniformi-
dade no comportamento bioquimico das
amostras isoladas, e, por outro lado, ndo
houve qualquer tentativa de atribuir uma
nomenclatura as espécies provavelmente exis-
tentes,

Quantc ao aspecto morfolégico, duas for-
mas foram anotadas pclo autor: tipo A que
produzia microcisto pequeno, com aproxi-
madamente 1 p de didmetro, germinando
para produzir longos filamentos; tipo B
apresentava microcistos maiores e os fila-
mentos evam espessos, com a forma de cla-
va; em cultivos sucessivos perdiam a capa-
cidade de formar filamentos, de tal forma
que poderiam ser confundidos com Coryne-
bacterium. As amostras com morfologia do
tipo A eram sacaroliticas, enquanto enire as
do tipo B haviam amostras sacaroliticas e,
também, amostras ndo sacaroliticas.

Fundamentado exclusivamente em seus re-
sultados, Morris concluin que as nocardias
eram microrganismos da flora normal da
héca, apesar de, anteriormente, os aulores
nio terem feito qualquer referéncia a tais
microrganismos, talvez porque muitas amos-
iras classificadas como Actinomyces [ossem
de fato Nocardia.

Segundo Rota *', varios auiores isolaram
bacilos pleomérficos, aeréhios ou anaeréhios
facultativos, Gram positivos, que seriam No-

cardie, porém foram chamados Actinomyees
3, 7, 13, 17, 36 .

Fm 1949, Oxist** estudou 36 amostras de
microrganismos [ilamentosos, Gram positivos,
isolados de lesdo cariosa. Inicialmente, iso-
lado em meio solido, o microrganismo tinha
o aspecto de [ilamento ramificado, com as
extremidades em clava. Apés 8 dias de cul-
tivo, o microrganismo apresentava a forma
cocoide. As coldnias eram, inicialmente,
elevadas com superficie rugosa, porém apre-
sentavam coldnias lisas, apds varias sub-cul-
turas. Em meio liquido, a forma rugosa
produzia crescimento granular, enquanto a
coldnia lisa produzia a twrvagio do caldo.
Como as amostras tinham caracteristicas se-
melhantes a outros Actinomyces da boca, fo-
ram consideradas como pertencentes a or-
dem Actinomycetales, sugerindo Onisi, a no-
menclatura Actinomyces dentocariosus.

Em estudo subsequente, Onist & Nuc-
KOLLS *% relataram que as amostras de A.

dentocariosus eram catalase positivas, hidro-
lisavam a gelatina, reduziam o nitrato, fer-
mentavam glicose, maltose ¢ inulina, produ-
zindo sdmente 4cidos,

Em 1957, Rora ! isolara, de lesGes de ca-
rie de 104 dentes, 102 amostras de microrga-
nismos capazes de agir sdbre colageno des-
naturado, e que foram distribuidos em 5
grupos, de acordo com suas caracteristicas
morfo-fisiolégicas. Cérca de 20 amostras,
que constituiam seu grupo I, eram bem se-
merhantes aos microrganismos estudados an-
teriormente por Onisi, porém, como o tipo
respiratério variava dc acrobios a anaero-
bios facultatives, Roth classificou-as como
Nocardia, com o nome de Nocardia dento-
cariosus.

Posteriormente, Roti & THURN ®? estu-
daram amostras de N. dentocariosus isoladas
de lesfio de carie, procurando estabelecer um
critério padriio para caracterizar Nocardie e
também desenvolver um meio seletivo para
facilitar seu isolamento. Dentes cariados,
recentemente extraidos, foram envolvidos em
gaze estéril e imediatamente quebrados com
auxilio de martelo cirdrgico. Alguns peda-
cos foram colocados em meio nutritivo, para
homogeneizagio durante 10 min. (agitacio
mecénica), seguindo-se diluigbes decimais
do material até 10°%,  Aliquotas das dilui-
¢oes foram semeadas, em duplicata, na su-
perficie de Agar-verde-bromo-cresol (neopep-
tona 1,09, agar 1,59, gelatina 1,0%, ver-
de-bromo-cresol 1:25,000; pH final 6,8), se-
cuindo-se a incubagfo das placas em aero-
hiose e em anaerobiose até 5 dias.

0O melo usado com propésito seletivo néo
ofereceu resultado satisfatério, porque apa-
recia sempre grande ntimero de colbnias li-
sas de Streptococcus que dificultava o isola-
mento de Nocardic,

De um modo geral, as amostras estudadas
mostraram variacio na morfologia celular
(forma cocéide ou filamento) e colonial (va-
riagio S — R). Segundo os autores, néo
se pode confiar nos testes-padrio usados ro-
tineiramente; a conclusio talvez seja deri-
vada da variabilidade do teste hidrélise da
gelatina empregado na investigagio.  As
amostras de N. dentocariosus foram inocula-
das em trés meios distintos: a) nutrient
agar (Difco) com 12,09 de gelatina, para
leitura apés 5 dias de incubagdo a 37°C,
com auxilio da solugdo de bicloreto de mer-
clrio; b) nutrient gelatin (Difco) cujos
tubos foram incubados & 37°C, durante 30
dias; ¢) gelatina (12,0%) com neopepto-
na (1,0%), adicionando-se também CaCO,
para manter o pH do meio (incubagéo dos
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tubos & 37°C, 30 dias). Os resultados mos-
traram que, no primeiro teste, 36,09, das
amostras hidrolisaram a gelatina; no segun-
do, 43,09 das amosiras hidrolisaram, e, fi-
nalmente, no meio tamponado, tédas as amos-
tras hidrolisaram a gelatina.

Informacéo interessante sébre espectro de
sensibilidade das amostras de N. dentoca-
riosus aos varios antibidticos (discos Difco)
foi também relatada no estudo de Roru &
THURN ®2. (s microrganismos mostraram
sensibilidade & aureomicina, cloromicetina,
estreptomicina, eritromicina, penicilina, ter-
ramicina, tetraciclina, bacitracina, kanami-

cina, magnamicina, novcbiocina, oleandomi-
cina, mandelamina, ristocetina, espiramici-
na, furadantina, furacin, vancomicina e es-
taficilina.  Houve inibicfo parcial pela poli-
mixina B, neomicina e acido para-aminosa-
licilico.

Davis & Freer *°, desenvolvendo um es-
quema para isolamento de Leptotrichia den-
tium da saliva e de matéria alba, isotaram
25 amostras de actinomicetos aerdbios as
quais chamaram de Nocardia salivae. Os
autores aplicaram os testes sugeridos por
Howerr Jr. & col.® para estudo de Acti-
nomyces, relatando que as amostras de M.

Fig. 1 — Bacterioscopia da amostra de Bacterionema matruchottii (ATCC 14266). Eslregaco
corado pelo Gram: presenca de longos filamentos com um corpo bacilar numa extremidade.
Aumento 550X,
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Fig. 2 — Bacterioscopia de amostra de Rothia, isolada do sulco gengival humano.
gaco corado pelo método de Gram (Kopellof-Beerman): . a) alguns filamentos apresentam

extremidade intumescida: formas

salivae eram catalase positivas, reduziam ni-
trato, produziam aceloina, ndo produziam
indol, nfo cresciam em meio com bile, fer-
mentavam glicose, maltose, sacarose e gli-

cerol; nido fermentavam rafinose, lactose,
inositol, salicina, inulina, manitol, xilose,
arabinose e melizitose. As caracteristicas

morfologicas (celular e colonial), culturais
e bioguimicas permitiam classificar as 25
amostras como Nocardia, entretanto, a and-
lise cromatografica da composicio quimica
da parede celular mostrava que as amostras
estavam mais relacionadas com as amostras
de Actinomyces testadas na mesma oportu-
nidade.

Winrorp & HABERMAN ® isolaram, de
fragmentos de gengiva, 17 amostras de fila-
mentos Gram positivos cuja morfologia era
muito semelhante a descrigio de Bisser &
Davis® para Nocardia, e cujas caracteristi-
cas bioquimicas permitiram classificar as
amostras isoladas como Nocardia salivae.
Entretanto, as amostras de Winrorp & Ha-
BERMAN % fermentaram xilose e salicina, en-

semelhantes a
¢) bhastonetes retilineos e encurvados.

Esfre-

difterdides; b) dicotomizacio
Aumento 550X,

em Y;

quanto as 25 amostras de N. salivae estuda-
das por Davis & FREER*® nfo utilizaram
éstes carboidratos,

Mais recentemente, GEorc & DBrown*
re-estudaram muitas das amostras de Roth,
algumas do trabalho de Davis & FrEer ' e
varias amostras semelhantes ao microrganis-
mo de Ownisi*h ¥, isoladas de materiais cli-
nicos no Actinomyces Laboratory, CDC My-
cology Unit, Atlanta, Georgia. Os autores
concluiram, inicialmente, que as amostras de
N. dentocariosus e N. salivae eram idénticas.
Consideraram, também, que tais microrga-
nismos ndo seriam apropriadamente classifi-
cados como Nocardia ou Actinomyces, pro-
pondo, entio, o género Rothia, para classifi-
cacio déstes filamentos na espécie R. dento-
cariosus.

Ainda no mesmo trabalho, Grorc &
Brown 1 descreveram as principais caracte-
risticas da espécie-tipo R. dentocariosus (Oni-
si) comb. nov. Os microrganismos apresen-
tam micélio constituido de filamentos rami-
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ficados, com extremidades em clava, frag-
mentando em formas cocdides e bacilares.
Nao produzem hifas aéreas. Sdo exigentes
de nitrogénio organico. S&o Gram positi-
vos, mnao alcool-acido-resistentes, imoveis,
Crescem pouco em melo com piruvato, lac-
tato ou acetado. Sio aerdbios ou microae-
réfilos.  Crescem muito pouco ou nfo cres-
cem em anaerobiose. Nfo sfo exigentes de
CO.. Fermentaram frutose, glicose, malto-
se, sacarose e glicerol. Acido latico é o
principal produto resultante da fermentagio
da glicose, ocorrendo também a producio de
acido acético e uma pequena quantidade de
acido succinico. Dio o teste de Voges-
Proskauer positivo. Hidrolisam a gelatina.
Reduzem o nitrato a nitrito. N&o produzem
indol. Sdo catalase positivos.

Revendo, mais uma vez, o extenso traba-
lho de Morris *3, parece que os microrganis-
mos do grupo 7 apresentam caracteristicas
fisiologicas bem semelhantes as de R. dento-
cariosus, descritas acima, embora aquelas
amostras, distribuidas em 6 tipos, dessem o
teste de Voges-Proskauer consistentemente
negativo,

Mais recentemente, BrowN & col.? estu-
daram amostras de R. dentocariosa, isoladas
em rotina bacteriologica, observando o com-
portamento de 50 culturas em 28 testes di-
ferentes, numa tentaliva de selecionar um
esquema pratico e rapido para caracterizar
o microrganismo. Como tinham isolado R.
dentocariosa de materiais clinicos de origem
humana com muita frequéncia, o propésito

Fig. 3 — Bacterioscopia da amostra de Odontomyces, isolada do sulco gengival humano.
Esfregaco corado pelo método de Gram (Kopellof-Beerman): presenca de formas filamen-
tosas, as vézes com extremidades intumescidas; algumas formas de bastonetes curtos

lembram a disposicdo dos difterdides.

Aumento 550X,
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dos autores revestia-se de muita importancia
pela possibilidade de diferenciar Rothie de
outros microrganismos semelhantes no aspec-
to morfologico — Actinomyces e Nocardia
— que apresenlam espécies comprovadamen-
te patogénicas. O esquema de caracteriza-
¢do, porém, ficou limitado as provas positi-
vas ao nivel de 100,09 das amostras: tédas
as amostras de Rothic eram catalase positi-
vas; reduziram nitraio a nitrito, hidrolisa-
ram esculina, produziram acido a partir da
glicose, sacarose, maltose, salicina ¢ glicerol.

BIER, L. C. & ARAUJO, W. C.

[nicialmente, Grorc & Brown*® chama-
ram a espécie-tipo de Rothia dentocariosus
e, em 1969, BRow~ & col.? passaram a de-
nomina-las de Rothia dentocariosa. A aite-
ragio vem atender & recomendacgfio do Codi-
go Internacional de Nomenclatura *7) segun-
do o qual o epiteto de uma espécie pode ser
um adjelivo que deve concordar gramatical-
mente com o nome do género. Assim, quan-
do os autores atribuiram ao género o nome
feminino Rothia, a espécie deveria correta-
mente se chamar dentocariosa.

TABELA I

Isolamento e caracteristicas morfoléogicas das bactérias filamentosas Gram

positivas

e aerdbias da cavidade oral

Bacterionema

BHI agar + 0,2%
BHI agar + 02%

Isolamento

aerohiose ou
Brewer

Incubacio

Tipo colonial
vézes,
central escavada

Bacterioscopia
dade

anaerobiose

filamentos Gram positivos

ext. levedura
ext. levedura + 1,0% glicose
Agar-Sangue + 0,2 ext. levedura

(95,05 nitrogénio + 5,09% CO:) em jarra de

colonias rizoides, planas ou circulares, convexas, bhordas irregulares: as
colonias com bordas elevadas e

arredondadas, com parte

com corpo bacilar préso a uma extremi-

Odontomyces

Isolamento Agar-Sangue + ext.
Heart Infusion”
CilNa 0,5%
agar 1,5%

anterior

Incubacéo idéntica &

Tipo colonial
Gram

Bacterioscopia filamentos

carne +
adicionado
K:HPOu

positivos,
em Y; formas com extremidades intumescidas; bastonetes curtos dis-
postos & semelhanca dos difteroides

amido + fucsina bhasica (10 —° ). “Beefl
de proteose-peptona 1,0% glicose 0,2%,

0,259, “phytone” 0,3%, ext. levedura 0,2% e

coldonias circulares, convexas, borda intelra, superficie lisa, butirosa

vetilineos ou encurvados; dicotomizacio

Rothia

Isolamento semelhante ao

Incuhacio semelhante ao
Tipo colonial

Bacterioscopia

semelhante ao anterior

anterior
anterior

coldnias irregularves, convexas de superlicie rugosa, quebradica
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Estas bactérias filamentosas sfio bastante
pleomorficas, podendo apresentar, [requente-
mente, forma semelhante a difteréide e tra-
zer certa davida durante a baclerioscopia,
quanto a pureza da cultura em exame.

De um modo geral, a expressio difterdide,
mesmo nos trabalhos mais recentes, vem ro-
tulando bacilos Gram positives, aer6bios,
cujas caracteristicas bioquimicas, bem hete-
rogéneas, nfo possibilitam uma classificagio.
Segundo GERENCSER & Spack *, esta ten-
déncia dos laboratérios para chamar de dif-
terdide todos os bacilos Gram positivos pleo-
mérficos, é motivada peia grande dificulda-
de em classificar as amostras isoladas de va-
rias fontes.

Assim, no estudo da microbiota de sulco
gengival de adultos **, de pré-escolares?, de
placa dental®® e de lingua ?, empregando
meio néo seletivo e condigbes de anaerobiose
para incubacio das placas, havia sempre
certa percentagem de culturas de bacilos
Gram positivos, pleomérficos, facultativos,
cujas propriedades bioquimicas e fisiologicas
ndo permitiam uma classificagdo. Em todos
os casos, éste grupo heterogéneo foi chamado
de difterdide, significando apenas um rétulo
indefinido wno laboratorio, aguardando re-
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cursos mais aprimorados que permitam a
classificacfio destes bastonetes Gram positivos
pleomorficos.

RESEBURY *® coletou, exaustivamente, da-
dos sdbre todos microrganismos da flora nor-
mal do hospedeiro humano, elaborando um
excelente livro de referéncia para qualquer
estudo sdbre a microbiota oral. Em relagio
aos difteréides aerdbios, as informacdes sio
muito superficiais e escassas, refletindo o
conteudo da literatura sdbre o assunto.

O problema parece antigo, porque 30
anos sio passados desde que Bispy ¢, fazendo
uma revisdo s6bre a microbiota oral e sua
relagiio com os processos mérbidos da bdca,
mostrou que ndo existiam duas descrigtes
semelhantes para os difteréides isolados da
béca.

As folografias apresentadas em sequéncia
documentam o aspecto bacterioscopico das
bactérias  fitamentosas Bacterionema,
Odontomyces, Rothia — isoladas da cavida-
de oral e que podem, também, ser isoladas
de material clinico (escarro, liquor, swab do
naso-faringe, etc.). Além da apresentacio
filamentosa, com muita frequéncia aparecem
formas de bastonetes curtos, lembrando a
disposicio dos difteréides,

TABELA II

Caracteristicas bioquimicas

das bactérias filamentosas Gram positivas e

aerdbias da

cavidade oral

Teste

Bacterionema

Odontomyces Rothia

Catalase +
Reducdo NO7 +
Reducdo NOT -
H»S -
Indol -
VM +
VP +
Hidrdlise gelatina -
Hidrélise amido +
Lactose -
Galactose -
Arabinose —
Inositol
Ralinose -

Inulina — ()
Trealose -

Glicerol -

+ o4+
+

i
o~
Noj

1

L1+ 1
I+ + 1

1

® -

R R
|

(1) Gerencser & Slack# relataram H.S positivo quando empregavam “Triple Sugar Iron

Agar”.

(2) Gerencser & Slack? ndo observaram fermentacio da arabinose em 19 amostras isola-
das de pacientes, quando empregaram o meio de tioglicolato (sem dextrose), adicio-
nado de extrato de levedura (livre de dextrose) e purpura de bromocresol,

(3) Gilmour & Beck? relataram que 19 amostras (55 testadas) fermentaram lentamente

a rafinose.

(4) Gilmour & Beck ® relataram que 3

amostras (55 testadas) fermentaram a trealose.



160

As Tabelas I e Il apresentam uma sinopse
dos recursos praticos para isolamenlo e ca-
racterizacio das bactérias filamentosas, ae-
rébias, pleomérficas, isoladas da cavidade
oral e de materiais clinicos.

SUMMARY

Isolation and characterization of filamentous
Gram positive aerobic bacteria from the
oral cavity

Gram positive, aerohic, filamentous mi-
croorganisms, also displaying diphtheroidal
forms are commonly isolated from human
oral cavity.

These filamentous organisms have been
also isolated from other human clinical sour-
ces (sputum, blood, spinal fluids, abscesses,
etc.), and they display morphological and
biochemical characteristics of Bacterionema,
Odontomyces or Rothia.

Practical methods for identification of
Gram positive, aerobic, filamentous bacteria
are discussed, as few diagnostic laboratories
are aware of appropriate procedures for its
isolation, cultivation or the criteria necessary
for its identification.
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