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T-Strain of Mycoplasma in abacterial urethritis

Marcelo Magalhdes® Adelma Véras™ & Luis Numeriano™”*

Summary
Out of 80 males with abacterial

urethritis and 84 with gonorrhea, T-strain. mycoplasmas were

recovered in 62.5 and 26.2% respectively. These highly significant values (p > 0.001) suggest that
T-Mycoplasma is one of the major etiologic agent of nongonococcal urethritis.

Resumo
Mycoplasma linhagem T em uretrite abacteriana

Entre 80 pacientes masculinos portadores de uretrites ndo bacterianas e 84 portadores de gonorréia,
foram isoladas amostras de micoplasmas T nas propor¢des de 62,56 e 26,2%, respectivamente. Es-
tes nGmeros sdo altamente significantes (p >>0,001) e apontam Mycoplasma T como um dos principais

agentes etioldgicos de uretrites ndo gonocdcicas.

Introduction

Although twenty years have been elapsed since
the pioneer reports of Shepard!®!! connecting
T-strain mycoplasmas with abacterial urethritis in
male, there is still a disagreement regarding the
etiologic significance of that microorganism in human
pathology. Shepard!® and some authors®:® believe
that 60 to 93% of patients with nongonococcal
urethritis (NGU) have their disease associated with
T-Mycoplasma. In contrast, others®° have question-
ed that view mainly because the isolation rate
of T-mycoplasmas was closely the same observed
in NGU and either in healthy or gonococcic control
groups. '

The purpose of this work is to offer additional
information to the problem.

Material and Methods

Selection of urethritis patients — The study group
was represented by 80 patients who fulfilled the
following criteria: a) purulent or non-purulent
urethral  discharge, observable from physical
examination; b) recent disease, less than 30 days;
c) absence of treatment with broad spectrum
antibiotics; d) negative cultures for recognized
urethral pathogens or microorganisms of dubious
pathogenicity, such as: Nejsseria gonorrhoeae, Staphy-
lococcus aureus, Trichomonas vaginalis, Haemophilus
vaginalis, H. influenzae, Streptococcus haemolyticus,
Str. faecalis, Acinetobacter anitratum, A. Ilwoffi,
Mycoplasma hominis, Candida albicans and Entero-
bacteriaceae.

As a control group, 84 gonococcic patients were
also included; both groups were studied concurrently.

Bacteriological methods — Urethral discharges were
collected with a nichrom loop and placed in 0.2 ml
of sterile Brain heart infusion (Difco). T. vaginalis
was excluded by CPLM medium! and the other
microorganisms by carring out standard culture
procedures as described elsewhere®.

For isolation of T-strains, pathological specimens
were plated on A-6 differential agar medium'®.
The environment of reduced oxygen and adequate
level of carbon dioxide were provided by using
a modified Fortner method'?. After 24 or 48 h
at 370C culture plates were examined under low
power objective {100 X) of the microscope.

Results

The frequency of T-Mycoplasma isolations in
both groups of urethritis patients is presented
in Table 1. Out of 80 patients with abacterial
urethritis, T-strains were recovered from 50 cases
(62.5%). On the other hand, the rate of isolation
among 84 gonorrhea controls was 22 (26.2%).

Table 1

T-Mycoplasma associated with nongonococcal
and gonococcal urethritis

Total . .
GROUP examined Positive Negative
NO % NO %
NGU 80 50 62.5 30 37.5
GCu 84 22 26.2 62 73.8

* Disciplina de Microbiologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.
** Clinica Uroldgica, Hospital Universitdrio, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.
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A statistical comparison by Chi square analysis
of T-strains Mycoplasma isolations in abacterial and
gonococcal groups yielded highly significant values
(p > 0.001).

The morphology of T-strain colonies in A-6
medium is sufficiently characteristic to permit
immediate diagnostic. The colonies are minute

(15-60 um), dark golden-brown, contrasting to the
typical fried-eqg appearance of large classical my-
coplasmas {Figs. 1 and 2).

Fig. 1 — T-Mycoplasma colonies from a urethral
discharge in abacterial urethritis {180 X).

Fig. 2 — Mixture of T-strain and M.hominis. colanies
on differential agar medium (100 X).

Discussion

The present findings support strongly . the
views? 13 connecting T-Mycoplasma with the
etiology of abacteriai urethritis. Nevertheiess, since
“the. microorganism has been recovered from a
reasonable number of regular or gonococcal
individuals, its pathogenic role has been question-
ed®®, This, however, is not surprising in host-parasite
relationships where overt disease is not the
commonplace but rather the exception.

Indeed, there aspects in the
association between T-strains and abacterial
urethritis. Concerning this, one of the most interest-
ing puzzles is the high incidence of T-mycoplasmas

M. Magalhdes, A. Véras & L. Numeriano

in the vagina of married women without transmission
of the infection to their partners. Probably, the
development of local secretory antibody in the
urethra of such husbands may explain their resistance
to infection by the carrier strain in the wife.
Since several serotypes of T-strains have been found’,
exposure to a different serotype in another woman
might establish a T-urethritis.

Additional problem, in the understanding of the
etiopathogenic significance of T-strains, has come
with the treatment of abacterial urethritis using
tetracycline. Lassus & col.® employed doxycycline
in the treatment of NGU patients both positive
and negative for T-mycoplasmas. In both groups
an egual incidence of cures was obtained. Since
tetracycline is also effective in chlamydial infections
it is difficult to decide whether a negative T-strain
NGU, successfuly treated, was connected to
chlamydia or to a T-mycoplasma missed because
the primary culture sistem was unsuitable. Recently?®,
chiamydia were only isolated from 8% of cases
and this would not support the opinion that
chlamydia are ‘a common agent in NGU.

Undoubtly, in Recife, PE, Brazil, T-Mycoplasma
is the major etiologic agent of abacterial urethritis.
However, we are considering the possibility that
other microorganisms, chlamydia and viruses includ-
ed might explain the negative cultures in almost
40% of our urethritis patients.
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Andlise microbiologica de colina em cafés brasileiros

Elma N. Suassuna de Oliveira® Betinha Campos™* & E.B. de Oliveira ***

Resumo

Quinze variedades de cafés brasileiros foram dosadas, microbiologicamente, para averiguagdo do teor
de colina total, livre e combinada. As dosagens foram efetuadas na semente propriamente dita e no
material comumente chamado de casca e polpa, constituido pelo epicarpo, mesocarpo e endocarpo do
fruto, usando-se o fungo Torulopsis pintolopesii como indicador. Os resultados foram analisados
estatisticamente, com a média de 847,08 Ug/g de colina total nas sementes e 471,75 jig/g na casca
e polpa.

Summary

Microbiological assay for choline in Brazilian coffee

‘Microbiological assays for choline (total, free and combined) were made in fifteen varieties of Brazilian
coffee from experimental field station. Seed or endosperm, rind and pulp, which compose the epicarp,
mesocarp and endocarp of the fruit, were assayed. The fungus Torulopsis pintolopesii was used as the
indicator organism. Results were statistically evaluated, with an average of 847.08 lg/g of total choline,

in the seeds and 471.74 [lg/g in the rind and pulp.

Introdugdo

Embora ndo possa ser considerada como vitamina
“sensu stricto’, a inclus8o de colina como fator
essencial na dieta didria foi definitivamente esta-
belecida com os trabalhos pioneiros do grupo de
Best, quando comprovaram, experimentalmente, que
a funcdo hipotrépica da lecitina® era devida pri-
mordialmente & colina®®/®. Os trabalhos que se
seguiram, vieram apenas reforcar a importéancia fi-
siologica da colina como agente lipotropi-
001,3’9,12,13,19,21,22.

Paralelamente aos estudos de Best, no campo
da fisiologia, o grupo de Du Vigneaud desenvolveu
os primeiros passos, assegurando, a colina, lugar
bioquimicamente importante no metabolismo, ca-
racterizado pela capacidade de armazenar e ceder
radicais metila'*™17:19:23,

A ocorréncia de colina em alimentos ndo tem
sido convenientemente explorada’® e, em se tratando
especificamente de café, a literatura especializada
mostra-se bastante limitada, com apenas dois tra-
balhos encontrados®®/>%, e nos quais ndo constam
dados relativos a café brasileiro. O primeiro, registra
a presenca de vitaminas no café instantdneo, en-
quanto o segundo faz a avaliacdo do café verde
e torrado, sob o ponto de vista nutritivo, especifica-
mente vitaminoldgico.

No presente trabalho, efetuamos a andlise mi-
crobiolégica da colina em quinze variedades de
cafés brasileiros, considerando sua importdncia bio-

quimica e fisioldgica, buscando contribuir para o
conhecimento do valor alimenticio de um dos pro-
dutos de maior consumo e importincia econdmica
para o Brasil.

Material e Métodos

Amostras de café de diversas variedades como
San Bernardo, Laurina, Sumatra, Mundo Novo (li-
nhagens Cp-379-19 e Cp-376-A), Bourbon Vermelho
e Bourbon Amarelo de JaG, San Ramodn, Amarelo
de Botucatu, Cera, Caturra Amarelo e Caturra Ver-
metho, Murta, Nacional e Purpuracens, fornecidas
pela Estacdo Experimental de Ribeirdo Preto, Estado
de S3o Paulo, do Instituto Brasileiro do Café,
foram usadas para as dosagens.

A colina foi dosada microbiologicamente, utilizan-
do-se como indicador a amostra de Torulopsis pin-
tolopesii n® 2616, segundo o método introduzido
por Cury & col!!l. Paralelamente 3 dosagem da
semente do café, constituida pelo endocarpo do
fruto, foram feitas dosagens também na casca e
polpa, material que engloba o epicarpo, mesocarpo
e endocarpo ou pergaminho. Antes de ser submetido
ao tratamento adequado & preparagdo dos extratos,
o material foi previamente secado em estufa a
370C, sendo, a seguir, triturado em moinho “Willey”,
a fim de serem obtidas particulas no menor didmetro
possivel. Além da determinacdo de colina livre,
em solugdo aquosa, foram obtidos hidrolizados des-

*  |nstituto de Biologia, Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR, Brasil.
** Escola de Florestas, Universidade Federal do Parand, Curitiba, PR, Brasil.
*%* Egcola de Veterinaria, Universidade Federal do Parand, Curitiba, PR, Brasil.
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tinados a verificacdo do teor de colina total, con-
forme recomenda o método adotado!!, obtendo-se,

pela diferenca, o teor correspondente & colina presen--

te sob a forma combinada. Os extratos foram

submetidos & passagem em coluna de permutita

(segundo Folin) e eluidos com solucdo de cloreto
de sodio a 5%, para eliminar a interferéncia da
metionina nos resultados.

Cada resultado expostc por variedade de café
corresponde a um minimo de trés dosagens con-
cordantes, sendo as médias finais obtidas a partir
de cinco aliquotas em cada dosagem.

Os resultados estdo expressos em micrograma
de colina por grama de café maduro, seco e ndo
torrado. Foi usada a designagdo de “semente’ para
o endocarpo do fruto, e ‘‘casca e polpa’ para o
conjunto formado pelo epicarpo, mesocarpo e en-
docarpo.

Resultados

Os resultados obtidos para colina total, livre e
combinada, tanto na semente como na casca e
polpa do fruto do café, estdo incluidos na Tabela 1.

Colina total — A colina total na semente oscila
entre 511,42 e 1.352,80 ug de colina nas variedades
Nacional e Murta, respectivamente. Os teores en-
contrados na casca e polpa variaram entre 193,49 ug,
na variedade Caturra Vermelho e 796,70 ug, na
variedade Purpuracens.

Colina livie — Os teores minimo e méximo de
colina livre encontrados na semente foram de 298,33
ug na variedade San Ramén e de 696,16 ug na
variedade Murta. Na casca e polpa, registrou-se um
teor minimo de 88,08 ug na variedade Bourbon
Amarelo de Jad, alcancando o maximo de 334,31 ug
na variedade Mundo Novo, linhagem Cp-379-19.

Colina combinada — O valor quantitativo de colina
combinada, obtida pela diferenca entre os teores
de colina total e livre, demonstra que, na semente,
0 teor minimo de 39,56 ug situa-se na variedade
Caturra Vermelho, enquanto que o méximo, 736,28
Mg, é encontrado na variedade Purpuracens. O valor
minimo (20,53 ug), encontrado na casca e polpa,
foi registrado na variedade Mundo Novo (linhagem
Cp-376-A), enquanto que o maximo foi observado

na variedade Purpuracens, na concentracio de.

591,66 ug.

A andlise da varidncia, baseada nos dados ex-
pressos em micrograma de colina por grama de café,
esté representada na Tabela 2, na qual se verifica
um efeito significativo, ao nivel de 1% de probabili-
dade, para variedades e localizacio, nada se cons-
tatando para formas, embora estas interajam com
variedades e localizacdo e estas ndo o facam entre si.

As diferencas minimas significativas foram cal-

das pelo método de Tuckey:

Variedades A = 288,28
Localizagcdo A = 77,42
Formas A = 55,72

Discussao

Pela andlise estatistica dos dados, conclui-se que
as variedades Purpuracens, Cera e Murta diferem
apenas das variedades Mundo Novo (linhagem
Cp-376-A} e Caturra Vermelho, enquanto as demais
ndo diferem entre si quanto aos teores de colina
ao nivel de 5%.

A anélise da varidncia demonstra ainda que, em
relagdo a localizacdo, os teores de colina diferem
significativamente ao nivel de 1%. Além disso, as
formas de colina ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade.

Em trabalhos anteriores, versando sobre vitaminas
no café, especificamente 4cido nicotinico! %22, foi
aventada a hipdtese de gue o teor vitaminico estaria
mais intimamente relacionado a variedade propria-
mente dita, do que a condigdes exdgenas de cultivo.
Uma vez que as amostras em estudo sdo originarias
de cafeeiros experimentalmente controlados, permi-
tindo o médximo de homogeneidade nas condicdes
de cultivo, acreditamos que os resultados obtidos
venham reforcar essa afirmacdo.

Os resultados estdo em concordincia com os de
Teply & Prier?®, que obtiveram valores correspon-
dentes a 590 ug de colina por grama de café verde.
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Tabela 1
Teores de colina total, livre e combinada no café brasileiro
Semente Casca e Polpa Total Geral U
Livre Combinada Totat (1} Livre Combinada Total {2) 1+ 2) !
San Bernardo 335,66 284,01 619,67 124,05 273,66 397,70 1.007,37 254,37
Laurina 458,37 358,21 813,58 112.32 388,50 500,82 1.304,40 328,60
Sumatra 563,98 303,86 867,84 241,27 317,96 659,23 1.427,07 336,77
Mundo Novo
(Cp-379-19) 401,98 250,72 652,70 334,31 46,77 281,08 1.033,78 258,45
San Ramén 298,83 393,19 692,02 214,67 197,54 412,21 1.104,23 276,10
Bourbon Vermelho 513,77 359,41 873,18 151,40 483,83 636,23 1.508,41 377,10
Amarelo de Botucatu 480,73 545,75 1.026,48 184,36 233,60 417,97 1.444,45 361,11
Cera 636,21 638,16 1.274,36 230,14 477,52 707,66 1.982,02 495,50
Bourbon Amarelo
de Jau 447 65 296,07 743,72 88,08 293,61 381,69 1.125,41 281,35
Caturra Amarelo 580,53 368,29 948,82 197,28 519,86 707,14 1.665,96 416,49
Mundo Novo
{Cp-376-A) 460,76 77,33 538,09 231,00 20,63 251,53 789,62 197,41
Murta 696,16 656,64 1.352,80 182,62 410,85 593,47 1.946,27 486,57
Nacional 455,40 56,02 511,42 157,28 83,14 240,42 751,84 287,96
Caturra Vermelho 631,32 39,56 570,88 135,36 58,14 193,49 764,37 191,10
Purpuracens 529,50 736,28 1.265,78 205,04 591,66 796,70 2.062,48 515,62
Totais 7.3980,85 5.360,49 12.751,34 2.789,17 4.397,17 7.186,34 19.937,68
Localizagdo 12.751,34 7.186,34
Formas Livre: 10.180,02 Combinada 9.757,66
Tabela 2
Andlise da varidncia dos dados obtidos para colina em 15 variedades de cafés brasileiros
Causas de variacdo Graus de liberdade Soma dos quadrados Quadrados médios F
4
Variedades 14 683.357,35 48.811,27 4,80++
Localizagdo 1 516.153,75 516.153,75 50,80
Formas 1 2.973,13 2.973,13 0,29
Variedades x L.ocalizagdo 14 89.276,88 6.276,92 0,63+
Variedades x Formas 14 417.533,73 29.823,84 2'94++
l.ocalizagdo x Formas 1 220.627,73 220.627,73 21,71
Residuo 14 142.250,17 10.160,73
Total 59

Fl1a,14)1% = 3.70

F(1,14)1% = 8,86

F(14,14)5% = 248
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Anticorpos contra Toxoplasma gondii em soros de doadores de sangue
no Recife, detectados por imunofiuorescéncia

Diva Montenegro® Vital Lira®* & Ester Azoubel™™”

Resumo

Resultados preliminares por imunofluorescéncia indireta para Toxoplasma gondii, em soros de 202
doadores de sangue no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, PE, Brasil, revelaram que, em 73,4% dos casos, a reagdo foi positiva para anticorpos

especificos, dos quais apenas 2,3% iguais ou acima de 1:1.000.

Summary

Antibodies against Toxoplasma gondii in sera of blood bank donnor in Recife, detected by indirect

immunofluorescence technique

Preliminary results of an investigation of antibodies against Toxoplasma gondii in blood bank donnors
from the hospital of Medical School, Federal University of Pernambuco, Recife, PE, Brazil, were ob-
observed by indirect immunofluorescence technique. In 202 sera examined 73.4% gave positive reaction.

Introducgao

O encontro muito frequente de anticorpos es-
pecificos contra Toxoplasma gondii na clinica par-
ticular, em Recife, sugeriu-nos averiguar o que estaria
ocorrendo a este .respeito em individuos aparente-
mente sdos. Por outro lado, a grande variacdo dos
percentuais na literatura médica em diferentes
pafses’*® e mesmo no Brasil! #5891

nos reforcar a validade de uma investigacdo local
sobre a magnitude de difusio deste parasita em
nosso meio.

- Os resultados constituem dados iniciais de um
plano de estudo mais amplo de populagdo e de outros
aspectos epidemioldgicos relacionados com esta a-
feccao.

Material e Métodos

Durante dois meses, foram examinadas 202 amos-
tras consecutivas de soros de doadores de sangue
do Hospital das Cirnicas da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE.
Ficha de inquérito — Em 160 dos doadores, foi
possivel obter todos ou a maior parte dos dados
seguintes: idade, sexo e profissdo; contacto com
animais; dados indicativos ou sugestivos de infec¢do
pregressa por Toxoplasma gondii.

Reacdo de imunofiuorescéncia indireta (modificagdo
de Camargo® & técnica de Goldman!?)

a. Antigeno — Exsudato peritoneal de camundongos
inoculados trés dias antes com Toxoplasma gondii
é centrifugado por 10 minutos a 200 rpm para

pareceu- -

sedimentar os leucdcitos. O sobrenadante removido
é centrifugado a 2.000 rpm, durante 15 minutos,
para sedimentar os toxoplasmas. Decanta-se o sobre-
nadante e ressuspendem-se 0s microrganismos em
solugdo tamponada de fosfatos (PBS), pH7.2. Repete-
se a lavagem por 3 ou 4 vezes. A suspensdo final
é distribuida em pequenas gotas sobre laminas,
segundo a técnica padronizada por Camargo®. Con-
servam-se os preparados a ~20°C.

b. Gama-globulina anti-humana marcada com iso-
tiocianato de fluoresceina — Foi observada a técnica
usual de precipitacdo de globuiinas de soros humanos
pelo sulfato de aménio a meia saturacdo, em cen-
trifuga refrigerada. Em seguida, para a obtencdo
do imune-soro desejado, foi wutilizado o esquema
modificado de Halborow & Johnson e as indicagdes
de Rowe!?. O soro obtido foi fracionado por
precipitagdo com sulfato de aménio em centrifuga
refrigerada, seguido de dialise contra soiugdo salina
a frio. Calculado o teor proteico, realizou-se a
conjugacdo, pelo método de adi¢do rapida, da glo-
bulina com o isotiocianato de fluoresceina, obede-
cendo a relagdo F/P pré-estabelecida. O conjugado
foi entdo passado em coluna de Sephadex G 50.
Verificadas a especificidade e a diluicdo 6tima de
utilizacdo, foi estocado em pequenas aliquotas a
-20°cC.

c. Soro para exame — Ap0s inativagdo por 30 minu-
tos em banho-maria a 569C, os soros sdo dilufdos
sucessivamente ao quadruplo em tampao de fosfatos
(PBS), pH7.2, 0,01 M, desde 1:16 a 1:4.096 ¢
sucessivamente, quando necessario.

d. Procedimento de reacdo — Foi sequida a técnica

* tnstituto de Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.
** |Instituto de Cardiologia, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.
*** Banco de Sangue do Hos_pitai das Clinicas, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, P_E, Brasil.
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proposta por Camargo®. Montadas sob glicerina
tamponada, as preparagOes foram observadas ao
microscopio de fluorescéncia Leitz Ortholux, com
lampada U.V. HBO0Z200, filtro primdrio BG 12 e
barreira K 510.

Resultados

Todos os 202 doadores de sangue aparentavam
normalidade fisica. De 160 fichas completas de
inquérito, resultaram os seguintes dados:

Sexo — masculino 137
— feminino 23

Idades — De 10 a 19 anos: 23
— De 20 a 29 anos: 66
— De 30 a 39 anos: 39
— De 40 a 49 anos: 27
— De 50 a 59 anos: 5

Contactos com animais:

Afirmativo 70 casos
Negativo 65 casos
Sem informagdo 25 casos
ProfissOGes predominantes:

Operério 61
Militares 21
Comerciarios 19
Funciondrios publicos 10
Motorista 10

A imunofluorescéncia, realizada nos 202 soros,
forneceu os resultados constantes da Tabela 1, que
permite inferir o percentual de positividade para
anticorpos especificos contra 7. gondii de 73,4% na
amostra considerada.

Foi tentado estabelecer, em 150 casos, a relacdo
entre os titulos obtidos 3 imunofluorescéncia indireta
e a referéncia ao contacto com animais (Tabela 2),
tendo-se mostrado dificil de analisar nas condigGes
atuais de trabalho. Os outros itens de inquérito
foram abandonados, para os fins desta comunicagéo,
por apresentarem imprecisdes de formulacao e im-
propriedade na aplicacdo.

Discussdo

Apesar do cardter prévio desta comunicagdo,
as seguintes consideragOes podem ser feitas: como
ndo ha duivida acerca da fidelidade da reacdo de

imunofiuorescéncia indireta, é possivel admitir, nesta .

etapa, percentual de difusdo de Toxoplasma gondii
consideravelmente alto em Recife. De qualquer mo-
nao pode ser considerada definitiva. Trabalho recen-
te, realizado em Goidnia, Estado de Goids, utilizando
a reacdo de Sabin-Feldman e a intradermorreacgao,
revelou 60,9% e 47% em dois bairros daquela
cidade, respectivamenteg. Dados como idade, sexo,
profissdo, referéncia a contacto com animais e os
de indicagdio de acometimento pela infecgdo, indicam
defeitos de representatividade, imprecisdo e impro-
priedade de natureza e de aplicagao do questiondrio,
aspectos a serem levados em conta no prosseguimen-
to do estudo.

D. Montenegro, V. Lira & E. Azoubel

Tabela 1

Anticorpos contra Toxoplasma gondii em soros de 202
doadores de sangue na cidade de Recife.

Titulo N9 casos %
0 53 26,6
1:16 52 25,7
1:64 64 31,6
1:256 28 13,8
1:1.000 3 1.4
1:16.000 2 0,9
Total 202 100%

Tabela 2

Correlacdo entre titulos de anticorpos contra Toxoplasma
gondii em soros de 160 doadores de sangue na cidade de
Recife e contacto com animais.

Titulo N? casos Contacto %
0 33 36,9
1:16 43 41,8
1:64 52 40,3
1:256 19 31,5
1:1.000 3 66,6
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Colonizagdo de doentes hospitalizados por Staphylococcus aureus e bactérias

gram-negativas

Rudolf Uri Hutzler® Luiz Rachid Trabulsi** & Guilherme Rodrigues da Silva®

Resumo

Foram examinados 85 pacientes, internados em enfermaria de atividade médica ndo cirtirgica, durante
7 meses e com intervalo de 20 dias apds os primeiros 5 meses. A amostra representou 5,1% do total de
pacientes admitidos durante o periodo de estudo, cujo propésito foi o de verificar as variagdes de
flora bacteriana nas dreas de nariz, garganta, nuca, umbigo e fezes. A coleta de material para cultura foi
feita de modo a determinar a flora do paciente 3 sua entrada no hospital, uma primeira ¢ uma_ segunda
fase de internagdo. O aumento de portadores de Staphylococcus aureus no nariz, garganta, nuca €
umbigo, na segunda fase de internagdo, ocorreu em peguena proporgdo. Gram-negativos aerdbios
patogénicos, presentes no nariz, garganta, nuca e umbigo foram quase que exclusivamente representados
por Escherichia coli, Klebsiella sp. e Proteus sp., havendo acentuado aumento dos portadores desses
germes, nestas regides, do periodo de entrada para a primeira fase de internagdo e desta para a segunda.
Os mesmos organismos estiveram presentes nas fezes, com pequeno aumento no ndmero de portadores
de Klebsiella sp. e Proteus sp. Ndo ocorreu diferenca para P. mirabilis e Proteus indol-positivos nas
fezes, durante todas as fases do estudo.

Summary

Colonization of hospitalized patients by Staplylococcus aureus and gram-negative bacteria

Eighty five hospitalized patients from non-surgical infirmary were examined during 7 months,
with an interval of 20 days after the first 5 months, representing 5.1% of the totali number of patients
admitted during the period, with the scope to determine the aiteration of bacterial flora in nose, throat,
nape, umbilicus and feces. Material was cultured at intervals to determine the bacteria present at
patient’s admission, a first and a second hospitalization phase. A small proportion of Staphylococcus
aureus carriers in nose, throat, nape and umbilicus was noticed at the second hospitalization phase.
Aerobic gram-negative pathogens present in those areas of the body were almost solely represented
by Escherichia coli, Klebsiella sp. and Proteus sp., with a marked increase of carriers of such germs in
those areas from hospital admission to the first hospitalization phase and from this to the second phase.
The latter organisms were also present in the feces, with a slight increase of carriers for Klebsiella sp.
and Proteus sp. No difference was noticed for P. mirabilis and Proteus indol-positive in feces during
all hospitalization phases.

Introdugdo
3,5,23,.

* ¥

A etiologia das infeccbes causadas por bactérias

Grande nGUmero de pacientes hospitalizados
3146 apresenta doenca infecciosa associada as mo-
léstias de base que motivaram suas internacgdes.
Segundo algumas publicagbes, este nimero varia
de 10% a 25%. No Hospital das Cifnicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, observa-
mos que, dos doentes que apresentam infeccdo nas
enfermarias, aproximadamente 30% adquirem suas
doengas infecciosas dentro do proprio hospital.

Algumas enfermarias, como as de cirurgia, quei-
mados®?, bercario®®,37 e as de clinica com doentes
comatosos, imunedeprimidos, de terapia intensiva,
sdo aquelas nas quais as infecgBes adquiridas no
hospital se fazem mais numerosas®’, por falhas de
resisténcia dos pacientes e pela grande agressdo de
procedimentos diagnosticos e terapéuticos a que sdo

sujeitos.
* Clinica de Doengas Tropicais e
Tropical do Hospital das Ciinicas, Faculdade de Medicina,

aerObias adquiridas no hospital é, em nossos dias,
fundamentalmente relacionada a germes gram-negati-

'vos: enterobactérias e Pseudomonas aeruginosa®. As

doencas infecciosas causadas por Staphylococcus
aureus foram mais numerosas até 19657 %251 Desde
entdo, provavelmente em decorréncia, em primeiro
fugar, da pressdo antibiética’®? mais efetiva no
combate a microrganismos gram-positivos, a incidén-
cia e prevaléncia de infecgdes determinadas por
gram-negativos aumentaram muito. No mesmo sen-
tido, atuou a pressdo exercida pelo uso dos ger-
micidas®25:2° hospitalares, igualmente mais eficien-
tes na erradicacdo de bactérias gram-positivas.

De importancia epidemiologica capital é a deter-
minacdo das fontes de origem dos microrganismos
agentes das infeccOes nosocomiais. Isto é, se exo-

genas®®*7 vindas do meio ambiente, originando

infecciosas do Departamento de Dermatologia e Medicina

U.S.P., Sdo Paulo, SP, Brasil.

** Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Escola Paulista de Medicina, Sdo Paulo, SP, Brasil.
*** Departamento de Medicina Preventiva da Faculdade de Medicina, U.S.P., Sdo Paulo, SP, Brasil.
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infeccOes cruzadas , das quais a populacdo hu-
mana hbspitalar é fonte e vetor, ou endégen.a)s4 A0,
‘quando os germes provém do prdprio paciente,
instalando-se em Orgdos de menor resisténcia e
causando doenca.

Os dados até agora existentes desautorizam qual-
quer afirmagdo da existéncia .de uma flora hos-
pitalar?! #84°  Espécies e racas de bactérias cau-
sadoras de infeccdo ndo sdo exclusivas de depen-
déncias hospitalares®®; as proporgdes de infeccdes
causadas por diferentes cepas bacterianas nos hos-
pitais e nas comunidades externas podem diferir.
Também neste aspecto falta unanimidade de pontos
de vista®?

Dados obtidos por alguns autores
se generalizados, poderiam sugerir que, no decorrer
da internacdo, os pacientes adquirem germes hos-
pitalares que se integrariam &s floras cutinea, res-
piratéria e intestinal' !, representando papel pre-
ponderante na etiologia das infeccBes que seus
hospedeiros viessem a contrair no nosocdmio®.
A contaminagdo cruzada dos doentes daria origem
ao aparecimento de infec¢Bes enddgenas. A coloniza-
cdo de germes precederia a infeccdo!?.

Este trabalho foi feito em ambiente de enfermarias
de atividade predominantemente ndo cirlrgica, pre-
tendendo-se verificar se havia ou ndo alteracdo do
nimero de portadores de germes, no decorrer da
hospitalizagdo. A avaliacdo foi feita com base em
culturas de fezes e de material de 4 4reas ndo
entéricas: duas respiratorias (nariz e garganta) e
duas cutdneas (nuca e umbigo). Comparou-se o
nimero de portadores de Staphylococcus aureus e
o de bactérias aerdbias gram-negativas, em vérias
fases da hospitalizagdo.

Por ndo ter sido acessivel aos autores, ndo se
fez tipificacdo dos germes, apresentando-se apenas
o diagnoéstico bacterioldgico de espécie.

13,52

2,24,32,38,44,52

Material e Métodos

No perfodo de 4 de marco a 9 de outubro
de 1969, com interrupcdo de 5 a 26 de agosto no
referido perfodo, foram examinados 85 pacientes
internados nas enfermarias de Ciinica Médica (Pri-
meira e Segunda Ciinicas Médicas), Neurologia e
Doencas Tropicais e Infecciosas do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sdo Paulo. Havia 48 homens e 37 mulheres,
com idade variando entre 2 e 67 anos. A amostragem
representou 5,1% dos 1.662 pacientes internados

O critério de selecdo dos pacientes obedeceu
apenas a dois requisitos: 1) a ndo internacdo em
hospital, hd pelo menos seis meses, contados a
partir da data de admissdo no Hospital das Clinicas,
e 2) a existéncia de uma perspectiva segura de
permanecerem internados pelo menos 29 dias inin-
terruptos, fosse por necessidade terapéutica, de pes-
quisa ou de diagnodstico.

As principais doencas que motivaram as interna-
¢Oes foram as seguintes: neuropatias: 26 casos;
endocrinopatias: 12 casos; esquistossomose (hepatos-
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plénica): 8 casos; doenca renal: 8 casos; hipertensdo
arterial: 5 casos; insuficiéncia cardiaca congestiva:
4 casos; colagenoses: 4 casos; granulomatoses: 4 casos;
neoplasia maligna: 3 casos; infecgOes: 3 casos; anemia
ancilostom: 2 casos; diabetes meliitus: 2 casos;
diagnosticos varios: 4 casos.

Admitido o paciente, colhia-se material no dia
seguinte a internagdo, geralmente com menos de
18 horas de hospitalizacdo. Apds o banho habitual
dos pacientes, entre sete e oito horas da manhd,
era colhido material do nariz, garganta, nuca e
umbigo entre 8,30 e 9,30 horas; fezes eram: re-
tiradas de material evacuado, geralmente no periodo
matinal. Todas as coletas eram realizadas em dia
preestabelecido (primeiro, oitavo, décimo quinto,
vigésimo segundo e vigésimo nono dia de internacdo).

O grupo de pacientes dos quais foram analisadas
as fezes ficou reduzido a 60 casos, pois ndo se
conseguiu, dos 25 restantes, material adequado nas
datas preestabelecidas. Preferiu-se ndo utilizar “‘swab’’
retal nessas oportunidades, com vista & preservagdo
da uniformidade das condicOes de coleta de amostras.

Neste estudo, foram pesquisadas apenas bactérias
aerObias patogénicas; assim, excluiram-se de consi-
deracdo outros agentes infecciosos de doenca hos-
pitalar (virus, fungos e bactérias anaerdbias, por
exemplo).

Ndo houve preocupagdo em correlacionar a po-

pulagdo bacteriana dos pacientes e a do meio am-
binete, o que tornaria necesséario estudar as condicoes
de instalacOes do hospital (pias, ralos, esgotos, ali-
menta¢do, solo, maquinaria), do pessoal intra-hos-
pitalar (para estafilococos nasais, por exemplo),
de ventilagdo, etc.
Coleta de Material — A coleta do material de
garganta, nariz e pelo foi efetuada por meio de
estilete de aluminio, uma de suas extremidades
envolvida em algodao hidrofilo, transportando-se
o estilete em tubo estéril, dentro do qual se alojava
outro tubo contendo algumas gotas de caldo (“Brain
Heart infusion-Oxoid”’}. Antes da coleta, umedecia-se
o algoddo do estilete no caldo, esgotando-se o
excesso do meio na parede do tubo e friccionando-se
a drea de onde o material deveria ser colhido:
no umbigo, por meio de dez movimentos circulares;
na nuca, friccionando-se em movimento longitudinais
realizados dez vezes, em cerca de 3 cm? de érea, no
limite da insercdo capilar; na garganta, friccionando-
se em movimentos circulares os pilares amigdalianos,
o palato mole e a uUvula, por cinco vezes; no
nariz, friccionando-se o vestibulo nasal esquerdo
por cinco vezes.

As fezes eram coihidas em recipiente estérii.
Em alguns casos, houve necessidade de administracao
de supositorios de glicerina para provocar a evacuacao.
Semeadura — O material colhido de garganta, nariz
e 4reas cutaneas foi semeado em placas de dgar-sangue
e de 4gar-manitol (Oxoid) e em caldo “'(Brain Heart
Infusion-Oxoid)””. Com excecdo do caldo, todos
0s outros meios eram incubados em atmosferas de
CO, a 379C. As placas de dgar-sangue eram exa-
minadas depois de 24 e 48 horas de incubacdo,
e as de agar-manitol ap6s 48 horas. Os tubos de



Rev. Microbiol. (S. Paulo) 3(4), 1972

caldo eram examinados depois de 24 horas e re-
picados para placas contendo os meios mencionados
que, por sua vez, eram incubadas como descrito.

As fezes foram semeadas em meios de McCCONKEY
(Oxoid}, SS (Oxoid) e em tetrationato de
KAUFFMANN (Oxoid). Estes meios eram incubados
a 379C, sendo examinadas as placas apos 24 horas
e 0 tetrationato repicado para placas de verde
brilhante, que também eram conservadas na estufa
a 370C, durante 24 horas.

Identificacdo dos germes isolados — A identificacdo
das bactérias gram-positivas foi baseada nas ca-
racteristicas das colonicas, morfologia, coloracdo
e producdo da catalase. A prova confirmatéria para
Staphylococcus aureus foi producdo de coagulase
e, para Streptococcus, o tipo de hemolise, crescimen-
to a 45°C e em caldo contendo cloreto de sodio
a 6,6% e a sensibilidade a bacitracina. Quando neces-
sérios, outros recursos foram empregados.

A identificagdo dos gram-negativos foi efetuada
inicialmente por intermédio das caracteristicas cul-
turais, morfo-tintoriais, provas de oxida¢do-fermen-
tagdo, citocromo-oxidase e catalase. O grupo ou
espécie era posteriormente identificado por meio
de provas bioguimicas ou por outras caracteristicas
como, por exemplo, a produgdo de pigmentos.

Para as enterobactérias, foram feitas sistematica-
mente as provas de indol, VM, VP, citrato, H,S,
urease, lisina, fenilalanina, movimento, producao
de gas em glicose e fermentacao da lactose. Quando
necessarias, foram empregadas técnicas soroldgicas.
Andlise estatistica® — Na analise estatistica dos
dados foram utilizados modelos paramétricos de
analises de variancia®*. As proporcdes (ou percen-
tagens) de pacientes com determinados microrganis-
mos, foram transformadas em: .6 = arc sen \/ P,
isto &, em angulos cujo seno é a raiz quadrada da
proporg¢do, a fim de permitir a utilizacdo de modelos
matematicos da andlise de varidncia.

Transformadas as observagOes e obtidas as novas
escalas de valores, foram efetuados testes para verifi-
car a homogeneidade das variancas (teste de Bartlett)
e a aditividade das mesmas (teste de Tuey).

Demonstradas as duas caracteristicas, € ndo haven-
do qualquer evidéncia a indicar a existéncia de
outra restricdo a utilizagdo de andlise de varidncia,
procedia-se a analise, de acordo com o modelo
que nos parecia mais apropriado para cada uma
das etapas do estudo.

Simbolos — Para simplificar a exposicdo do estudo,
foram adotados os seguintes simbolos:

N = nariz; G = garganta; N’ = nuca; U = umbigo;
NG = nariz e garganta; N'U = nuca e umbigo;
NGN’U = nariz, garganta, nuca e umbigo.

O termo estafilococo é usado como sindénimo de
Staphylococcus aureus.

Dia de entrada — corresponde @ manha subseqiien-
te ao primeiro pernoite do doente no hospital.
Primeira fase de internacdo — é o espaco de tempo
* A andlise estatistica dos resultados foi

181

que decorre desde o primeiro até o décimo quarto
dia de internagdo, inclusive. O primeiro dia de
internacdo e o da entrada se equivalem. Segunda
fase de internacdo — é o tempo que decorre desde
o décimo quinto até o vigésimo oitavo dia de
internacgdo, inclusive. Dias de coleta de material — o
da entrada, oitavo, décimo quinto, vigésimo segundo
e vigésimo nono dia. Como as coletas eram efetuadas
de manhd, considera-se o término das fases de
internacdo o dia anterior as coletas do décimo
quinto e do vigésimo nono dia.

Resultados

Os pacientes foram distribuidos de acordo com
a presenga ou a auséncia de germes e segundo o
local de onde se obteve o material cultivado, nas
diversas fases do estudo.
1. Estafilococos e germes gram-negativos, obtidos

de NGN'U

Consideradas as areas de NGN'U, 85 pacientes
apresentaram estafilococos e germes gram-negativos
aerébios patogénicos, segundo as proporcdes percen-
tuais apresentadas na Tabela 1. A andlise de variancia

Tabela 1

Distribuicdo percentual de pacientes de acordo com
a presenca ou auséncia de germes, segundo local cultivado
nas vdrias fases de estudo, na populagdo de 85 pacientes.

Microrganismo Fase NG N‘U NGN'U
Entrada 42,3 20,0 45,9
Estafilo- 1@ 55,3 23,5 56,4
cocos 28 50,6 30,6 52,9
Nunca 31,8 48,2 27,0
Entrada 294 1.2 29,4
Gram- 18 49,4 15,3 52,9
Negativos 24 54,1 22,3 57,6
Nunca 24,7 68,2 21,1

dos dados dessa Tabela, apresentada na Tabela 1-a,
mostra diferenca altamente significante (p < 0,01)
no grupo de pacientes dos quais se isolaram germes,
conforme a fase de internacdo. No decorrer da
internacdo, obteve-se, em nGamero maior de pacientes,
o isolamento de germes em NGN'U. Os dados
evidenciam também a existéncia de relacdo entre
a tendéncia de aumento da freqléncia de germes
durante o periodo de observacdo e o tipo de
microrganismos isolados. E o que revela a interacio
significante entre fases e microrganismo (Tabela 1-a).
Com efeito, a analise das diferengas entre as pro-
por¢des de pacientes com estafilococos e germes

gram-negativos em NGN'U, de acordo com os perio-
dos de internacdo, mostra que, enquanto a diferenca

realizada na Divisdo de Estatistica do Departamento

de Medicina Preventiva, Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.
** Os métodos e procedimentos utilizados sdo. encontrados textos especializados, como por exemplo

o de Snedecor & Cochran®?
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Tabela 1-a entre as percentagens de pacientes que apresentaram
estafilococos em NGN'U na segunda fase, em relagdo
a da entrada, é de significdncia estatistica apenas
fronteirica (0,1 > p > 0,05), ndo se registrou

Andlise de variancia para os dados da Tabela 1
Considerando — Entrada, 12 e 22 fases apenas

oL | Soma dos | Quadrados . diferenca significante entre a situacdo na entrada

Fonte de variagdo Quadrados | médios e na primeira fase de internacdo (Tabela 1-b).
As diferengas entre as proporcOes de pacientes
Classif. principal 1228,00 - portadores de germes gram-negativos sio altamente
Microrganismo (M)| 1 13737 13737 | 3.23 significantes {p < 0,01), da entrada para a primeira
fase, como da entrada para a segunda fase da
Sitio {8) 1 1049,07 104907 {2465 internagdo, denotando, portanto, nitido aumento
do nimero de doentes portadores de germes gram-
Erro 1 42,56 4256 | -~ negativos, durante a hospitalizacdo. Ndo se registra

diferenca significante entre as freqiiéncias relativas

Sub-Ciassificacdo .
de portadores de estafilococos e de germes gram-

Fase (F) 1 308,58 154,29 |21,95(*) -negativos em NGN’'U, nas diversas fases de estudo.
A representacdo esquematica da distribuigdo da

FXm 2 99,35 4968 | 7.07(*") populagdo de 85 pacientes, de acordo com a presenca
Erro 4 28,11 703 | — ou a auséncia de estafilococos em NG e N'U,
nas trés fases estudadas, € apresentada em diagrama

TOTAL 11] 1665,04 - - (Fig. 1). Idéntica representagdo, quanto a distribuicdo

de microrganismos gram-negativos em NG e N'U
(Fig. 2), revela nitidamente a acentuada diferenca

*} Significant fvel o - s,
(*) Significante ao nivel de 1% entre as proporgoes de individuos portadores de

(**) Significante ao nivel de 5%

DISTRIBUIGAO DE PACIENTES DE ACORDO COM A PRESENGA OU AUSENCIA

Tabela 1-b = TR e
ESTAFILOGOGO NG ESTAFILOGOGO NU
Comparac¢do entre valores médios dos dados da Tabela. T e T 3
FASE § E R 48,2% é
Microrganismo S w‘
g 22 TOTAL - i
E ! . O S — i
Estafilococos | 336 | 385 | 395 | 37.2 . .
o mmTTTTEEE= ¢
e s Cls.s'/. <
Gram-negativos 19,6 33,8 378 30,4 2 ¢ 2%
_ = 5 5.9%
TOTAL 26,6 36,2 38,6 33,8 3 E‘-”‘ |
: 20.6% 3] [raw
. ~ z
DIFERENCAS Média |Erro padrdof "t i T
- g ‘E 9F 2%F €. 195 20%
a) Entre microrganismos 6,8 38 1,79
b) Entre fases para estafi- Fig. 1 — Diagrama da distribuicdo de estafilococos em
lococos NG e N'U
12eE 4,9 26 2,88
2eE 59 26 2,274 TR I SIS 0 S T
Entre fases para gram- GRa NEGATIVO NG GRAM NEGATIVO
negativos . 5 S B 1
18 e E 14,2 2,6 5,46(%) . i !
28eE 18,2 2,6 7,00(**) ) i |
o N 68.2% M
¢} Entre microrganismos, 1
mesma fase E
Entrada 14,0 4,3 3,26 g g :
1a ’ a,7 4,3 1,09 g . 235% I
28 1.7 4.3 0.39 %:4 R ::; | e
Valores criticos de t; ao nivel de sign. de 0,05: t,=12,71; 3] [ oL
ty = 2,78; to = 10,24 F 2 AL
. i wo 1 . o
€. 195 29F E. 19F 22F.
{+) Significdncia fronteirica 0,10 >p > 0,05
{*) Significante ao nivel de P = 0,01 Fig. 2 — Diagrama da distribuicdo de gram-negativos em
(**) Significante ao nivel de P = 0,05 NG e N'U.
Nota expiicativa para as figuras 1 — ©: caso i: presenca de germes a entrada, primeira e segunda fase; caso Z: presenca

de germes a entrada e primeira fase; caso 3: presenga de germes a entrada; caso 4: presenc¢a de germes a entrada e segunda
fase; caso 5: presenga de germes na primeira e segunda fase; caso 6: presenca de germes na primeira fase; caso 7: presenca
de germes na segunda fase; caso 8: auséncia de germes a entrada, primeira e segunda fase. NG = nariz-garganta; N'U =
nuca-umbigo.
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germes gram-negativos, quando se compara a entrada
com a primeira fase do estudo e esta com a segunda.
Na Fig. 3 é comparada, em diagrama, a distribuicdo
de pacientes que tenham sido portadores de es-
tafilococos e germes gram-negativos em NGN'U,
nas trés fases do estudo.

DISTRIBUIGAO DE PAGIENTES DE ACORDO COM A PRESENGA OU AUSENGIA
DE GERMES, SEGUNDO LOGAL GULTIVADO NAS
VARIAS FASES DO ESTUDO.
ESTAFILOCOGO HGNU

GRAM NEGATIVO NGNU

g 3

3 s 10.6 % 3

B3] Dss% [— 8 5%

£ 73] [33s% g

T ] i

2 1%

2 4] Dar= /)
3 D5.9'/-
2

' 3L8%

Fig. 3 — Distribuicdo comparada entre microrganismos em

NGN'U.

2. Germes gram-negativos nas fezes

Escherichia coli — Nao foi verificada grande diferenca
em numero de pacientes portadores de Escherichia
coli nas fezes, nas diversas fases do estudo {Tabela 2).

Tabela 2

Distribuicdo da populagdo de 60 pacientes, conforme o
isolamento de microrganismos das fezes, nas diferentes
fases de estudo.

MICRORGANISMO (%)
FASE
Proteus | Proteus
E. coli | Klebsiella | Proteus sp | mirabilis|, outros{*)

Entrada| 83,3 53,3 28,3 15,0 13,3
18 Fase| 96,7 88,3 48,3 28,3 20,0
22 Fase| 93,0 81,7 51,6 38,3 13,3
Nunca 0,0 5,0 23,3 41,7 63,3

(*) P. rettgeri, P. vulgaris, P. morganii

A andlise de varidncia destes dados encontra-se
na Tabela 2-a. Analisaram-se, em relacdo a Klebsiella
sp. e Proteus sp., as diferencas entre as proporcoes
de pacientes dos quais se isolaram esses microrganis-
mos nas fezes. Ha diferenga de significancia fronteiri-
ca (0,06 < p < 0,10) entre -estas proporgoes
segundo as fases durante a internacdo. Verifica-se,
por outro lado, diferenca significante (p = 0,05)
entre as freqUiéncias percentuais de pacientes por-
tadores de Klebsiella sp. e de Proteus sp. Realizou-se
também andlise de varidncia, comparando os dados
referentes a Proteus indol-negativos (Proteus mirabi-
lis) e indol-positivos (Proteus rettgeri, Proteus mor-
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ganii e Proteus vulgaris), ndo se evidenciando diferen-
cas significativas entre o nUmero de pacientes en-
os quais foram isolados nas fezes, nas diversas
fases de internacdo, os dois grupos citados do
género Proteus (por ésse motivo a andlise de varidncia
ndo é apresentada).

Tabela 2-a

Andiise de varidncia dos dados da Tabela 2 considerando
Entrada, 12 e 29 fases, apenas, excluida E. coli.

. Soma dos |Quadrados
Fonte de variagdo | GL F
quadrados L médios
Fase 2 372,52 186,26 11,56(+)
Microrganismo 1 592,03 592,03 36,75(*)
Erro 2 32,21 16,11 —
TOTAL 5 996,76 - -

(+) Significancia fronteirica 0,06 < p < 0,10
{*) Significdncia ao nivel de p = 0,05

E. coli foi encontrada em pacientes em pelo
menos uma fase de internagdo. Em 16,7% dos
doentes ndo se isolou Escherichia coli das fezes
a entrada ao hospital, enquanto em 6,6% ndo se
isolou Escherichia coli das fezes, na segunda fase
de internacdo. Setenta e cinco por cento dos pacien-
tes mostraram-se portadores de Escherichia coli nas
trés fases de internacdo. Na Fig. 4 sdo apresentados

esses dados em diagrama.

DISTRIBUICAO DE PACIENTES DE ACORDO COM A PRESENGA OU AUSENGIA
OE GERMES, SEGUNDO LOCAL CULTIVADO NAS
VARIAS FASES DO ESTUDO.

E.COLI - FEZES

KLEBSIELLA - FEZES

o 17 o oy 22

] L%

| Ceer .
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.
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Fig. 4 — Diagrama da distribuicdo de E. coli e Klebsiella
sp. das fezes,

Klebsiella sp. — Na&o se isolou Klebsiella sp. das
fezes de 5% dos pacientes, nas trés fases da interna-
¢do. Ndo se comprovou estado de portador de
Klebsiella sp. em 46,7% dos pacientes, a entrada
ao hospital; 11,7% ndo se mostraram portadores na
primeira fase da internagdo e 18,3% nao eram
portadores na segunda (Tabela 2). Na Fig. 4 sdo
encontrados esses dados em diagrama.
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Proteus sp. — Na&o se demonstrou, em nenhuma
ocasido, estado de portador de Proteus sp. . em
23,4% dos pacientes; 50% deles ndo eram portadores
desses microrganismos a entrada do hospital; também
ndo foi demonstrado em 51,7% e 50%, respectiva-
mente na primeira e na segunda fase de internacdo

(Tabela 2). Na Fig. 5 esses dados sdo apresentados
em diagrama.

DISTRIBUIGAO DE PACIENTES DE ACORDO COM A PRESENGA
OU AUSENCIA DE GERMES, SEGUNDO LOCAL GULTIVADO
NAS VARIAS FASES DO ESTUDO.

PROTEUS (TODOS)- FEZES
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F?g. 5 — Diagrama da distribuicdo de Proteus sp.

O estudo da situacdo referente a Proteus mirabilis
demonstrou que 41,7% dos pacientes ndo eram
portadores desse germe nas fezes, durante a interna-
¢do; na entrada ao hospital, ndo foi isolado em
85% dos pacientes; também ndo foi demonstrado
em 71,7% e B1,7%, respectivamente, na primeira
e na segunda fase de internagio (Tabela 2). Esses
dados sao apresentados em diagrama na Fig. 6.

DISTRIBUIGAO DE PACIENTES DE ACORDO COM A PRESENGA OU AUSENCIA
O GEAMES, SEGUNDO LOCAL CULTIVADO NAS
VARIAS FASES DO ESTUDO.
PROTEUS MIRADILIS #ROTEUS
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Fig. 6 — Diagrama da distribuicdo de Proteus spp.

3. Outros resuitados

A referéncia a isolamento- de outros microrganis-
mos é feita no sentido de serem os achados bacterio-
16gicos apresentados por completo. Esses dados ndo
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foram submetidos a estudo pormenorizado.

3.1. Germes isolados de NGNU

Streptococcus beta-hemolitico — lsolado de 12 pa-
cientes, sempre e apenas em NG. Na entrada: dos
pacientes de nGmero 19, 41, 45, 46, 47, 52, 56 ¢ 79.
Na primeira fase de internagdo: dos pacientes de
nimero 5 e 66. Na segunda fase de internacdo: dos
pacinetes de nimero 14 e 37.

Streptococcus faecalis — lIsolado uma sé vez, em
NG (paciente de nimero 14, a entrada).
Pseudomonas aeruginosa - lIsolada em NG, dos

seguinte pacientes: n© 4, na segunda fase de interna-
¢do; n? 8, na primeira e segunda fases de internacdo;
n® 14, na entrada; n? 59, na segunda fase de
internacdo; e n® 73, na primeira fase de internagao.
Foi isolada em N'U, dos seguintes pacientes na
segunda fase de internagdo: n® 8, n® 59 e n9 73.
Serratia marcescens — lIsolada em NG, dos seguintes
pacientes: n® b7, na primeira e segunda fases de
internacdo e n® 86, na entrada e primeira fase
de internacdo. Em N’U, foi isolada do paciente

n® 63, na primeira fase de internacdo. ]
Aerobacter aerogenes — Foi isolado do paciente

n® 69, na primeira fase de internacio.

3.2 Germes isolados das fezes

Staphylococcus aureus — Paciente n? 4, na segunda
fase de internacdo; n® 9, na entrada, e n® 11, na
primeira e segunda fases de internagéo.

Shigella flexneri — Pacientes n® 6, na entrada e
primeira fase de internacdo, e n9 25, na segunda
fase de internagdo.

Pseudomonas aeruginosa — Paciente n® 8, na segunda
fase de internacgdo.

Aerobacter aerogenes — Paciente n® 32, na segunda
fase de internacgao.

O encontro dos microrganismos gram-negativos
citados (Pseudomonas aeruginosa, Serratia marces-
cens, Aerobacter aerogenes e Shigella flexneri) con-
tribuiu para a classificagdo dos pacientes, segundo
a distribuicdo de germes gram-negativos nas &reas
de NGN'U, em que foram classificados. Em relagdo
a situacdo de portadores fecais, esses dados ndo
alteraram a classificagdo de nenhum dos pacientes.

Discussdo

Ma populacdo de pacientes estudada, observou-se
acréscimo do ndmero dos que apresentavam mi-
crorganismos nas diversas dreas consideradas (p <
0,01), comparando-se os dados obtidos na entrada
ao hospital e nas varias fases de internagao (Tabelas
1 e 1-a). Esse fato foi verificado em relacdo a
estafilococos isolados de NGN'U de 85 pacientes,
O namero de doentes que albergavam estafilococos,
na segunda fase do estudo, foi maior que na entrada.
N3o houve, entretanto, diferenca quanto ao nlimero
de pacientes a partir dos quais se recuperaram esses
microrganismos, comparando-se os dados da entrada
e da primeira fase do estudo. A significdncia da
diferenca citada foi fronteirica (0,1>p>0,05) (Ta-
bela 1-b). Muito mais marcante foi a diferenca
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— altamente significante — do ndmero maior de
pacientes portadores de germens gram-negativos em
NGN’U, durante as fases de internacdo hospitalar
{p < 0,01) (Tabela 1-b).

Quando estudada a situagdo de pacientes portado-
res de bactérias gram-negativas aerObias nas fezes,
verificou-se diferenca de significdncia fronteirica,
comparando-se o niimero maior de pacientes (0,1 > p
> 0,05) portadores de Klebsiella sp. e Proteus sp.,
durante a internagdo hospitalar com o da entrada
(Tabela 2-a). N8o se encontrou diferenca significante
para a distribuicdo de pacientes, nas diversas fases
do estudo, conforme fossem portadores de Proteus
mirabilis ou de Proteus indol-positivos.

A problemdtica da colonizacdo por germes de
doentes hospitalizados tem sido objeto de estudo
nos Ultimos anos. Serdo revisados alguns dos ar-
gumentos pertinentes ao assunto a sua eventual
e provdvel consequéncia, de enorme importancia
pratica, qual seja, a da infec¢do adquirida no hospital.
Discutiremos aspectos relativos a colonizacdo por
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Klebsiella
sp.. No tocante & situacdo intra-hospitalar do género
Proteus, héa publicacOes sobre surtos hospitalares
de doenca por ele causada. Para Proteus mirabilis,
os tipos colicinogénicos 6 e 9 foram encontrados
como causadores mais freqlentes para . infeccOes
adquiridas no hospital. Para as outras espécies de
Proteus, para Serratia marcescens e para outras
enterobactérias os dados ndo sdo ainda conhecidos.

Staphylococcus aureus — Williams & col.>? observa-
ram que, para os pacientes submetidos a cirurgia, e
ndo portadores de estafilococos nasais em qualquer
ocasido, 1,3% apresentou infec¢cOes estafilococicas
nas incisdes cirGirgicas. Para os pacientes portadores
do mesmo fagotipo de estafilococos no nariz, a
admissdo e durante a internacdo, a taxa de infecgao
estafilococica de feridas cirurgicas foi de 3,4%.
Para os pacientes ndo portadores a admissdo, e que
adquiriram estafilococos nasais durante a internagdo,
a taxa de infeccdo foi de 11,9%; para osque
apresentavam estafilococos nasais, a entrada ao hos-
pital, mas que tiveram sua colonizagdo substituida
durante a internagdo por outra cepa de estafilococos,
a porcentagem de pacientes com infeccOes estafilo-
cocicas nas incisoes foi de 12,4%.

A aquisicdo nasal de estafilococos, segundo a
verificacdo de Lidwell & col.??, talvez ndo se faga
atualmente, conforme o modelo epidemioldgico de
hda 10 anos. A permanéncia na enfermaria ndo
torna maior o nimero de portadores, mas faz notar
a predomindncia de colonizagdes e infeccOes causadas
pelo fagotipo 84/85, do fagogrupo Il

Seth & col.3% estudaram, em enfermaria de
obstetricia, a aquisicdo de estafilococos hospitalares
por parte das gestantes. Estudaram 230 pacientes
que, a admissdo ao hospital, eram portadoras de
estafilococos nasais na porcentagem 33,7%. Apos
quatro a cinco dias de hospitalizagde, o porcentual
de portadoras nasais de estafilococos passou a 45,9%,
tendo 35,3% das pacientes adquirido ragas hospitala-
res, fato avaliado a partir de fagotipagem e an-
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tibiograma. Os fagotipos de resisténcia muitipla,
no estudo efetuado na India®%, pertenciam, de
forma preponderante, ao grupo Il e apareceram
em 31,5% das amostras obtidas das pacientes in-
ternadas, frente a 7,5% de cepas com o mesmo
comportamento, no dia da entrada ao hospital.
Relataram os autores 58% de amostras resistentes
& penicilina G, no dia de admissdo ao hospital,
e 88,8% resistentes a esse antibidtico, nas amostras
isoladas durante a internacdo.

Machado & col.?”7 estudaram trés grupos de
criangas, cada um dos quais constituido de 15
individuos: um, de criangas internadas em enfermaria
de Pediatria do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e outro,
de criangcas que, no dia da coleta de material,
compareciam pela primeira vez ao hospital. A pre-
valéncia de portadores nasais, os padrOes fagotipicos
e os tipos de antibiograma foram parecidos para
os dois grupos e mais a um terceiro, de pacientes
infantis, ambulatoriais; o padrdo do comportamento
geral da coloniza¢do estafilococica foi semelhante
para os trés grupos.

'O achado de que os pacientes eram portadores
de Staphylococcus aureus no nariz foi fator de
menor importancia (0,1 > p > 0,05) na observagdo
de Davidson & col.!? para que os doentes viessem
a apresentar infecgdo no pos-operatdrio. Esse estudo
foi prospectivo e computorizado para 1000 ope-
racdes' 2. No mesmo trabalho ndo se - observou
qualquer significincia do encontro de agentes. pa-
togénicos na pele, prévio & cirurgia, sobre a incidéncia
de infecgdes no pos-operatério.

Escherichia coli — A presenga de Escherichia coli
nas fezes de seres humanos é praticamente universal
A discussdo sobre a existéncia de uma flora distinta
dentro do hospital, em relagdo a observada fora
dele foi cogitada. Kenedy & col.?! opinaram que
os sorogrupos mais freqlientemente responsdveis por
infeccdes hospitalares ndo entéricas (04, 06 e 075)
estdo mais concentrados, constituindo propriamente
uma flora hospitalar. O grupo 01 foi o mais fre-
gliente, excepcionalmente, em participantes da co-
munidade, isto é, em pessoas que se encontravam
fora do hospital, enquanio os demais sorogrupos
estavam distribuidos de maneira quantitativamente
semelhante dentro e fora do hospital. Os sorogrupos
de Escherichia coli 04, 06 e 075 estavam mais
comumente associados as infeccOes urindrias adguiri-
das em hospital do que o0s outros sorogrupos.
Os sorogrupos 04, 06 e 075 comportavam-se, Nno
estudo de Kennedy & col.2!, semelhantemente a
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella-Aerobacter, Pro-
teus e Citrobacter, quanto a sua associagdo com o
hospital e & propensdo de causar infeccSes adquiridas
nho ambito hospitalar. Concluiram ainda que as
infeccBes urindrias, determinadas por Escherichia
coli, estdo, com freqiiéncia, associadas a colonizacéo
fecal pelo mesmo microrganismo. As infeccOes uring-
rias, causadas por outros germes, foram comumente
adquiridas de fontes externas. Um grupo de autores
publicou, de 1962 a 1969, estudos sobre a epidemio-
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logia de Escherichia coli em hospital e a situag@o
dessa bactéria como agente de infecgOes hospitalares,
especialmente as das vias urindrias. Resumindo as
observacdes Turck & col.*® estabeleceram a seguinte
opinido: as observacdes efetuadas desde 1961 mos-
traram que os sorogrupos de Escherichia coli 04,06
e 075 eram mais prevalentes nas fezes de individuos
da comunidade*®. Quando as condigdes do hospe-
deiro eram apropriadas, esses microrganismos ten-
diam a provocar infeccbes ndo entéricas muito
mais freqlientemente que outros grupos de Escheri-
chia coli. No periodo de 1964 a 1966, fizeram
uma série de observagdes relatando os reservatorios,
as modalidades de infeccdo cruzada e os fatores
que interferem na persisténcia desses germes nos
individuos hospitalizados®>. Concluiram que os re-
servatorios de Escherichia coli 04, 06 e 075, dentro
do hospital, eram esparsos, que o seu isolamento
de objetos inanimados era muito infreqlente e
a bactéria ndo era mais prevalente em enfermarias
de clinica cirargica do que em enfermarias de
clinica médica. O Unico pardmetro que teve cor-
relagdo com a colonizacdo das fezes dos pacientes
por esses microrganismos foi o do uso de antibidtico
de largo espectro. No (ltimo estudo, levado a
efeito em 1968, por Turck & col.*® o carreamento
nas fezes de Escherichia coli 04, 06 e 075 na época
de admissdo ao hospital era de 34% do total de
pacientes; repetindo-se 0 exame ao final da interna-
cdo, essa porcentagem ndo sofreu alteracdio signifi-
cante. Com internagOes de até 21 ou mais dias,
a porcentagem de pacientes portadores desses soro-
grupos de Escherichia coli variou de 24,1% a 40,1%.

A aquisicdo dos grupos referidos ndo foi relacionada
com sexo, idade, raga, doencas
atingindo os pacientes, grau de debilidade, estacdo
do ano ou mesmo com tratamento antibidtico.
Os autores sugeriram que a epidemiologia e ecologia
das infecgdes por Escherichia coli estdo constante-
mente mudando, & semelhanca do gue ocorre com
as infecgOes causadas por Staphylococcus aureus.

Ndo ha duvida porém, para aqueles autores, que
os grupos 04, 06 e 075 sdo os mais frequentes
agentes responsdveis por infeccdo bacteriana por
Escherichia coli, permanecendo a duivida de serem
ol ndao mais virulentos que outros sorogrupos desta
espécie bacteriana, ou se, meramente, sdo eles res-
ponsaveis pela maioria de infeccGes ndo entéricas,
por causa de sua maior prevaléncia. Cooke & coi.?
ndo encontraram racas predominantes de Escherichia
coli em portadores fecais e em casos de infeccBes
urindrias em pacientes hospitalizados em enfermarias
de clinica médica.

Spencer & col.*® estudaram a epidemiologia das
infeccOes urindrias determinadas por Escherichia coli
em enfermaria feminina de clinica médica. Con-
cluiram pela presenca de sorotipos 02, 06, 07, 018 e
075 distribuidos, sem predominio de quaisquer deles,
em infeccbes cronicas. J& nas infecgOes agudas pre-
dominava um ou outro sorotipo, observando-se ainda
que, nas infeccOes crdnicas, com freqii€ncia, iso-
laram-se varios sorotipos simultaneamente, a partir

especificas de base
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das mesmas amostras de urina.

Assinale-se, aqui, a observacdo de Klebsiella sp.
ter sido reconhecida como germe de prevaléncia
ascendente, surgindo como contaminante cada vez
mais freqUente da flora respiratéria e da pele,
vindo a ser agente etiologico de graves infeccOes
hospitalares’ ©. Weil & col.’° referem-se a surtos
de infeccbes em hospital dos quais o agente etiolégico
é Klebsiella tipo 25. No estudo de Dans & col.'?,
referente as infeccOes por Klebsiella aerogenes no
Boston City Hospital, durante o ano de 1967,
verificou-se a presenga endémica de Klebsiella tipo
24, especialmente em enfermarias de servicos cir(r-
gicos; Klebsiella tipo 2 foi encontrada esparsamente
por todos os servicos de medicina e de cirurgia;
tanto o tipo 24 como o 2 de Klebsiella foram
muito relacionados com a instrumentag¢do endos-
copica e com cateterismo urindrio. Klebsiella tipo
26 foi encontrada freqliente e continuamente em
todo o hospital. Em 1967, as cepas de Klebsiella
eram menos sensiveis ao sulfato de kanamicina do
que em 1964, mantendo-se sensiveis cerca de 2/3
delas; guase todas as cepas eram sensiveis ao sulfato
de gentamicina.

Em bercério, apds a média de 4 dias de internacéo,
foi notada a colonizagdo fecal de 90% (36 em 40)
dos recém-nascidos® por duas racas de Klebsiella
sp., de sorotipos 2 e 11, kanamicina-resistentes.

A investigagdo foi realizada apbés o encontro de
Klebsiella sp. kanamicina-resistentes no sangue de
6 criancas. O modo de transmissdo dos germes
foi considerado o cruzado, através das maos do
pessoal hospitalar.

Em enfermaria de adultos, Selden & co no-
taram o0s seguintes resuitados em 162 pacientes
sob observacdo:

{a)} 30 doentes, quando internados, eram por-
tadores de Klebsiella sp. nas fezes; b deles apresenta-
ram infeccOes causadas -por Klebsiella sp., sendo
que, em 3, as racas causadoras foram as mesmas
isoladas das fezes.

(b) 31 doentes colonizaram-se com Klebsiella
sp., nas fezes depois de hospitalizados; 15 posterior-
mente apresentaram infecgOes causadas pelo mesmo
germe que, em 14 dos doentes, era do mesmo
sorotipo isolado das fezes.

{c} 101 doentes ndo tiveram infecgBes deter-
minadas por Klebsiella sp.; 11 deles estavam colo-
nizados pelo germe nas fezes, j4 na entrada ao
hospital ou depois de internados.

|.34

Eim doentss, no perfodo pos-transplante de rim?®,
mantidos hospitalizados ou ndo por periodos de
1 a 13 meses, nao foi notada diferenca do nGmero
de portadores fecais de Kiebsiella sp., para os
dois grupos.

Pseudomonas aeruginosa — Avaliando a colonizacdo
fecal por Pseudomonas aeroginosa, Stoodley &
Thom®** encontraram 4% de positividade em 50 pes-
soas normais; 13,6% em 103 doentes nao hospitaliza-
dos e 18,3% em 240 doentes internados em hospital.
Em casos de necropsia de doentes hospitalizados,



Rev. Microbiol. (S. Paulo) 3(4), 1972

houve 36% de positividade. Foi usada metodologia
especial para o isolamento do germe.

Diversos autores mencionam que um dos fatores
fundamentais para a colonizacdo fecal por esses
germes gram-negativos é a antibioticoterapia prévia.
Nédo pudemos confirmar essa assertiva, o que é
objeto de outras publicacdes®2*/32,34,38,54

Shooter & col.>® relatam que, durante sua per-
manéncia na enfermaria cirlrgica de homens, os
pacientes podiam tornar-se portadores de novas cepas
de Psedomonas aeruginosa e desenvolver infecgdes
clinicas com suas ragas proprias de bactérias; su-
geriram que estas novas racas poderiam resultar
de transferéncia de um doente a outro, ou de
infeccdo intestinal de diversos doentes a partir de
uma fonte comum. Ficou confirmado que os doentes
adquirem novas ragas de Pseudomonas aeruginosa,
durante sua permanéncia na enfermaria, que, como
na observacdo anterior, grupos de doentes portaram
uma raca comum durante o mesmo periodo de
tempo. Os resultados alicercariam a hipotese de
que os doentes contaminaram o ambiente da enfer-
maria muito mais que o ambiente teria sido a
fonte das ragas. Doentes com ileostomias, colos-
tomias e antibioticoterapia prévia pareceram mais
predispostos a coloniza¢cdo com Pseudomonas aeru-
ginosa.

Glover & Jolly'® estudaram a colonizagio do
tracto respiratério por bacilos gram-negativos. De
treze pacientes estudados, cinco tinham culturas
positivas para organismos gram-negativos, na fase
pré-operatério {38,5%) e onze vieram a dar culturas
positivas para essas bactérias no pos-operatorio
(84,6%). Os materiais cultivados foram do nariz,
garganta, escarro e aspirados de traquéia. Os treze
pacientes haviam sido submetidos, durante a cirurgia,
a entubagdo endotraqueal. Os tubos de entubacdo
foram retirados, em todos os casos, na fase de
recuperacdo pds-anestésica; tcdos os pacientes haviam
sido submetidos a alguma forma de respiracdo as-
sistida ou controlada. Todos os treze receberam
infusdes endovenosas e sete haviam sofrido cate-
terismo uretral. Os autores'® obtiveram 37,0% (10,
de 27} de culturas positivas no pré-operatdrio e
46,9% (60, de 128) no pds-operatério dos 13
pacientes estudados. Ndo mencionaram as espécies
bacterianas isoladas, nem fizeram avaliacdo da signi-
ficancia das diferencas das proporgGes encontradas.

Rose & Schreier®? estudaram o efeito da hos-
pitalizacdo e da terapéutica antibidtica sobre a flora
fecal de 234 pacientes internados no Hospital de
Veteranos de Wiscounsin, nos EUA. Estudaram 100
pacientes que permaneceram internados e outros
50 gue ndo foram medicados com esse tipo de
drogas. Desprezaram os dados referentes a Escherichia
coli, ja que consideraram sua presenga como pratica-
mente constante nas fezes humanas, sob todas as
circunstdncias. No grupo de 50 pacientes que ndo
haviam recebido terapéutica antimicrobiana, no de-
correr da internacdo, ndo se demonstrou aquisicdo
significante de qualquer tipo de microrganismo fecal.
Jéd no grupo que havia recebido terapéutica antimi-
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crobiana, observou-se acréscimo significante quanto
ao numero de microrganismos fecais no vigésimo
primeiro dia de internagdo, comparando-se esse re-
sultado com a situagdo existente na época da in-
ternagdo. O nlmero de pacientes portadores de
Klebsiella, identificadas por tipagem como Klebsiella
pneumonige, passou de 10% a entrada para
34% no vigésimo primeiro dia de internagdo
{p = 0,05). Os antimicrobianos que mais favoreceram
o surgimento de maior nimero de portadores de
flora fecal no referido hospital foram a ampicilina,
a penicilina G e combinagdes antibibticas variadas.
Rose & Schreier®? concluem admitindo que, exclui-
da Escherichia coli, a aquisi¢ao de bacilos gram-nega-
tivos nas fezes de pacientes hospitalizados foi se-
cundéria ao uso terapéutico de antimicrobianos e
ndo ocorreu somente por uma exposi¢cdo a flora
nosocomial. O encontro de bacilos gram-negativos
nas fezes, segundo Rose & Schreier®?, varia de
dia para dia. A variagdo dos achados de Proteus
sp. pode ter alteracdo diaria de 11% a 75%.

Na pele, Stratford & col.*3 correlacionaram uma
colonizacdo muito maior em pacientes hospitalizados,
por bacilos gram-negativos, com a gravidade de
salide fisica dos pacientes, quando a flora cuténea
normal foi substituida por aerdbios gram-negativos.
Em pacientes ambulatoriais psiquidtricos e nos pré-
operatdrios eletivos, encontraram predominéncia de
Staphylococcus aureus sobre a flora de gram-nega-
tivos. Entre os acometidos de doenca grave, sujeitos
ou ndo a tratamento cirurgico, a predomindncia de
gram-negativos sobre estafilococos foi retevante. Os
materiais de cuitivo foram obtidos de nariz, garganta,
axila e perineo. Assinalam um fato extraordiério:
um paciente que apresentava flora superficial normal,
adquiriu preponderantemente Escherichia coli, em
duas horas apds parada cardiaca. Na opinido dos
autores, ndo houve influéncia da antibioticoterapia
sobre a progressiva predomindncia de germes gram-
negativos na flora superficial dos doentes graves.
Nos pacientes de nossa casuistica, houve nitido
aumento do nGmero de portadores cutdneos de
gram-negativos, durante o periodo de internacdo,
sem que estivesse a maioria deles em mds condigGes
de salde.

As nossas observacOes estdo em contradi¢gdo com
as de Johanson & col.??, que ndo demonstraram
aquisicdo de germes gram-negativos aerobios na oro-
faringe da populagdo hospitalizada que avaliaram.
Esses autores verificaram aquisicdo de germes gram-
negativos s6 nos pacientes em péssimas condicdes
de satGde, admitindo, em conceito amplo, a “menor
capacidade depurativa bacteriana dos mecanismos
de defesa da orofaringe””. Uma populagdo de pacien-
tes com agravos fisicos, moderados ou leves, em
grande parte compardvel a de nossa casufistica, além
de individuos normais, ligados ou ndo ao hospital,
e de doentes psiquidtricos, em comprometimento
orgadnico, ndo adquiriu germes gram-negativos, quan-
do hospitalizada.

Os microrganismos colonizados nas vias aéreas
superiores sdo responsdveis, pelo menos em parte,
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pela etiologia das pneumonias desses pacientes, so-
bretudo nas doengas muito graves.

O conjunto de trabalhos discutido parece fa-

vorecer o ponto de vista de que os doentes hos-
pitalizados estao sujeitos a equisicdo de uma flora
nas enfermarias, pelo menos quantitativamente di-
ferente daquelas que eram portadores fora do hos-
pital. Os nossos resultados confirmam essa opinido.

E

provdvel que a colonizagdo por gram-negativos

dentro do hospital concorra, epidemiologicamente,
como fonte para o maior nlmero de infecgdes
hospitalares causadas por germes gram-negativos, co-
mo se observar atualmente.
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12.

13.
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Transcricdo génica em bactérias®

Walter Colli**

Resumo

Os artigos mais importantes, referentes a transcrigdo génica em organismos procariotas, foram
revisados. Perguntas fundamentais, que devem ser feitas no estudo de processos transcritivos, sdo
discutidas. O modelo de regulagdo do operon da lactose, que inclui os conceitos de regulacdo negativa
e positiva, € apresentado. A estrutura da RNA polimerase € descrita, dando-se énfase ao papel de
suas diversas subunidades. As funcdes de 0 na ligagdo com o DNA ‘“‘template’”’, de. p nos processos
de terminalizacdo, de ¥ na transcri¢do de genes RNA ribossomico, e de CAP no controle positivo
da transcrigdo sdo discutidas.

Summary
Gene transcription in bacteria

Gene transcription in procaryotic organisms is reviewed. Fundamental questions that must be made
when one studies transcriptive processes are discussed. The model of regulation of the lactose
operon, which includes the concepts of negative and positive regulation is presented. A description
of the structure of RNA polymerase is given, with emphasis on the role of its many subunits.
The function of ¢ in the binding with the DNA template, of p in the termination process, of Y in
the transcription of ribosomal RNA genes, and of CAP in the positive control of transcription
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is also inciuded.

O termo transcricdo é usado comumente para
exprimir o processo pelo qual a informagao contida
na molécula de DNA é copiada durante a sintese
de RNA. Ao contririo da replicagao, que envolve
sintese de uma molécula de DNA e estéd diretamente
relacionada com a transmissdo da informagao as
linhagens descendentes, a transcricdo define a copia
da informacdo génica numa molécula de RNA com-
plementar que ird, em Ultima andlise, dirigir a
construgdo da estrutura primaria das protefnas sin-
tetizadas pela célula. Essa conceituacdo desenvol-
veu-se na década de 1950, quando foi proposto
modelo para explicar o fluxo de informacdo no
interior de uma célula:

replicacdo
transcricao
DNA =RNA

tradugdo
#=PROTEINA

Fica evidente, através de um simples exame do
modelo acima, que a sintese de uma proteina
especifica, produto final da expressdo de um gene,
‘pode ser controlada através de processos que inter-
ferem com a transcricdo, com a tradugdo ou com
ambas. Entretanto, estd cada vez mais claro que,
nas células bacterianas (procariotas em geral), o
controle se dé principalmente ao nivel da transcrigdo.

E necessario dizer que, por transcricio, entende-se
também a sintese de espécies estdveis de RNA,
ou seja RNA de transferéncia (tRNA) e RNA
ribossdmico (rRNA). Desde o trabalho cléssico de
Burgesss, sabe-se que, em procariotas, existe apenas
uma RNA polimerase que é capaz de catalisar a
transcricdo de qualquer uma das espécies de RNA.

De um modo geral, devem ser feitas as seguintes
perguntas quando se estuda um processo trans-
critivo! 7
1 — Quais sdo as unidades de transcricdo?

No momento atual, tenta-se responder a essa per-
gunta, estudando-se 0 tamanho do RNA sintetizado
e a localizacdo da porcdo do genoma na qual se
processou a transcricdo. lIsto implica também no
conhecimento do local onde se iniciou e onde
terminou a sintese de uma espécie particular de
RNA. Finalmente, é escopo desse primeiro item
saber qual a seqliéncia nucleotidica do RNA sin-
tetizado, tarefa mais dificil de ser realizada e que
estd sendo focalizada em alguns casos especiais2 s
41,46
2 — Qual é a fungio de cada RNA sintetizado ?

N3o satisfaz ao pesquisador saber apenas como e
onde um RNA particular é sintetizado. Hé necessida-
de de estabelecer-se a correlacdo entre ele e a
proteina a ser sintetizada. Nesse caso, é importante

* Simbolos e abreviagBes usadas: § (Beta), 0 (Sigma), @ (Ala), p (Ro), w (Omega), ¥ (Psi), ¢ (Fi),
A {Lambda), DNA (dcido desoxirribonucieico}, RNA (4cido ribonucieico), ATP {adenosina trifosfato),
PPGPP (guanosina tetrafosfato), 3'6° AMP (adenosina monofosfato ciclico), CAP ("catabolite

activating protein’’).

** Departamento de Bioquimica, instituto de Quimica, U.S.P., Sdo Paulo, SP, Brasil.
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saber se uma determinada molécula de RNA ¢é
traduzida integralmente ou se porgOes de sua se-
gléncia nucleotidica permanecem silenciosas durante
a tradugdo. Além disso, é possivel que a molécula
de RNA sofra modificages pos-transcricionais, antes
de ser traduzida. Esse fendmeno, cuja existéncia
é comprovada em células de eucariotas, € mais
dificil de ser demonstrado em procariotas, embora
ja existam evidéncias de que, em alguns casos, o
RNA sintetizado em procariotas seja maior que o
RNA funcional, normatmente encontrado®?®:%%,

3 — Qual é a segiiéncia temporal, durante a qual
transcritos individuais de RNA aparecem no
ciclo de crescimento do organismo?

4 — Como sdo controladas a sintese das unidades
transcritas e a expressao da. seqliéncia tem-
poral?

Essas duas perguntas sdo de enorme importéncia
porque resvalam no problema do controle da expres-
sdo génica. Para dar apenas um exemplo, vejamos
o caso de algumas bactérias do género Bacillus.
Em determinadas condigOes, essas bactérias se trans-
formam em esporos que ddo a espécies melhores
condicdes de sobrevivéncia face a um ambiente
desfavordvel. Durante a esporulacdo, ocorre uma
série de fendmenos bioquimicos: desaparecem os
citocromos responsaveis pelo metabolismo aerébico,
com aparecimento de um novo sistema de transporte
de elétrons; ha reducdo da quantidade de ribossomos
e a virtual paralizacdo da sintese de RNA ribos-
sdmico. Por outro lado, mensageiros especificos
sdo transcritos no - sentido de sintetizar enzimas
responsaveis pelo aparecimento das estruturas es-
pecificas do esporo. A RNA polimerase da fase
vegetativa é modificada em algumas de suas subuni-
dadses, alterando-se, provavelmente, a especificidade
de transcricdo®®. A esporulagio é um fendmeno
de diferenciagdo celular, talvez o mais simples de
todos”®. O conhecimento do mecanismo molecular,
pelo qual uma célula inicia e termina a expressdo

‘Mono

Walter Colli

de um gene, é de fundamental importdncia no
entendimento do processo de diferenciacdo celular.
Nesse sentido, as bactérias esporulantes constituem-se
excelentes sistemas de estudo.

A organizagdo da informagdo obtida na Gltima
década foi promovida e facilitada, pelo menos para
os genes bacterianos, pela hipdtese de Jacob &
d*®. Na sua forma mais atual, a hipotese
{Fig. 1) prediz que a unidade funcional da expres-
sdo génica é o operon, representado pela seqliéncia
linear de genes contiguos, responsdveis pela sintese
de enzimas pertencentes 4 mesma via metabolica.
Esses genes, chamados estruturais, seriam transcritos
em conjunto, produzindo-se um RNA mensageiro
(mRNA) Unico, poiicistronico {poiigénico). Na regido
do genoma onde tem inicio a transcricdo, existe
um .agregado de “‘locais’’ regulatdrios que parecem
controlar se o operon deve ou ndo ser transcrito.
Esses locais incluem o sitio promotor, no qual se
liga a RNA polimerase para dar inicio ao processo
transcritivo, e o s/tio operador, no qual se exerce
o controle negativo da transcrigdo, através da ligacdo
com o repressor. O repressor, por sua vez, é 0O
produto da atividade de um gene regulador que ndo
precisa necessariamente estar proximo do operon,
no genoma bacteriano. Resultados mais recentes
indicam que, na regido do genoma onde se encontra
o sitio promotor, pode haver interacdo com fatores
proteicos especificos, necessarios para que a transcri-
¢do tenha inicio®>77. Embora isso ndo possa ser ge-
neralizado, ha fortes evidéncias de que em E. coli
funcionem, dessa maneira, o operon da arabinose®®
e ¢ operon da lactose’ . Nesse Gltimo caso, utilizando-
se de um sistema /n vitro, que continha o operon
da lactose purificado, RNA polimerase, nucleosidios
trifosfato, ribossomos, aminodcidos e RNA de trans-
feréncia, foi possivel demonstrar-a sintese da enzima
B-gatactosidase, que é estimulada por um fater pro-
teico {CAP), na presenca de 3'—5' AMP ciclico’ .77

Esses resultados vieram esclarecer o fendmeno, de

1 i
Loy . y .
0,65 X 10° 2,28 x 10° 0,5 x 10%]0,53x10® CROMOSSOMO
L TRANSCRICAO
% v
Do ppmemansanitd :e 4 s <_.: mRNA
3
)
< + TRADUCAO
: 3 b J
rgpriggon (A) g‘@!ilﬁ!‘:?QSuEﬁsi PERAMBEACE ACETiLASE PROTEINAS
ATIVO
Bel =2g’
Fig. 1 — Esquema do operon envolvido na sintese de enzimas responsaveis pelo metabolismo da lactose em E. coli
Os nameros indicam o peso molecular aproximado da dupla cadeia de DNA para cada gene. O gene regulador {i) e seu

promotor (p;) ndo estdo ligados ao operon. Fazem parte do operon 0s genes estruturais z, ¥, a queé contém a informagéo
para a sintese das enzimas [-galactosidase, permease e acetilase, respectivamente, o sitio operador (o) e o sitio promotor (p).
----------- cotidica do sitic operador tem afinidade pelo repressor, que € o produto proteico do gene regulador.

A SEq\.:n;uL,;a nuclectidica do sitic operador dage

A transcricdo do operon se dé desde que o sitio operador ndo esteja bloqueado pelo repressor (R), apds a ligagdo da
RBNA polimerase ao sitic promotor. Isso ocorre quando a bactéria estd em presenca de lactose, ocasido em que O repressor
tem sua afinidade pelo operador diminuida (R’), em virtude da associagdo com o indutor {I} que é, provaveimente,
um produto derivado da lactose. O local de atuagdo do fator proteico CAP (3° B’ - AMP) é no promotor {p).
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hé& muito conhecido, da repressio por catabdli-
t0?7,59.57,72,73 Dpg fato, quando E. coli é crescida
em meio rico em glicose, a presenga de lactose ndo
induz a sintese coordenada das enzimas $-galactosi-
dase, permease e acetilase (ver Fig. 1). O mesmo
ocorre com outros aglcares incapazes de induzir as
enzimas responsaveis pelo seu metabolismo, na pre-
senca de glicose. O crescimento em presenga de gli-
cose provavelmente inibe a adenil-ciclase, enzima
responsavel pela conversdao de ATP em 3'—5' AMP
ciclico®®. A falta desse nucleotidio nio permitiria
a ligagdo eficiente de fatores proteicos estimulatérios
(p. ex. CAP) com o sitio promotor.

Do que foi dito, depreende-se que o controleda
transcricdo, em bactérias, se da por dois mecanismos
basicos: o controle negativo, que funciona ao nivel
do operador, basicamente inibitoério, e o controle
positivo, basicamente estimulatorio, operando, pro-
vavelmente, ao nivel do promotor. Entretanto, para
se compreender mefhor o processo da transcrigdo
¢é necessario que se discutam algumas caracteristicas
da RNA polimerase.

RNA polimerase — A RNA polimerase, de Escherichia
coli, foi a primeira enzima a ser extensivamente
purificada, apresentando homogeneidade pelo critério
da eletroforese em gel de poliacrilamida, apds tra-
tamento com dodecil sulfato de sodio®. Embora a
enzima de Azotobacter vinelandii também tenha
sido bastante purificada“, a maior parte dos estudos
foi feita com a enzima de E. coli. Essa enzima
possui 4-subunidades principais que foram chamadas
de §', B, 0, a com pesos moleculares de 155.000
-165.000, 145.000-155.000, 85.000-80.000 e 39.000
-41.000, respectivamente, estimados através de ele-
troforese em gel de poliacrilamida9. Na maior parte
das preparacOes dessa enzima, 0s mesmos autores
identificam uma quinta subunidade, denominada w
de peso molecular 10.000. Discute-se se essa subuni-
dade seria um componente funcional da enzima'”,
embora a adenilacdo da RNA polimerase de Bacillus
subtilis*®, provavelmente em w, (Torres, comun.
pessoal), torne a enzima inativa. A presenca de
w na enzima de E. coli foi confirmada por Berg &
Chamberlin®.

Existem duas formas ativas da enzima que foram
bem estudadas, a holoenzima, que é a enzima
completa contendo todas as subunidades, e a “core”
polimerase, que ndo possui a subunidade 0. A remo-
¢do de 0 da holoenzima pode ser feita por croma-
tografia em colunas de fosfocelulose®. Ambas as
formas sdo ativas na copia de polimero sintético
poli dAT e de DNA fragmentado, mas somente
a holoenzima transcreve com eficiéncia DNA intacto
de fago Ta, por exemplo®S. Estudos da composico
quanto as subunidades sugerem, portanto, a com-
posicdo a,, B, B, o, (w,) para a holoenzima®.
Fases da sintese de RNA — A sintese de RNA
in vitro, catalisada por preparagOes puras de RNA
polimerase, pode ser dividida em 4 fases distintas:
ligagdo com o “template’’, iniciacdo da cadeia de
RNA, alongamento e terminagdo. O estudo detalhado
de cada uma dessas fases é de extrema importancia,
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pois o controle da iniciagio e da terminacdo da
sintese de RNA é essencial ao controle da expressdo
génica. Nesse caso, outra pergunta importante pode
ser feita: de que modo a enzima é capaz de selecionar,
com fidelidade, sitios de inicia¢do e terminagio?
(a) Ligagdo com o “template”

Na auséncia de nucleosidios-trifosfato, tanto a ho-
loenzima como a “core’ polimerase tém capacidade
de ligar-se a polidnions, dos quais o DNA é aquele
que nos interessa. Como a pH 7,0 a enzima estd
negativamente carregada, é imperativo concluir que
ela deva ter, em partes de sua superficie, regides
positivamente carregadas para que ela se ligue no
“template’’. Estudos feitos com as subunidades
separadas demonstraram que somente a subunidade
' é capaz de ligar-se eficientemente ao DNA nativo
segundo Sethi- (citado por Burgess!®). Isso leva 3
conclusdo de que ' é a subunidade responsavel
pela ligagdo com o DNA. Entretanto, a ‘‘core”
polimerase tem uma capacidade fraca de associagdo
in vitro com o DNA, havendo a necessidade de ¢ e
de temperatura acima de 20°C para que o complexo
adquira baixa constante de dissociacio®*%/7¢, E sa-
bido que a RNA polimerase completa (holoenzima)
é capaz de catalisar o processo transcritivo /in vitro
de forma assimétrica, isto é, copiando apenas uma
das cadeias do DNA nativo?®21.59 ¢ assemethando-
se, portanto, ao que ocorre in vivo>* % . Ainda mais,
usando-se como ‘“‘template” DNA de diversos
virus??*?  obtém-se transcricio apenas dos genes
primarios {'’early” genes), isto é, dos genes que
sdo transcritos no inicio da infecgdo, quando se
estudam sistemas /n vivo. A “core’’ polimerase, por
outro lado, copia DNAs “template” de modo si-
métrico (com as duas cadeias copiadas igualmente)
e ndo reconhece pontos de iniciacdo especificos® 33+
65,67, Levando-se em consideracio que inGmeras
regides do DNA tém carga negativa e seriam, por-
tanto, sftios potenciais de ligacdo, é de se supor
que a enzima colida com tais sitios até encontrar
uma iregido. onde o complexo formado é de baixa
constante de dissociagdo. Essa regido seria um pro-
motor, a partir do qual ter-se-ia uma correta iniciagdo
da leitura. Os experimentos sugerem, fortemente,
a necessidade de o para uma correta iniciacdo e para
estabelecer um complexo estavel. Nas concentragGes
normais de reagentes, a ligagdo da enzima com o
DNA se completa em alguns segundos.

O papel de 0 — Como foi dito acima, a ‘‘core”
polimerase contém o sitio catalitico para a sintese
de RNA, mas sua capacidade de transcrever DNA
intacto de bacteridfago é muito pequena. Por outro
lado, ¢ ndo possui atividade catalitica, mas tem
grande afinidade pela ‘‘core’”’ polimerase a qual se
liga em quantidades estequiométricas, reformando
a holoenzima que é ativa na transcricdo de genoma
de bacteriofagos’ ' 1237, (O estimulo da transcri-
¢do, obtida com .o, se déd em virtude do aumento
no namero de cadeias iniciadas e ndo do aumento
na velocidade de alongamento da cadeia’!/®°. Além
disso, a acdo de ¢ é catalitica, sendo liberado da
holoenzima logo apds a iniciacdo da cadeia e subse-
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quentemente reaproveitado por outra molécula de
polimerase, promovendo o inicio de nova cadeia
de RNAS/1245 A dissociagio de o da holoenzima
parece ser promovida pela presenca do RNA for-
mado®4#5 | conclusio essa reforcada pelo fato de que
polinucleotidios monccatenarios ('’single-stranded’)
promovem a dissociagdo in vitro'®. A figura 2
esquematiza o ciclo de ¢ durante a transcrigdo®®.

Como a RNA polimerase (holoenzima) de Esche-
richia coli é capaz de transcrever com fidelidade
e assimetricamente ndo apenas DNAs de bacterié-
fagos espécie-especificos, mas também DNAs de bac-
teri6fagos de outras espécies bacterianas®' e de virus
animais” 53242 pode-se dizer que 0 ndo sO estd

intimamente envolvido no reconhecimento de sitios

promotores especificos, mas também que tais sitios,
ou porgdes deles, foram mantidos relativamente
constantes durante a evolugdo. Considerando-se que,

E ‘—7—’E0’

o

DNA

Eo—-DNA

/DNA
E
“SRNA

Figura 2 — Ciclo de O durante a transcrigcdo. Calcula-se que
seja reutilizado 5 vezes em média.

nem o, nem a “‘core’”’ polimerase se ligam eficiente-
mente ao DNA, admite-se que, de alguma forma,
ambas contribuem para a formacdo de complexo
DNA enzima de baixa constante de dissociagao.
(b} Iniciagcdo

A iniciacdo do processo transcritivo é definida pela
ligacdo orientada de dois nucleosidios-trifosfato a
enzima, pela eliminagdo da pirofosfato, formando-se
um dinucleosidio-tetrafosfato. No caso de DNAs
nativos de bacteri6fagos, que sdo os ‘‘templates”
mais estudados até o momento, o nucleosidio-trifos-
fato da extremidade 5’ (inicial) é predominantermente
ATP ou GTP5%. Exemplificando, se a transcricdo
de uma determinada cadeia se inicia por ATP,
seguida da adicdo de GTP, formar-se-d4 um dinucteo-
sidio-tetrafosfato que pode ser escrito como pppApC.
A iniciagdo é blogueada pelo antibidtico rifamicina
que se liga especificamente & subunidade 8 da
RNA poiimerase. A droga ndo impede a iigagdo
da enzima aos sitios promotores do DNA'7. Com a
holoenzima, a iniciacdo /n vitro demora de 1 a
2 minutos.

(¢} Alongamento

A adicdo de nucleosidios-monofosfato & extremida-
de 3’ da cadeia nascente de RNA é definida como
alongamento. Vérios autores’ 25,5 obtiveram ve-
locidades de alongamento /in vitro comparaveis as
de transcricdo /in vivo. Cassani & col.'® demonstram
que o antibibtico estreptolidigina blogueia o processo
de alongamento, ligando-se @ enzima e ndo ao DNA
"“template’’. Como foi discutido anteriormente, em
algum ponto durante o processo de alongamento
o se libera da holoenzima e a “core’ polimerase
continua o processo transcritivo. O crescimento da
cadeia é rdpido, estimando-se a velocidade de leitura
de 40 a 100 nucleotidios por segundo!”.

(d)} Terminagcdo

Os processos que levam a terminacdo e liberacdo
da cadeia de RNA transcrita ndo sdo perfeitamente
entendidos. Entretanto, o trabalho desenvolvido com
DNAs de bacteriofagos permitiu o equacionamento
de vérias possibilidades que estdo sendo ativamente
experimentadas. Parecem ser duas as maneiras prin-
cipais pelas quais ocorre o processo de terminacdo:
a) terminacdo induzida por uma seqléncia de nu-
cleotidios no DNA “template’”; e b) terminagdo
induzida por p.

Siegel & Summers®? demonstraram que, quando
uma célula de Escherichia coli é infectada pelo
bacteriéfago T,, apenas 4 espécies de RNA sdo
transcritas do genoma do fago pela RNA polimerase
bacteriana (‘early genes”” ou genes primérios}. As
quatro espécies de RNA, quando analisadas, apresen-
taram ‘0s seguintes pesos moleculares: 1,1 x 10°,
045 x 10° 0,29 x 10° e 0,20 x 10°. E pre-
ciso notar que esses estudos foram feitos em presenca
de cloranfenicoi durante a infecgdo, com a finalidade
explicita de inibir a sintese proteica pelos ribossomos
bacterianos. Chamberlin & col.!® demonstraram que,
logo no inicio da infec¢do, forma-se uma nova
RNA polimerase codificada pelo genoma do fago,
que serd a responsdvel pela transcricdo dos genes
“tardios”. Essa nomenclatura é usada para distinguir
os transcritos, sintetizados no inicio da infeccdo que
ndo dependem de sintese proteica bacteriana (pri-
mérios ou “‘early”’), daqueles que dependem da
sintese proteica (tardios ou ‘late”) e, portanto,
que ndo aparecem quando a infeccdo é feita em
presenca de cloranfenicol. E forcoso concluir que
um dos transcritos observados por Siegel &
Summers®? seja o mRNA responsdvel pela sintese
da RNA polimerase especifica do fago. Em con-
seqiéncia, o0 DNA de T, deve ter pelo menos duas
ciasses de promotores, uma para 0s genes primarios
e outra para os genes tardios.

O uso de DNA de bacteri6fago T7 in vitro,
como “template” da RNA polimerase bacteriana,
fornece um RNA dnico, de peso molecular de
22 x 10°%, que é aproximadamente a soma dos
pesos moleculares das quatro espécies de RNA
sintetizadas in vivo, apds infeccdo da bactéria com
fago T7. Esse fato, juntamente com outras evidéncias
circunstanciais, leva a hipOtese de que o DNA
em questdo possua sinais de terminacdo da trans-
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crigdo que sdo reconhecidos pela RNA polimerase
que, por sua vez, seria liberada do ‘‘template”
apés atingi-los®S.
fago fd (forma replicativa), ¢ 80 e T, levaram
3 mesma conclusdo®2.55.67,

Roberts®® isolou, de E. cofi nio infectada, uma
proteina que, adicionada a um sistema de transcri¢éo
in vitro, é capaz de estancar o processo. Essa pro-
tefna, denominada p, ndo é uma nuclease, tem peso
molecular de aproximadamente 200.000 e é um
tetrdmero. Embora, atualmente, se discuta o local
exato da atuacdo de p*7, estudos recentes demons-
tram que P é capaz de reconhecer sinais especificos
do DNA que nd3o sdo os sinais de terminacdo
acima descritos. A presenca de p, no sistema in vitro,
faz liberar cadeias curtas de RNA, mas ndo permite
a liberagdo da RNA polimerase do “template”! 722,
61 .

Esses resuitados sugerem que, possivelmente, as
quatro fragdes de RNA de Siegel & Summers®?,
obtidas /n vivo, tenham sido produzidas pela agdo
de p sobre sinais de reconhecimento especifico
(tentativamente trés), antes que a RNA polimerase
atingisse o sinal de terminagdo fucleotidico ndo
depende de 0. que demarcaria o fim da seqiiéncia de
de genes primarios (“‘early’’}. ‘

Essas conclusdes sdo especulativas, mas tudo
leva a supor que DNAs de bacteriéfagos (e possivel-
mente bactérias) possuam alguns sinais de terminacdo
que sdo reconhecidos pela RNA polimerase e que
estariam no final de grandes unidades transcritivas,
e locais de ligagdio com fatores proteicos (p, por
exemplo}, que serviriam para o reconhecimento
especifico de unidades genéticas menores, incluidas
na unidade transcricional maior. Szybalski & col.®®
propuseram um novo termo, que ainda ndo caiu
em uso comum, para definir essa situagdo. Para
esses autores, uma unidade transcritiva que inclua
diversos operons, mas que possua um promotor
Gnico, chamar-se-d transcripton ou escripton. O
transcripton pode conter varios locais de controle
positivo e negativo, de tal modo que a expressdo
de seus vdrios operons ndo necessite ser totalmente
coordenada. Embora os autores tivessem proposto
o termo para o caso especifico de fago A, sem
fazer correlacGes mais gerais, vale a pena menciona-lo.

O fator Psi ({) — Quando E. coli cresce rapidamente,
40% do RNA sintetizado é RNA ribossdmico. Entre-
tanto, numa reagdo /n vitro, usando-se DNA de
E. coli como “template’” e RNA polimerase, menos
de 0,2% do RNA sintetizado é RNA ribossomi-
co?3:58,70  Esse fato indica que a iniciacio da
transcricdo /n vivo é eficiente, mas sugere, também,
ndo ser propriedade da enzima iniciar a transcricdo
in vitro dessa classe particular de genes. Esse ra-
ciocfnio levou Travers & col.”® a proporem a
existéncia de um fator, a semelhanca do fator CAP
jé discutido, que eles denominaram . Além disso,
os autores sugeriram que a transcricao diferencial,
de diferentes classes de genes durante o desenvolvi-
mento, seria desencadeada por fatores do tipo ¥

Estudos similares com DNA de.
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(CAP incluido), que seriam fatores secunddrios de
regulacdo positiva, reconhecendo promotores especi-
ficos. Esse fator, que foi encontrado em extratos
bacterianos apds remocdo de todos os elementos
particulados da célula, de fato estimula a sintese
in vitro de RNA ribossOmico que, nesse caso,
representa 30-40% do RNA sintetizado.

A restricdo de aminodcidos a determinadas cepas
de E. coli (“stringent”) resulta em inibicdo da
sintese de espécies estdveis de RNA (RNAs ribos-
sdmicos e de transferéncia), preferencialmente?®.5¢,
Um evento paralelo a esse fendbmeno é o acimulo
répido de guanosima tetrafosfato ppGpp'3+' %, que
poderia, entdo, ser inibidor da sintese de RNA
ribossdmico’ *.

Travers & co experimentaram o efeito de
ppGpp na sintese /in vitro de RNA ribossdmico,
estimulada por fator ¥, e o resultado inibitorio
foi de 50-65% em relagdo ao controle, enquan-
to a inibicdo por ppGpp, da mesma atividade trans-
cricional pela holoenzima na auséncia de {, foi
de apenas 10%. Esses resultados indicam a similarida-
de entre os fatores CAP e V.

A existéncia do fator Y tem sido contestada,
entretanto, pela observacdo de Travers* de que o
aumento da concentracdo de mercaptoetanol de
10°M a 10%M no meio de reagdo estimufa a
sintese de RNA ribossdomico /in vitro, na auséncia
de Y. Pelos recentes trabalhos de Haseitine®? e
Hussey & Losick®®, utilizando condigGes mais rigo-
rosas de hibridizagcdo, foram obtidos resultados pré-
ximos aos de Travers, sem utilizacdo de .

E nossa opinido que, como no caso de CAP,
muito operons funcionem desse modo, pois ¢ ndo
seria suficiente para o reconhecimento especifico
de operadores. A existéncia de fatores proteicos
(associados ou n3o a nucleotidios), que serviriam
como elementos secunddrios especificos de controle
positivo, impde-se como uma deduggo logica®® 42,79,

Nesse sentido, torna-se interessante o estudo do
mecanismo de esporulagdo em bactérias do género
Bacillus. De fato, demonstrou-se*® que a RNA
polimerase de B. subtilis, em fase vegetativa de
crescimento, é capaz de transcrever, in vitro, DNA
sintético {poli dAT) e DNA de fago ¢e. O fago
¢e & um virus de Bacillus subtilis que consegue
infectéd-lo. somente na fase vegetativa de crescimento,
mas é incapaz disso quando a célula bacteriana estd
comprometida com a esporulagdo. A RNA poli-
merase extraida de B. subtilis em esporulagdo &
incapaz de transcrever DNA de fago ¢e, mas trans-
creve poli dAT.

Nesse caso, deve-se concluir que, durante a di-
ferenciagdo da célula bacteriana para esporo, ocor-
re uma mudanca de especificidade da RNA po-
limerase pelo substrato. De fato, diferencas na
subunidade $ e o foram detectadas entre enzimas
extraidas nos dois estigios citados do ciclo de
crescimento dessa bactéria®®.5!, Esses dados ficam
mais interessantes quando se sabe que, durante a
esporulagdo, hd uma parada de sintese de RNA

|70

*Comunicacdo no Intern. Symp. Prot. Synthesis and Nucl. Acids, La Plata, Argentina, 1971.
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ribossémico®?.

Considerando-se que durante os primeiros 10
minutos na germinacdo do esporo, o RNA sintetizado
é, na maior parte, formado de espécies estdveis
- rRNA e tRNAZ, seria interessante saber que RNA
polimerase estd transcrevendo esses genes, pdis a
enzima presente no esporo em germinagdo nédo
deveria sintetizar rRNA, tendo-se em conta que,
nesse periodo, ndo hd sintese proteica. Uma das
possibilidades seria a ativacdo de um fator proteico
qualquer, presente no esporo, por modificacGes in-
troduzidas no meio de cultura, conferindo especifi-
cidade de ligacdo a polimerase pelos promotores
que controlam os genes responsaveis pela sintese de
RNAs estdveis. A descoberta de tal fator poderia
ser facilitada por resultados recentes que demonstram
ser possivel isolar genes para RNA ribossdmico
em razodvel estado de pureza®!.?2,
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