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Comportamento nuclear no heterobasidiomiceto Filobasidium floriforme

Jodo S. Furtado*

Resumo

Coloracsio, pela técnica de HCI-Giemsa. do fungo heterobasidiomiceto, bipolar, geneticamente dimarfico, Filobasidium
floriforme Olive {Ustilaginales, Filobasidiaceae). O processo de dicariotizagdo ocorre pela migracdo de nucleos através de
tubos de fusdo produzidos a partir de duas células leveduriformes conjugantes ou de vérias (até sete), com evidéncia de mi-
graco nuclear preferencial. A célula dicariética da origem a hifas bem desenvolvidas que apresentam ansa no septo e cres-
cimento axial predominante. H& tendéncia de retorno & condicdo monocarittica, em conseqtiéncia de divisGes nucleares
assincronas, degeneraco de um dos dois nicleos do dicario eu da formagédo de ramificaces uninucleadas. A desdicarioti-
zacdo usualmente conduz & formacg#o das estruturas "“haustoritides”, descritas por Olive. A pequenez dos nucleos resultan-
tes da cariogamia torna a contagem de cromossomos incerta, mesmo nos estagios paqguiteno e diploteno. A mitose pds-
-meibtica deixa o basidio com oito nicleos, os quais migram para 0s oito basidiosporos presos no apice expandido.

Summary

Nuclear behavior in the heterobasidiomycetes Filobasidium floriforme

HCI-Giemsa staining of the genetically dimorphic, bipolar, heterobasidiomycetes Filobasidium floriforme Olive (Ustilaginales,
Filobasidiaceae). Dikaryotization occurs through nuclear migration within fusion tubes produced from usually two, but not
uncommonly more (up to seven) yeast-like monokaryonts, with evidences of preferential nuclear displacement. Dikaryotic
cells give rise to well developed hyphae that exhibit clamp-connections at the septa and a predominant axial growth. A marked-
tendency to return to the monokaryotic stage is due to asynchronous nuclear division, degeneration of one of the nuclear
pair of the dikaryon, or the formation of uninucleate branches. Consequently, the cell loses the hyphal habit and gives origin
to the “haustoriod"” structure of Olive. The smallness of the fusion nuclei made chromosome counts uncertain even at
pachytene-diplotene stages. Post-meiotic mitosis leads to an eight-nucleate basidium that produces eight sessile basidiospore
primordia that may be induced at the end of second meiotic division when the basidium has only four nuclei. The occurrence
of basidium with four uninucleate and four anucleate basidiospores reveals a deviation in the nuclear pattern during basidios-
porogenesis.

Introdugdo

Filobasidium floriforme Olive € um fungo heterobasi-
diomiceto que produz basidios tipo-Tilletia, proposto
para a tipificac8o de um novo género e nova familia, Filo-
basidiaceae, incluida em Ustilaginales, embora ndo neces-
sariamente como um ‘‘carvdo’’(7).

0O fungo foi isolado de inflorescéncias mortas de Erian-
thus giganteus (Walt.) Muhl. e caracterizado por células
monocarioticas leveduriformes blastoporulantes que
exibem padr#io de sexualidade bipolar heterotélico; esta-
gio dicariético micelial cujas hifas apresentam ansa
{“clamp-connection’’}) no septo; pro-basidio de parede
pouco espessada e de didmetro pouco desenvolvido,
asseptado, que produz seis a oito, mais raramente cinco

* Instituto de Botanica, Caixa Postal 4005, 01000 S&o Paulo SP.

e comumente sete, basidiosporos sésseis presos a apice
abruptamente expahdido. Coldnias leveduriformes ndo
formaram hifas ap6s varios meses em cultura, em diver-
SOS meios:.

O género foi adicionado da espécie Filobasidium cap-
suligenum {(Fell et al) Miranda, resultante da combinagéo
baseada em Leucosporidium capsuligenum, original-
mente descrita para acomodar o estagio perfeito de To-
rulopsis capsuligena(6). Recentemente, outro género,
Filobasidiella, tipificado por F. neoformans Kwon-Chung,
foi proposto para acomodar o estagio perfeito de Cryp-
tococcus neoformans{b}.

Tendo em vista o crescente interesse sobre os mem-
bros de Filobasidiaceae, os dados sobre o comporta-
mento nuclear em F. floriforme estdo sendo apresen-
tados**.

** Dados obtidos durante o estagio de pos-doutoramento, em 1968, no laboratorio do Dr. Lindsay S. Olive, University of North Carolina

at Chapel Hill, N.C., EUA.
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Material e Métodos

Linhagens A e a foram mantidas em meios de cultura
conforme segue®: (a) estagio leveduriforme — 3,0 g de
Bacto extrato de levedura; 3,0 g de extrato de malte
Difco; 5,0 g de Bacto peptona; 10,0 g de Bacto dextrose;
20,0 g de Bacto agar; 1.000 ml de &gua destilada; (b)
estagio de frutificacdo (cruzamento) — 1,25 g de feno
autoclavado durante 7 min em 1.000 ml de agua destila-
da, seguido de filtragem em gaze e reestabelecimento
do volume final de 1.000 ml com &gua destilada; 1,4 g
K,PO, 20,0 g de agar. Os meios foram autoclavados
durante 15 min e despejados em placas de Petri-nas quais
as culturas foram desenvolvidas.

A técnica HCIl-Giemsa para a coloracdo nuclear, ja
descrita(3), foi utilizada nos seguintes tempos; 20 min para
a fixacdo; 3-b min em cada passagem pelos banhos de
alcool, exceto em éalcool 70, no qual foi aguardado até
que o material submergisse; 10 min na 4gua destilada
para lavagem; 8-10 min para a hidrélise & temperatura
ambiente e 7-8 min para a hidrélise a 60-63°C; 4 trocas
de b min em cada passagem pela 4gua destilada; 30 min
em tampéo a pH6,9-7,0; 20-90 min na solugdo corante.

Resultados=

Estagio monocariotico — O estagio monocariético de
F. floriforme é representado por células leveduriformes
elipticas, uninucleadas que esporulam intensamente
(Fig. 1). As caracteristicas gerais destas células ja foram
mencionadas na descricéo original do fungo(7).

Processo de dicariotizacdo — Quando células genetica-
mente compativeis sdo colocadas em contiguidade, a
migracdo nuclear se estabelece e o processo de dicario-
tizacdo se inicia. Isto pode envolver dois, trés, quatro ou
mais (até sete) monocariontes leveduriformes (Fig. 2-4),
com a formacdo de um tubo de fus#o ou de conjugacéo
que emerge de area indeterminada das células partici-
pantes. Uma das células pode atuar como receptora de
nGcleo, ao passo que outra (ou outras) age como doa-
dora (Fig. 2-4). Alternativamente, ndcleos de ambos
conjugantes iniciam o processo de migracdo (Fig. 5).
Apesar de incompletamente documentado, o proces-
so de dicariotizacdo sugere as seguintes alternativas:
(a) ambas as células leveduriformes A e a s8o capazes de
produzir o tubo de fusfo, sem predeterminacéo de 4rea
especial da célula a partir da qual o tubo se origina; (b)
usualmente, o tubo é de crescimento limitado, embora
crescimento mais extenso possa ser observado (Fig. 5);
(c) parece existir migracdo nuclear preferencial por um
dos participantes sem que tivesse sido investigado, con-
tudo, o provével controle genético na diferenciacdo de

* Receitas fornecidas gentilmente por Dr. L.S. Olive.

Figs. 1, 2 — Dicariotiza¢do em Filobasidium floriforme. Fig. 1. Células
leveduriformes uninucleadas, monocari6ticas, elipticas, em blastosporu-
lagdo; a, 3600X; b, 2000X. Fig. 2. Tubos de conjugacdo entre pares de
monocariontes; 2000X.

Figs. 3-b — Dicariotizagdo em Filobasidium floriforme. Fig. 3. Conjuga-
¢do entre uma célula leveduriforme de um dos padrdes de sexualidade
e duas outras compativeis; 1700X. Fig. 4. Participacdo de quatro cé-
lulas monocaridticas, duas-a-duas, sendo que em cada par uma célula
atua como doadora e outra como receptora de nlcleo; 2000X. Fig. 5.
Dicariotizag&o ocorrendo simultaneamente a divisgo nuclear assincrona
com formac&o de ansa (*’clamp-connection”): 2000X.

células doadoras e receptoras de nuacleo; {d) o inicio da
dicariofase € marcado pela formacdo de ansa (“'clamp-
-connection’’} nos septos, com algumas figuras revelan-
do que divisGes nucleares assincronas podem ser con-
comitantes com a formacdo do gancho da ansa (Fig. 5-6);
(e} estagios subseqlientes, no desenvolvimento da hifa,

 levam a producdo de micélio dicariético, com ansa, cujas

hifas sdo formadas por segmentos célulares predominan-
temente binucleados, em especial os terminais (Fig. 7).
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Estagio dicariético — A dicariofase em F. floriforme esta
representada por hifas bem desenvolvidas cujos seg-
mentos sdo predominantemente binucleados, com ansa
nos septos {Fig. 8), embora segmentos multinucleados
possam ser encontrados (Fig. 9-10). H& predominancia
de crescimento axial, embora o-desenvolvimento lateral
n3o seja incomum (Fig. 11}). Todavia, as ramificacGes s&o
usualmente caracterizadas por segmentos curtos, de
base bulbosa e com namero varidvel de expansSes del-
gadas, em geral irregulares. Tais estruturas correspon-
dem aos ramos “‘haustoridides’’ descritos por Olive(7).

J

Figs. 13-15 — Formac#o de ramos haustoribides em Filobasidium flori-
forme. Fig. 13. Ramos haustoridides de origem terminai e lateral, com
indicacdio de degeneracfo nuclear e colapso celular (seta); 2000X. Fig. 14.
Ramificac8o hifalica monocarittica, com afilamento da terminactio,
sugerindo a ramificacdo haustoridide (seta); 2000X. Fig. 15. Ramificacéio
haustoribide com base bulbosa conspicua e extens&o hifélica afilada, na
condic8o binucleada {setas) e monocariética (uninucleada); 2000X.

&

Fig. 16 — Ramificagfio haustoridide em Filobasidium floriforme uninu-
cleada (seta) e com formacfo de pseudoseptos; contraste de fase; 2000X.

Divis3o nuclear assincrona pode ocorrer durante o
crescimento hifalico, resultando na formac8o das células
uninucleadas (Fig. 12-13) e, conseglientemente, no rom-
pimento da condigdo dicaridtica e retorno & monocario-
fase. A desdicariotizacdo também pode se dar em con-
seqiiéncia da degenerac8o de um dos dois n(icleos que
formam o dicario, como & sugerido em varias observa-
cBes (Fig. 13), ou simplesmente pelo crescimento de
ramificacBes uninucleadas, monocariéticas (Fig. 14).
As ramificagBes monocarioticas exibem crescimento li-
mitado, base bulbosa proxima ao septo, parede fina e

Figs. 17 a 19 — Estagio basidial em Filobasidium floriforme. Fig. 17.
Estagio dipl6ide; 1700X. Fig. 18. Anafase | com corpos centriolares po-
lares; 2000X. Fig. 19. Estagio intermediario paquiteno-dipléteno da Di-
viséo I; 4100X.

Fig. 20 — Apice do basidio em Filobasidium floriforme, com oito basi-
diosporos sésseis, uninucleados; 2000X.
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Figs. 8, 7 — Dicariotizac8io em Filobasidium floriforme. Fig. 6. Desenvol-
vimento de ansa simultdneo ao processo de dicariotizacdo; em campo

claro (a) e contraste de fase (b); 2000X. Fig. 7. Primeiro segmento hifélico
dicariético, formado ap6s 2 dicariotizacio; 2000X.

Fig. 11 — Hifas dicaridticas, ramificadas, em Filobasidium floriforme;
interferéncia de Nomarski; 2000X.

Figs. 8-10 — Estagio dicariotico, hifalico, em Filobasidium floriforme.

Fig. 8. Habito hifalico ramificado e ramo haustoridide; 2000X, Fig. 9. Fig. 12 - Comportamento nuclear nas hifas de Filobasidium floriforme,
Segmento hifélico tetranucleado em vias de receber outro niicleo con- com divisdo conjugada no segmento terminal e subterminal, e divisdo
duzido pelo gancho da ansa; 2000X. Fig. 10. Segmento hifalico pen-  assincrona com formacio de ramificacBo monocaridtica (seta); contraste
tanucleado; 2000X. de fase; 2000X.



Rev. Microbiol. (S. Paulo}, 8(1), 1977 5

terminactes afiladas, com sinais de colapso celular
(Fig. 15-16).

S50 estruturas predominantemente laterais, embora
possam ser formadas nas terminac8es hifélicas (Fig. 13-16).

Estégio basidial — A célula basidial é asseptada, subci-
lindrica nos estagios iniciais, passando a formar, progres-
sivamente, apice ampliado. O citoplasma torna-se mais
denso do que nas hifas vegetativas, apds a coloragdo
(Fig. 17).

A segliéncia meidtica ndo foi totalmente documenta-
da, mas os seguintes estagios podem ser destacados:
na anafase |, os corpos centriolares tornam-se conspi-
cuos (Fig. 8); o reduzido tamanho do nuclec dipl6ide
torna a contagem de cromossomos insegura, Mesmo
em figuras interpretadas como fim de paquiteno ou inicio
de diploteno (Fig. 19). No final da segunda diviséio meio-
tica a célula basidial fica com quatro nucleos. Em segui-
da, ocorre a divisdo mitética, culminando com a condi-
cHo final do basidio com oito nucleos. Todavia, ndo foi
determinado se isto ocorre ao longo do eixo do basidio
ou na regido apical expandida.

Os basidiosporos ficam ligados diretamente na regido
expandida do basidio, sem a presenca de esterigma cons-
picuo (Fig. 20). A indugdio de oito primordios de basi-
diosporos pode ocorrer antes que a mitose pos-meittica
tenha acontecido, quando o basidio contém apenas
quatro nucleos (Fig. 21).

Alguns desvios na seqliéncia meiose-mitose pos-meio-
tica podem ocorrer. Um basidio com oito esporos apre-
senta apenas quatro de seus esporos contendo um nd-
cleo cada, ficando os demais esporos anucleados
(Fig. 22). Ndo pode ser determinado se houve, entre-
tanto, mitose pos-meidtica seguida de degeneracio de
quatro dos oito nucleos resultantes. Outro caso de des-

vio é representado pela formaco de esporos binuclea-
dos, embora no tivesse sido determinado se a condicéo
era monocariotica ou dicariotica (Fig. 23).

Figs. 21-23 — Comportamento nuclear no basidio de Filobasidium flori-
forme. Fig. 21. Inducdo de oito primérdios de basidiosporos em basidio
tetranucleado. (final da meiose); 2000X. Fig. 22. Produgdo de oito basi-
diosporos, dos quais apenas quatro recebem nicleo; 2000X. Fig. 23.
Producdo de basidiosporo binucleado; 2000X.

Discussédo

Quando o Filobasidium floriforme foi descrito(7), a
espécie foi considerada, ao invés de forma primitiva, um
derivado avancado de ancestral relativo aos membros
de Tilletia, com diversas caracteristicas de Entyloma, a
saber: basidios longos, asseptados, auséncia de proba-
sidios (teliosporos) de parede espessada, producdo de
basidiosporos sésseis, micélio com hifas dotadas de ansas
{clamp-connections”), e a evidéncia de algum grau de
parasitismo {micoparasitismo). Embora o fungo tivesse
sido considerado afim a Ustilaginales, suas caracteristi-
cas foram interpretadas como suficientemente distintas
para o estabelecimento de um novo género e familia
(Filobasidiaceae).

Posteriormente, foram feitas novas adi¢Oes, represen-
tadas pela nova espécie Filobasidium capsuligenum (6)
e 0 novo género Filobasidiella, tipificado por F. neofor-
mans(5). O Gltimo téxon distingue-sé de Filobasidium pela
producdo de basidiosporos em cadeias basipétalas, por
brotamento em repeticio. As caracteristicas do processo
de dicariotizac8o e de formac8o de hifas em linhagens
de Cryptococcus laurentii (Kuff.) Skinner foram consi-
deradas similares as exibidas pelos representantes de
Leucosporidium, Rhodosporidium e Filobasidium(4). A
principal distincdo est4 na auséncia de ansa nas hifas
que caracterizam o estagio micelial de C. Jaurentii, Tais
linhagens foram consideradas afins a heterobasidiomi-
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cetos leveduriformes, muito embora o ciclo biolbgico
completo ndo tivesse sido demonstrado.

Apesar das incertezas evolucionarias e taxondmicas
nos fungos(8), a familia Filobasidiaceae parece ter tido sua
condicdo taxondmica consolidada entre Ustilaginales,
juntamente com as duas outras familias, Ustilaginaceae
e Tilletiaceae.

Filobasidium floriforme apresenta varios aspectos de
importéncia. Do ponto de vista citolégico, é possivel que
os fendmenos que conduzem & formac8o do dicario e a
tendéncia de retornar & condicdo monocariética em
F. floriforme (e provavelmente em outros membros da

familia) venham a ser de consideravel interesse para es-
tudos que abordam a importancia evolutiva e taxoné-
mica da ansa(2). O desenvolvimento do basidio nos mem-
bros de Filobasidiaceae, por sua vez, deverd merecer
consideragdo especial, para aqueles que se preocupam
com o estabelecimento de maior uniformidade na termi-
nologia dos basidios(9) ou com o melhor entendimento
dos aspectos filogenéticos ligados a morfologia basidial{1).
O conspicuo dimorfismo genético constitui, indiscuti-
velmente, aspecto de grande relevancia para os que se
interessam pelos processos de polarizacdo de organelas
envolvidas no crescimento celular dos fungos.
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Linhagem rara de Escherichia coli indol-negativa e produtora de Ha2S8

Marcelo Magalhdes & Adelma Véras™®

Resumo

Descrigdo da linhagem rara de Escherichia coli, pertencente ao sorotipo 039:H2S. Seu comportamento bioquimico é tipico da
espécie, com excecdo da indol-negatividade e producgo de H2S. Assim, ela simula cepas lactose-positivas de_Salmonella,

nos meios de triagem usados em enterobacteriologia.

Summary

Unusual strain of indol-negative and H2S-producing Escherichia coli.

An unusual strain of Escherichia coli, belonging to serotype 039:H2 is characterized. lts biochemical behaviour is typicat for
the specie except for the indol-negative and H2S-producing characters. In enteric screening media it mimics lactose-positive

strains of Salmonella.

O isolamento de enterobactérias que apresentam ca-
racteristicas bioquimicas excepcionais, geralmente plas-
midio-dependentes, dificultando seu enquadramento nos
esquemas classicos de identificacdo, tem, por motivos
dbvios, proporcionado crescente interesse em microbio-
logia clinica. Exemplos dessas linhagens atipicas s&o as
salmonelas lactose-positivas endémicas em Sdo Paulo
{Pessda, G.V.A., Rev. Inst. Adolfo Lutz 33:13-28, 1973),
salmonela produtora de urease (Farmer lll, J.J. & col.,
J. Clin. Microbiol., 1:106-107, 1975} e cepas de Escheri-
chia coli produtoras de H2S (Lautrop, H. & col., Acta
path. microbiol, scand., B, 79:641-650, 1971), ou de
urease {Washington ll, J.A. & Maker, M.D., J. Clin.
Microbiol, 2:70-71, 1975).

Neste trabalho & descrita uma linhagem rara de E. coli
que, além de indol-negativa, produz H2S nos meios de
triagem usados em enterobacteriologia, podendo, por-
tanto, ser facilmente confundida com as variantes lactose-
-positivas de Salmonella typhimurium, freqlientes em S&o

Paulo.
A cepa de E. coli PE-1818, objeto deste artigo, foi isola-

da de fezes diarréicas de uma crianga de b anos, na ausén-
cia de qualquer enterobactéria patogénica. Nas placas de
agar Hektoen (Difco) {inoculadas diretamente, as cold-
nias apresentaram-se amareladas, com o centro negro.
Nos meios de triagem, agar tripice acucar-ferro (Difco)
e lisina-ferro motilidade {Merck), portando o papel indi-
cador da producdo de indol, tiveram comportamento
idéntico ao apresentado pelas arizonas e salmonelas lac-
tose-positivas. Entretanto, como a cultura ndo pdde ser

também isolada no agar verde brilhante, ap6s enrigueci-
mento das fezes em caldo tetrationato, a suspeita inicial
de salmonela lactose-positiva foi afastada e uma série
completa de testes bioquimicos foram realizados (Ed-
wards, P.R. & Ewing, W.H. — Identification of entero-
bacteriaceae. 3rd ed. Burgess Publishing Co. Minnea-
polis, 1972). A cultura foi, desta maneira, indentificada
como E. coli indol-negativa e produtora de H2S, sendo
enviada ao Communicable Disease Center, onde tomou
o nimero 76-065 168, para tipificag8o sorolégica. O soro-
tipo encontrado, 039:H2, mostrou que a cultura ndo
pertence aos tipos enteropatogénicos cléssicos ou inva-
sivos de E. coli.

Estudos genéticos demonstraram que a produgdo de
H,S nesta linhagem é dirigida por um plasmidio conju-
gativo, ligado & marca responsével pela fermentacdo
da rafinose. Este plasmidio, pPE1818 (Hys-Raf), do mes-
mo modo que outros plasmidios Hys-Raf, isolados no
Recife (resultados ndo publicados), pertence ao grupo de
incompatibilidade Fl. Desse modo, embora testes para
enterotoxigenicidade ndo tenham sido realizados, a pos-
se de um plasmidio pertencente ao mesmo grupo de
incompabilidade do plasmidio Ent (Santos, D.S. & col.
J. Bacteriol., 124:1240-1247, 1975) indica, fortemente,
que a cultura ndo poderia ser enterotoxinogénica.

Como pode ser observado na Tabela 1, a amostra
PE-1818 apresenta notavel ssmelhanca de comportamen-
to bioguimico com as variantes lactose-positivas de S.
typhimurium, prevalentes em S&o Paulo. Portanto, pre-
caucdes devemn ser tomadas nos laboratérios de micro-

*Centro de Ciéncias da Satde, Microbiologia Médica, Cidade Universitaria 50000 Recife, Brasil



biologia clinica, especialmente naqueles localizados em
areas onde as salmonelas lactose-positivas s3o freqiien-
tes, para evitar a confusfio entre tais culturas e linhagens
H2S-positivas de £. coli.

Somos gratos a D.J. Brenner pela tipiticacdo sorolo-
gica da linhagem.

ERRATA:
Volume 7(1} pégina 5 — figs. 1, e 2
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mente adicionadas no 19 quadro superior A es-
querda da fig. 2 (que na realidade deveria ser
fig. 1), durante a confeccdo da Revista.
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Tabela 1

Comparacdo entre £. coli PE-1818 e variantes
lactose-positivas de S. typhimurium

Teste®

E. coli
PE-1818

S. typhimurium

]

Indol
Vermelho-metild
Voges-Proskauer
Citrato (Simmons)
H,S

Urease

KCN

Motilidade
Gelatinase

Lisina

Ornitina
Fenilalanina
Malonato
Acetato de s6dio
Glicose {gés)
Lactose
Sacarose
Manitol

Dulcitol

Salicina

Adonito!

Inositol

Sorbitol
Arabinose
Rafinose
Ramnose
Trealose

Xilose

Glicerol

I + o+ o+ o+

+ T o+ o+ o+

|+ o+

-

I+ + | ~ + + I+ +

i

+ o+ +

T+t + +

@ + reacgfio positiva dentro de 48 h

- reacdo negativa

b segundo Pessda, G.V.A. (Rev. /nst. Adolfo Lutz, 33:13-28, 1973)
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Isolamento do virus da mamilite herpética bovina no Brasil*

Falvio José Alice**

Resumo

Um virus, designado Sta. 0/700, foi isolado no curso de uma epizootia e se caracterizou pela formagdo de vesiculas e dlceras
nas tetas de vacas leiteiras e lesdes no focinho de bezerros lactentes. O agente foi obtido em culturas primérias de rim fetal
bovino {REB), inocutadas com a emuls#o do tecido vesicular de um dos animais. O virus proliferou em RFB, induzindo a pro-
duggo de grandes sincicios, notando-se incluséo eosinofilica do tipo A-Cowdry em muitos nicleos. A proliferagéo e respec-
tivos fendmenos ocorreram em outros sistemas celulares de origem bovina. A inoculagdo em cobaios, coelhos e camundon-
gos neonatos ocasionou lesdes cutdneas proprias. Entretanto, n3o houve evidéncia de multiplicagdo ou de lesdes em embri-
Bes de galinha. O virus ndo mostrou atividade hemaglutinante ou hemadsorvente. Trata-se de virus ADN, l4bil ao éter etilico,
cloroférmio, a pH 3,0 e ao aquecimento a 50°C por 30 min. Conclui-se que o isolado & idéntico ou intimamente relacionado
com o virus da mamilite herpética bovina (MHB) pelas caracteristicas exibidas, a resposta dos animais de laboratério & infec-
cdo experimental e pelas provas cruzadas de neutralizac8o e de imunidade. Esta & a primeira vez em que o agente causal da
MHB foi assinalado, no Brasil, cuja presenca ja foi registrada no Reino Unido, EUA, Itélia, Bulgéria e Austrélia. E possive! que
o patégeno tenha passado despercebido, néio obstante seu significado para a producgo leiteira.

Summary

Isolation of bovine herpes mammillitis virus in Brazil

A virus designed Sta. 0/700 was isolated during an outbreak of a vesicular and ulcerative condition affecting the teats of dairy
cows and lesions in the muzzle of suckling calves. The virus was recovered in primary bovine embryonic kidney {BEK) cell
cultures inoculated with emulsion of a vesicular tissue from a host. The virus proliferates in BEK giving rise to large sincytia
with many nuclei containing Cowdry-type A inclusion. The virus also grows in different bovine cell systems. Guinea-pigs,
rabbits and baby mice inoculated with the isolate showed characteristic skin lesions but the virus failled to grow or to produce
lesions in chicken embryos, and has no hemagglutination and hemadsorption activity. It is a DNA virus sensitive to ethyl ether,
chloroform, to pH 3.0 and was inactivated at 50°C for 30 minutes. On the basis of the virus properties, the response of labo-
ratory animals to experimental infection, the cross neutralization and immunity tests, it was concluded that the virus is similar
or closely related to the bovine herpes mammillitis (BHM) agent. This is the first report of the BHM virus for Brazil, the agent
having been recorded first from UK and subsequently from USA, ltaly, Bulgaria and Australia.

Introdugéo

O virus da mamilite herpética bovina (MHB) foi verifi-
cado primeiramente em 1963, no Reino Unido, por Martin
& col. (18, 19), que o isolaram de lesBes ulcerativas da
pele das tetas de vacas leiteiras. Posteriormente, ainda
no Reino Unido, o mesmo agente foi encontrado por
outros pesquisadores, ndo s6 em casos de mamilite, mas
também de gangrena da pele do Ubere, lesGes do focinho,
face e fingua de bezerros lactentes (5, 6, 10, 11, 16, 25).
O agente foi identificado como herpesvirus, distinto de
outros do mesmo grupo, tanto de origem humana quanto

de animal (3, 19, 20, 22), excetuando-se o Allerton, com
o qual se relaciona, cultural e imunologicamente (3, 20}.
Vérios autores estudaram a epizootiologia da mamilite,
a patogenia do virus para bovinos e animais de laborat6-
rio, bem como suas propriedades culturais, sorologicas
e estruturais (3, 9-12, 19-21, 23, 26-29).

Na Europa, além do Reino Unido, o virus foi assina-
lado na Italia {3) e Bulgaria (7). Sua ocorréncia, entretan-
to, n3o se limita ao Velho Mundo: um agente idéntico,
ou a ele relacionado, foi verificado nos Estados de Min-

* Trabalho realizado no Instituto Biologico da Bahia. 40.000. Salvador. Bahia. Brasil.
Resumo apresentado ao VI Congresso Brasileiro de Microbiologia. Salvador. Ba., 27 a 31 de julho de 1975,
** professor Titular. Escola de Medicina Veterinaria. Universidade Federal da Bahia (UFBa.). Salvador. Bahia.
Pesquisador do Consetho Nacional de Desenvoivimento Cientifico e Tecnolégico, 20.000 Rio de Janeiro, RJ Brasil.
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nesota (36) e New York (35) nos EUA, Austrélia {33) e,
agora, no Brasil.

Neste trabalho s3o apresentados os resultados relati-
vos ao isolamento e identificacdo de um agente que se
revelou idéntico ou intimamente relacionado com o virus
da MHB. O material, denominado Sta. 0/700, foi obtido
do tecido vesicular das tetas de uma vaca leiteira.

Material e Métodos

Origem e processamento do material — No curso de uma
epizootia.em rebanho de vacas leiteiras; foram coletadas
amostras das lesGes localizadas nas tetas de tres animais.
Duas foram obtidas com auxilio de aplicadores e uma
constituida de por¢8es de tecido das vesiculas de outro
animal. No laboratério, os aplicadores foram vigorosa-
mente agitados em meio nutritivo sem soro. Os fragmen-
tos do tecido foram cortados com tesoura, triturados em
gral e emulsionados na proporcdo de 10%, no mesmo
veiculo. As emuisdes foram centrifugadas a 2.000 rpm,
por 10 min, em centrifuga refrigerada a 5°C e ao sobre-
nadante, adicionou-se antibidticos. Apbs 30 min de incu-
bacdo em geladeira, cada preparacdo foi inoculada em
seis tubos de culturas primarias de rim fetal bovino, na
dose de 0,2ml por tubo. As culturas tratadas ficaram em
temperatura ambiente, pelo periodo de 30 min, para ad-
sorcdo, findo o qual foi completado o meio nutritivo para
Tml e os tubos transferidos para estufa a 36-37°C. Para
controle, fez-se cultura das suspensfes em caldo tiogli-
colato (Difco).

Cultura de tecido — As culturas primarias de células re-
nais de feto bovino (RFB)} foram preparadas mediante
extracdo dos fragmentos da cértice pela tripsina a 0,25%
em solucdo salina tamponada, sendo as extracdes pro-
cessadas durante a noite, em geladeira. As células foram
cultivadas em meio nutritivo constituido de solucdo sali-
na balanceada de Hank's, com 0,5% de hidrolisado de
lactalbumina; 0,1% de extrato de levedo; 10% de soro
de vitelo e antibiéticos — penicilina, estreptomicina e
amfotericina B. Entre o segundo ou terceiro dia de incu-
bacdo a 36-37°C, renovava-se 0 meio, empregando-se
outro que continha as mesmas substancias, exceto a
solucdo de Hank's, que era substituida pela de Earle. O
meio de manuten¢do compunha-se de solucio salina de
Earle com os mesmos elementos do meio de crescimen-
to, omitindo-se, porém, o soro {ELL). Além do RFB, fo-
ram ensaiados outros sistemas celulares: testiculo de feto
bovino em cultura priméaria e de baixa passagem (TB);
pulmdo de feto bovino de baixa passagem; cultura con-
tinua de rim bovino {MDBK); rim de macaco reso (LLC-
MK2} e rim suino (IB-RS2).

Formagédo de placas — Culturas de RFB, em garrafas do
tipo “milk dilution”’, depois de lavadas trés vezes com

solucdo de Hank's, receberam 1 ml da suspensio do virus
diluida de 10-" a 10-'. Depois de 60 min de adsorcdo, em
incubador a 36-37°C, removeu-se 0 material inoculado
e as culturas foram cobertas com meio nutritivo compos-
to de solucdo de Earle com 1,5% de agar “'Difco’’, hi-
drolisado de lactalbumina e extrato de levedo, nas pro-

por¢Bes referidas acima; 5% de soro de cavalo, inativa-

do por 30 min a 56°C e 3% de bicarbonato a 7,5% em
agua. Apos a solidificacdo do meio, as garrafas retorna-
ram ao incubador, onde permaneceram em posicdo in-
vertida. No terceiro ou quarto dia de incubac8o, adicio-
nou-se, a cada garrafa, 10ml de formol diluido a 10% em
agua destilada; cuja solucdo foi-decantada-30-min depois,
juntamente com o agar. Cada garrafa recebeu 1ml de cris-
tal-violeta a 1:2.000 em agua destilada, distribuindo-se o
corante uniformemente sobre a cultura. Decorridos 20
min, a solucdo foi decantada, as garrafas lavadas 3-4 ve-
zes com agua destilada e, entdo, examinadas.

Hemaglutinacdo e hemadsorcdo — As provas de hema
glutinacsio (HA) e hemadsorcio (HAD) seguiram os mé
todos de Salk (30) e de Shelokow & col. (32), respecti
vamente, tendo sido ensaiados eritrocitos de cobaio,
coelho, carneiro, galinha e humano do tipo 0" As lei-
turas dos testes foram feitas depois de 1-2h de incubacéo,
em temperatura ambiente ou em geladeira a 5°C.

Caracteristicas fisico-quimicas — a) acdo do éter etilico
e do cloroformio. O efeito do éter etilico e do cloroférmio
sobre o virus foi examinado de acordo com os métodos
de Andrewes & Horstmann (2) e de Feldman & Wang
{8), respectivamente. Nestas provas, procedeu-se 2 titu-
lac8o do virus tratado e do ndo tratado; b) sensibilidade
ao pH 3,0 — a amostra em estudo foi examinada quanto
a sua sensibilidade ao pH 3,0, empregando-se o tampdo
fosfato de sodio-acido citrico de Mclivaine. A 1ml da sus-
pensdo do virus obtida de culturas infectadas, foi adicio-
nado igual volume do tampdo no pH desejado, proce-
dendo-se & titulac3o da mistura depois de trés horas de
permanéncia em temperatura ambiente. Os controles da
prova incluiram: amostra da mesma suspenséo do virus,
adicionada de igual volume de aqua tridestilada; um
virus sensivel e outro resistente ao pH acido; c} sensibili-
dade ao calor — 1 ml do liquido infectante de cultivo em
RFB foi colocado no fundo de um tubo de hemblise, to-
mando-se a precaucio de flamba-lo a 2 cm da extremi-
dade superior. Depois de resfriado, transferiu-se o tubo
para o banho-maria a 50°C. Ao final de 30 min, o tubo
foi resfriado rapidamente em banho de 4gua com cubos
de gelo e, em seguida, o virus titulado; d) tipo do 4cido
nucleico — na determinagdo do tipo do acido nucleico da
amostra em estudo, foi empregada a 5-iodo-2'-desoxi-
uridina {IDUR)*, um inibidor da sintese do acido desoxi-
ribonucieico (13). O virus foi diluido na concentracdo

* Sigma Chemical Company. St. Louis. Mo. USA.
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aproximada de 500 D!CT50 em ELL com IDUR, na pro-
porcdo de 35 ug/ml. Tubos de culturas, previamente la-
vados com Hank’s, receberam 1ml da preparacdo do vi-
rus. Ap6s 3h de incubacgo a 36-37°C procedeu-se a subs-
tituico do material inoculado por igual volume do meio

de manutencg&o que continha apenas IDUR e as culturas

foram reincubadas @ mesma temperatura. Como contro-
le do virus, foram empregadas culturas que receberam a
suspensfo do virus igualmente diluido, mas sem o inibi-
dor. Finalmente, dois outros tubos de cultivo foram ino-
culados com o mesmo volume de meio nutritivo com.o
IDUR. Serviram como testemunha da prova um virus
ADN e outro ARN. Quando o CPE atingiu ao méaximo,
nos tubos controles do virus, as culturas infectadas fo-
ram congeladas a -70°C, descongeladas, centrifugadas
para clarificac8o e tituladas.

Animais de experimentacdo — A suspensdo do virus,
entre a sétima e oitava passagens em culturas de RFB,
foi inoculada, por diferentes vias e doses, em cobaios,
coelhos e camundongos adultos e neonatos. a) Cobaios.
Cada um de oito cobaios recebeu 0,2ml da suspenséo
virulenta por via intradérmica (ID) no flanco. A mesma
dose foi aplicada por via intradérmo-plantar {IDP) em
nove outros animais, compreendendo seis machos e trés
fémeas gestantes, tendo sido incluida outra cobaia gra-
vida a4 qual se aplicou meio nutritivo na mesma dose e
via. b) Coelhos. Dois coelhos de quatro meses de idade
receberam 0,5ml do virus por via venosa (1V) e a dois ou-
tros, da mesma idade, aplicou-se 0,3ml por via ID. ¢)
Camundongos. Camundongos adultos foram inoculados
pelas seguintes vias: intracerebral (IC), intraperitoneal
{IP), subcutanea (SC) e ID, nas doses de 0,03ml, 0,25ml,
0,2ml e 0,05ml, respectivamente. Camundongos lacten-
tes, de 0-1 dia de idade, receberam o virus por via SC, IP
e IC, nas doses de.0,1ml, 0,05mi e 0,02ml.

Embrides de galinha — Um lote de 12 ovos de galinha
embrionados, com 10 dias de idade, foi dividido em dois
grupos de seis cada. O primeiro recebeu o virus na dose
de 0,2ml, na membrana alantéide, e o outro, no mesmo
volume, na cavidade alantdica. A partir do guarto dia ap6s
a inoculac#io, sacrificaram-se dois embriSes de cada gru-
po, retirando-se os liquidos embrionarios e o préprio em-
bri%o. Os liquidos embrionérios foram diluidos na pro-
porcdo de 1:5, em meio nutritivo, as diluigdes centrifu-
gadas e inoculadas em culturas de RFB. Dos embriGes,
removiam-se as pernas, cabeca e asas e o restante era
triturado em gral, emulsionado na proporc&o de 1:10 em
meio nutritivo, a emulsdo centrifugada e o sobrenadante
inoculado em cultivos de RFB.

Preparacdo de soros imunes — Foram preparados, no
laboratério, soros imunes contra os seguintes virus: ri-
notraqueite infecciosa bovina (RIB); pseudo-raiva (PR) e
mamilite herpética bovina (MHB) — amostra TVA —

{26). O soro contra a RIB foi obtido de coelhos e o anti-PR,
de frangos. Os soros anti-MHB e contra a estirpe em es-
tudos {Sta. 0/700) eram originarios de cobaios. Cada
animal recebeu quatro inoculages do virus da sétima e
oitava passagens em cultura de RFB, sendo a primeira
aplicada pela via ID, no flanco, ou IDP, na dose de 0,2ml.
Vinte dias depois, praticou-se a segunda injecdo, no vo-
lume de 0,5ml, por via IM; transcorridos 10 dias, cada
animal recebeu a terceira inoculac8o, na dose de 1ml,
pela mesma via. Finalmente, a quarta aplica¢dc do virus
foi feita quatro dias depois, também por via IM e no mes-
mo volume. Decorridos 12 dias da Gltima inoculacdo,
todos os cobaios foram sangrados por pun¢do cardiaca,
o soro separado por centrifugaco e inativado a 56°C, por
30 min. De todos 0s animais.empregados na preparacdo
de soros imunes, coletou-se sangue antes do processo
de imunizacdo. Os soros foram separados como referido
acima e examinados para comprovacéo de anticorpos.
Os soros anti-RIB e anti-PR, também, titulados antes de
serem usados nas provas de neutralizagdo.

Identificacdo do virus — a) Provas de neutralizacdo. Na
execucdo dos testes de neutralizagdo foi adotado o mé-
todo de soro constante e virus diluido. Diluicdes decimais
do virus foram preparadas em ELL, sendo a primeira a
1:6 x 10-'ea (ltima a 1:5 x 10-7. Os soros, imunes ou
normais, foram diluidos em ELL, na proporcdo de 1:5. Em
seguida, transferia-se 0,56ml de cada dilui¢8o decimal do
virus para tubos de hemolise e, a cada um deles, foi adi-
cionado igual volume do soro imune diluido. Em outra
série de tubos de hemolise, 0,5ml de cada diluicdo do
virus foi misturada com igual volume de soro obtido dos
mesmos animais, antes de serem imunizados. As misturas
soro-virus, depois de agitadas por alguns minutos, foram
incubadas em banho-maria, a 37°C, por 60 min e, em
seguida, transferidas para o banho de agua gelada, onde
permaneceram por igual periodo. Terminado o periodo,
as misturas foram novamente incubadas 8 mesma tem-
peratura por alguns minutos e, entdo, inoculadas em tu-
bos de cultivos de RFB. Cada tubo recebeu 0,2ml da mis-
tura soro-virus, utilizando-se dois tubos para cada dilui-
¢#o. Terminada a operagdo, completava-se o volume de
cada tubo para 1mi com ELL é as culturas foram incuba-
das a 36-37°C. As leituras finais foram feitas apos 6-7 dias
de incubac&o e o indice neutralizante 50% (IN_ ) foi cal-
culado pelo método de Reed & Muench (24).

As provas com os soros anti-RIB e anti-PR foram rea-
lizadas em sentido (nico, enquanto que os testes com as
amostras TVA e Sta. 0/700 foram reciprocas: o soro an-
ti-Sta. 0/700 reagiu com o virus homoélogo e com o TVA;
na prova inversa, o soro anti-TVA foi misturado com o
virus homdélago e com a estirpe em estudo. b) Provas de
imunidade cruzada. Nestas provas, foram examinados
apenas os virus TVA e Sta. 0/700, utilizando-se cobaios
imunizados pelo processo referido em “‘preparacdo de
soros imunes’’. Cada animal recebeu 0,2ml da suspensdo
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de virus ndo diluido, que foi aplicada pela via ID, no flan-
¢o oposto ao da primeira inoculacdo. A um grupo de seis
cobaios, imunizados com o virus Sta. 0/700, 15 dias de-
pois da Gltima dose, injetou-se o TVA; a outro grupo de
cinco animais, imunizados com o virus TVA, foi aplicado
o Sta. 0/700. Os controles destas provas incluiram dois
cobaios imunes e dois normais para cada virus.

Resultados

Isolamento do virus — As culturas inoculadas com o ma-
terial dos aplicadores ndo-acusaram modificacdes celu-
lares, tendo sido desprezadas 8 a 10 dias depois. Entre-
tanto, os seis tubos que receberam o extrato do tecido
das vesiculas revelaram modificacdes discretas apds 48-
-72 horas, reag8es que svoiuiram rapidamente, comple-
tando-se entre 24-48 horas seguintes. As culturas foram
congeladas e descongeladas uma vez, o meio nutritivo
coletado e centrifugado ligeiramente para clarificac3o.
Desse material, fez-se passagem em culturas de RFB,
que revelaram efeito citopatico {ECP) no dia imediato ao
da inoculagdo. Nos controles do material original e das
culturas ndo houve desenvolvimento bacteriano. Nas
passagens seguintes, os resultados foram idénticos, su-
gerindo que um agente viral havia sido isolado do mate-
rial das vesiculas.

O ECP, dependendo da dose empregada, era evidente
entre 12 e 36 horas apds a inoculacdo. Caracterizou-se,
a principio, pelo aparecimento de focos discretos de mas-
sas celulares que aumentavam em nimero e area, a me-
dida que se prolongava a incubag8o; tornaram-se confiu-
entes, estendendo-se por todo o tapete celular, que ter-
minou desprendendo-se das paredes do tubo. Frequen-
temente, observavam-se formagdes globulosas ligadas
ao remanescente da cultura ou flutuando livremente no
meio nutritivo. O processo degenerativo completou-se
com a destruicdio total do estrato celular entre 24 e 72
‘horas. Os titulos médios verificados com a amostra em
estudo variaram entre 10%% e 10%%, Nas culturas jovens,

60-80% de confluéncia, o ECP ndo s6 & mais réapido e
caracteristico como os titulos também s8o mais elevados.

Nas culturas infectadas, fixadas pelo Bouin e coradas
pela hematoxilina-eosina, observaram-se grandes sinci-
cios, nos quais muitos dos nicleos continham inclusdo
do tipo A de Cowdry (34), circundadas por um halo cla-
ro, distinto, que as separava da cromatina marginada.

Nas culturas de origem bovina n3o s6 ocorreu ECP
caracteristico como os titulos foram equivalentes aos
observados em RFB. Todavia, nas linhagens celulares
derivadas de rim de macaco e de suino n3o houve ECP,
nem evidéncia de multiplicag8o do virus.

Formacao de placas — As garrafas que receberam o virus
diluido a 10" e 10 revelaram placas confluentes, enquan-
to que, nas diluicBes mais elevadas, 10°e 10, as placas
eram isoladas, com bordos irregulares, medindo 1-3mm
de didmetro.

Hemaglutinagdo e hemadsorgdo — Pelos métodos em-
pregados, o virus ndo mostrou atividade hemaglutinan-
te, nem hemadsorvente, independentemente das tem-
peraturas e periodos de incubac3o.

Caracteristicas fisico-quimicas — A Tabela 1 revela que
se trata de virus l&bil ao éter etilico, cloroférmio, ao pH
3,0 e aquecimento por 30min a 50°C. O IDUR inibiu o
ECP do virus, embora n#o o tivesse anulado de todo. Nas
culturas infectadas e mantidas em meio nutritivo, sem o
inibidor, a degeneracdio celular atingiu sua plenitude
no quarto dia, apds a inoculag8o, ac passo que ocorreram
pequenas &reas de ECP n#o progressivas em um dos tu-
bos cujo meio continha IDUR. As titulacBes comparati-
vas demonstraram que 0 composto exerceu efeito de-
pressor significativo, sugerindo que o virus é tipo ADN.
Resultado semelhante foi verificado com o virus da PR.
O IDUR néo influiu no ECP, nem no rendimento da amos-
tra PAIN — enterovirus bovino — um virus ARN. N3o
foram notadas anormalidades nas culturas que receberam
somente 0 meio nutritivo com a droga.

Tabela 1

Sensibilidade da amostra Sta. 0/700 a certos tratamentos
fisico-quimico

Virus *

Tratamentos Sta. 0/700 Pseudo-raiva Pain (ECBO) Aftosa “A"

a b b a b a b
Eter 20% o** 4,50 7.50 7,50
Cloroférmio 5% 0 4,50 <C1,00 4,50 6,00 6,00
pH 3,0 < 1,00 5,00 <C1,00 5,50 8,00 8,00
IDUR 35 ug/mi 1,00 6,00 1,50 5,50 8,00 8,00
Aquecido 50° C 30 min <1,00 4,50

* Titulo em log. neg. DICTSO; a: tratado; b: ndo tratado; ** virus ndo diluido; IDUR: 5-iodo-2’ desoxiuridina.
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Animais de experimentacdo — (a) Cobaios. Foram uti-
lizados cobaios aduitos, machos e fémeas gravidas, aos
quais se aplicou o virus pelas vias ID e iDP. No segundo
dia apés a inoculagdo ID, certa reac8o inflamatoéria ja era
evidente: a epiderme tornou-se espessa e ligeiramente
eritematosa. Nos dias subsequentes, o processo evoluiu
em itensidade, atingindo 2 a 3cm.de diametro, estabele-
cendo-se, ainda, areas de alopecia na regido inflamada,
que persistiram por mais de 3 semanas. A inoculagdo IDP
ocasionou congestdo e edema na regido inoculada. Com
a evolugdo do processo, os animais reagiram a estimu-
los dolorosos na pata inoculada. Estabeleceu-se, ainda,
um anel escuro em torno do cochim plantar e, finaimen-
te, desprendimento da epiderme, sem que houvesse for-
mac3o de vesiculas. O edema, por vezes, estendeu-se
por todo o membro correspondente & pata inoculada.
Em alguns animais, estabeleceu-se apreciével aumento
dos testiculos e Glceras que, no saco escrotal, se cobri-
ram de crostas e cicatrizaram-se lentamente. Nas fémeas
gravidas n3o houve abortamentos. {b} Coelhos. Nos ani-
mais inoculados pela via ID, as rea¢Ses foram parecidas
com as dos cobaios, porém menos pronunciadas. Os
animais injetados por via IV n8o revelaram anormalida-
des. {c) Camundongos. Animais lactentes de 0-1 dia de
idade adoeceram e morreram entre 3 e 5 dias depois de
inoculados. Independentemente da via de aplicacdo do
virus, a exteriorizag8o da doenca foi a mesma e se carac-
terizou pelo aparecimento de areas eritematosas disse-
minadas pelo corpo, sendo mais pronunciadas e edema-
tosas nas narinas. Manchas semelhantes ocorreram nos
dedos, pernas e cauda. Entretanto, tentativas para per-
petuar o virus em camundongos n#o tiveram sucesso. A
medida que se sucediam as passagens, ndo s6 aumenta-
va o periodo de incubacdo e de duracdo da doenca, como
diminuia a mortalidade. Nestas experiéncias, foram utili-
zadas emulsBes de cérebro, carcaca ou pele, na propor-
¢do de 10% em soluc8o salina tamponada, adicionada de
antibi6ticos. Os camundongos adultos infectados com
o material de cultivo em RFB ndo apresentaram pertur-
bagBes que pudessem ser incriminadas ao virus. {d) Em-
brido de galinha. N3o ocorreram mortes em consequén-
cia da infeccB0 pelo virus, assim como n#o foi possivel
evidenciar lesdes nas membranas embrionérias ou no
proprio embriZo. As culturas de RFB, inoculadas com as
preparacdes dos liquidos embrionérios ou com o extrato
dos embrides, também ndo revelaram a presencga do virus.

Identificacdo do virus — (a) Provas de neutralizacdo. Pe-
la leitura da Tabela 2, verifica-se que os soros imunes
contra o virus da RIB e PR, cujos titulos foram 1:5618 e
1:128, respectivamente, ndo neutralizaram a estirpe Sta.
0/700. Por outro lado, o soro anti-Sta. 0/700 neutralizou
completamente o virus homdlogo e o da MHB. No teste
inverso, o soro anti-MHB neutralizou ambos os virus: o
homoélogo e a estirpe em estudos. (b) Provas de imuni-
dade cruzada. Os resultados das provas de imunidade

acham-se reunidos na Tabela 3. Vé-se que houve prote-
c#o reciproca entre as duas estirpes de virus. Nos co-
baios imunes, com um ou com o outro virus, ndo foram
notadas perturbaces no local da aplicacéio do virus, en-
quanto que, nos normais, desenvolveram-se lesGes ca-
racteristicas.

Tabela 2
Comparacdo soroldgica com a amostra Sta. 0/700
Titulo do virus*
Soros imunes™* : IN
1:10 50%
Sta. 0/700 MHB
RIB 5,60 < 1,00
pseudo-raiva 6,00 < 1,00
Sta. 0/700 < 1,00 > 4,50
Sta. 0/700 , <1,00 > 5,00
MHB < 1,00 > 5,50
MHB < 1,00 > 4,00
Soros controles
Coelho 5,50
Frango 6,00
Cobaio 5,50 6,00
Cobaio 6,80 5,00

* Titulo em log. neg. DICT50
** diluig8o final do soro
IN: indice neutralizante log. 10
RIB: rinotraqueite infecciosa bovina

MHB: mamilite herpética bovina

Tabela 3

Provas de imunidade cruzada em cobaios
com os virus Sta. 0/700 e MHB

Virus*
Cobaios imunes
Sta. 0/700 MHB
Sta. 0/700 0/2 0/6
MHB 0/5 0/2
Controles normais 2/2 2/2

* Inoculagdo ID. 0,2 ml
MHB: mamilite herpética bovina
0 numerador indica 0 numero de animais que adoeceram com les8es
locais; o denominador, o nimero de inoculados

Discusséo

O agente viral estudado mostrou qualidades parecidas
com as do virus da MHB. Nas culturas de RFB, o ECP se
caracterizou pela formacdo de grandes sincicios com nu-
merosos nlcleos, muitos dos quais continham corpus-
culo eosinofilico do tipo A. O virus revelou-se labil ao éter
etilico, cloroférmio, pH 3,0 e ao aguecimento por 30 min
a 50°C, assim como o IDUR exerceu particular influéncia
inibidora sobre o titulo infectante do virus. Em outros
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experimentos, relativos & caracterizagio de certos agen-
tes virais e nos quais foi utilizada a estirpe Sta. 0/700,
como controle das provas de inibi¢ciic pelo IDUR, verifi-
cou-se que a timidina, na concentracdo de 40ug/mli, teve
efeito reverso nas culturas tratadas com IDUR.

A infeccdo experimental, em cobaios, coelhos e ca-
mundongos neonatos, ocasionou manifestacBes pato-
Ibgicas semelhantes as descritas por outros pesquisa-
dores que se ocuparam no estudo do virus da MHB (3,
20, 22, 28). O virus ndo proliferou ou produziu lesBes em
embrido de galinha, assim como ndo aglutinou e nem ad-
sorveu eritrécitos de cobaio, coelho, carneiro, galinha e
de origem humana (3, 20). Além dessas analogias com o
virus da MHB, as provas de neutralizacio e de imunida-
de evidenciaram claramente que as estirpes Sta. 0/700 e
a TVA da MHB sdo idénticas ou sorolbgica e imunologi-
camente relacionadas.

A MHB é uma enfermidade vesicular que afeta a pele
das tetas e do ibere de vacas em lactaco e novilhas
recém-paridas. Frequentemente, os animais jovens, que
mamam em vacas afetadas, apresentam lesBes na face, fo-
cinho e mucosa bucal. Nos animais adultos, as lesfes,
por vezes, assumem aspecto mais grave como a gangre-
na da pele do abere {6, 25); também foram notadas ul-
ceragdes na boca de vacas, concomitantemente, com
lesBes nas tetas e ubere (5). A MHB, usualmente, aco-
mete o gado leiteiro. Entretanto, Deas & Johnston (5)
tiveram oportunidade de investigar um surto de mamili-
te em animais de corte. Constataram que, nos bezerros
do plantel, além das lesSes no focinho e face, um animal
apresentou Glcera sublingual, tendo sido recuperado o
virus do tecido ulcerado. Castrucci & col. (3) estudaram
uma estirpe de virus de MHB que haviam isolado do te-
cido ulcerado da gengiva de um bezerro. O animal mor-
reu em decorréncia de disttrbios do trato intestinal e no
exame post-mortern foi encontrada apenas a les3o gen-
gival.

Experimentalmente, a aplicacdo do virus nas tetas e
Gbere reproduz a doenga (5, 19, 22). A inoculacdo do vi-
rus por via IV em bovinos resulta na formac3o de nodulos
generalizados (3, 12, 28), enquanto gue, por via ID, as
reacdes se circunscrevem a area inoculada. Povey & Ja-
mes (23) aplicaram o virus por via ID nas tetas de uma
novilha, logo ap6s o parto, verificando o aparecimento
de erupcOes vesiculares nos mamilos e Gbere e, ainda,
vulvo-vaginite, tendo recuperado o virus da Glcera vulvo-
-vaginal.

Nos estudos relativos 3 caracterizac8o do virus da
MHB, Martin & col. (20) verificaram que o referido agen-
te era cultural e sorologicamente indistinguivel do Aller-
ton — virus incluido no grupo herpético (17). Este virus
é o protétipo do Grupo ll dos agentes virais associados

. Alice

a dermatite nodular (lumpy skin disease) que foram es-
tudados por Alexander & col. (1). A dermatite nodular
caracteriza-se, principalmente, pelo desenvoivimento de
formag8es nodulares generalizadas na pele de bovinos.
Entretanto, Huygelen (14) e Huygelen & col. (15}, na Rua-
anda-Urandi, isolaram o virus Allerton de bovinos que
apresentavam erosdes € Ulceras nas tetas e Gbere, tendo
constatado ulceragfes na boca de bezerros lactentes.
Na Tanzénia, Schiemann & col. (31) obtiveram o mes-
mo virus das lesBes da lingua e do ganglio prescapular de
buofalos (S. caffer).

E interessante assinalar que, além dos estudos de
Martin-&-col. (20}, as estirpes isoladas de bovinos rios
EUA (35, 36), na ltalia (3) e de bafalos na Tanzania (31)
foram neutralizadas pelos soros anti-MHB e anti-Aller-
ton, embora os virus tivessem origem distinta, tanto de
uma quanto de outra afec¢do. Recentemente, Dardiri
{4), considerando as analdgias entre as caracteristicas
dos dojs virus, sugeriu fossem eles incluidos em um Gnico
grupo, denominado herpesvirus dermopético bovino.

No que concerne ao Brasil, é possivel que a MHB te-
nha passado despercebida ou confundida com outras
enfermidades, como a variola bovina. As erupces vesi-
culares e as uiceragGes nas tetas, Gbere e a vulvo-vagini-
te, bem como as erosdes na boca, se prestariam a con-
fusdo com a propria febre aftosa, embora a Gltima apre-
sente caracteristicas que a distinguem da MHB. Certas
condi¢Bes nodulares da pele, usualmente consideradas
de origem parasitéaria ou bacteriana, poderiam simular a
dermatite nodular. E possivel, por fim, que as deficién-
cias de recursos laboratoriais influissem no sentido de
que ¢ virus ndo tivesse sido comprovado ha mais tempo.
A amostra em estudo foi isolada no curso de um surto
caracteristico de MHB, tendo sido verificadas lesBes no
focinho de bezerros do plantel. Na regifo onde ocorreu
a doenga, anteriormente vinham sendo observadas idén-
ticas manifestacBes patologicas no gado leiteiro com
acentuado prejuizo para sua producgo.
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Efficacy of some simple methods for long-term preservation
of bacterial cultures*

I. Suassuna, lvone R. Suassuna, 1.D. Ricciardi & L.C.D. Formiga

Summary

Simple nutrient media were evaluated for preserving Gram-negative bacterial cultures without periodic transfer. The three
methods employed were: a) nutrient agar stabs and streaks with short slopes in corked tubes sealed with paraffin-wax; b) haif
filled flame-sealed ampoules containing semi-solid nutrient agar stabs; c) full flame-sealed smalt ampoules containing nutrient
broth cultures. Some cultures were observed for up to seven years. Loss of viability varied with method of preservation and
bacterial genera. Preliminary data on the use of Cary and Blair transportation medium for maintenance of plague bacilli and
glycerolated buffered saline for a few other genera, including Acinetobacter and Corynebacterium are also presented.

Resumo

Eficiéncia de métodos simples para conservagdo a longo prazo de culturas bacterianas

Foi realizada uma avaliag8o de meios nutritivos simples, para manutencio de culturas de bactérias Gram-negativas, sem
serem periodicamente repicadas. Os métodos utilizados correspondem a: a) tubos com agar simples, ligeiramente inclinados,
tapados com rolhas de cortica parafinada; b) ampolas grandes, fechadas a fogo, cheias até a metade, com agar simples
semi-solido e ¢) pequenas ampolas fechadas na chama, apds completamente cheias com cuitura em caldo simples. Em cada
caso, para algumas culturas, um periodo de sobrevivéncia de até sete anos pode ser observado. A perda de viabitidade variou
de acordo com o método de conservacio e com os géneros bacterianos considerados. Dados preliminares, sobre o uso do
meio de transporte de Cary & Blair e de solucdo salina tamponada e glicerinada, para alguns outros géneros bacterianos
de mais dificit conservacéo, incluindo Acinetobacter e Corynebacterium, séo também apresentados.

Introduction

Some processes of preservation of bacteria such as
lyophilisation and frozen state storage at very low tem-
peratures have gained wide acceptance both on theore-
tical and practical grounds(5). On the other hand mainte-
nance of bacteria in nutrient media was perhaps the first
method used, and it is still widely used in small labora-
tories and among bacteriologists in places in which more
complex facilities are not available. A number of variants
exists, from periodic transfer in solid or liquid media, to
extended maintenance in media covered with oil, or in
ampouies with fluids from animal origin (8).

We have observed in a few laboratories the long term
storage of type cultures, or of newly isolated strains of
Enterobacteriaceae, and some other Gram negative
aerobic rods, in simple nutrient agar slants in tight-stoppe-

red tubes, or in nutrient broth in flame-sealed ampoules,
without periodic transfer.

As related to nutrient media for preservation of bac-
teria, in his review, Martin(5) only quotes conservation by
periodic transfer. We were unable to find reference in
the literature to preserving bacteria under paraffin-oil,
a method usually applied to fungi, which may work
equally well for bacteria.

The present report deals with an evaluation of nutrient
media for keeping Gram negative facultative bacteria
under long term preservation, as practiced in many ente-
robacteriaceae laboratories in countries throughout the
world. Some preliminary observations are made on a
few other bacterial genera that we felt too sensitive to
be preserved in simple nutrient media.

* Departamento de Microbiologia Médica, Instituto de Microbiologia, UFRJ, 20000 Rio de Janeiro RJ.
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Material and Methods

Source of strains — Most strains were obtained from
clinical specimens, and according to their importance
were identified to the level of genus, species or roughly
classified as coliforms, paracolon, proteus or non-enteric
Gram-negative organisms. For the sake of comparison
type strains obtained from international collections of
Enterobacteriaceae and Pseudomonas were also included.

Maintenance media — Simple nutrient broth, composed
of Bactopeptone, 1%; sodium chloride, 0.5%: meat
extract, 0.3%; pH 7.0-7.2; was the basic medium, which
was used, sometimes made semi-solid by adding 0.4%
Bacto agar, or solidified by using 1.5% agar.

Broth cultures after over-night incubation were dis-
pensed with Pasteur pipettes into small 2 ml ampoules
to halfway up their neck. These ampoules were then
sealed in a Bunsen flame. The semi-solid nutrient agar
was dispensed in larger 5 ml ampoules with flat bottoms,
and inoculation done by stabbing. Solid nutrient agar
was distributed in 100 x 13 mm culture tubes, and allo-
wed to solidify with short slopes. These were stabbed
and streaked when inoculated. After over-night incuba-
tion, corks sealed with paraffin wax were substituted
for the cotton wool plugs (Fig. 1).

Nutrient
Broth

Semi-solid
Nutrient Agar

Solid Nutrient
Agar

Fig. 1 — Maintenance media for keeping cultures.

A saline solution plus glycerol was prepared by incor-
porating 15% neutral glycerol in 0.9% sodium chloride
solution., pH (7.2-7.4) ws checked and corrected poten-
ciometrically. A previous report of this solution has bee
made by Formiga, Suassuna & Silveira(3).

Cary & Blair medium{2) was prepared and used as
described by these authors.
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Results and Discussion

Table 1 presents the results observed with 582 strains
in solid nutrient agar. Generally 6 to 12% of preserved
strains are lost regardless of the lenght of preservation,
with 10.56% being the overall loss. In two experiments,
namely after three years six months, and after five years
six months, heavy losses were observed. This could not
be explained by variations in the nature of the bacterial
strains included, but was probably due to minor variations
in batches of media. Thus a carefull control of variables
in the media is essential.

Table 1

Conservation of Enterobacteriaceae and other Gram-negative
aerobic rods in solid nutrient agar

Loss of viability

Length of Number of
observation strains Number Per cent
1 year 7 1 —
1 year 6 months 5 0 —
2 year 29 0 -
2 year 6 months 7 2 -
3 year 7 3 —
3 year 6 months 13 9 69.2
4 year 25 3 12.0
4 year 6 months 26 3 11.56
5 year 12 0 —
5 year 6 months 17 7 41.2
6 year 83 6 7.2
6 year 6 months 140 12 8.6
7 year 88 5 5.7
7 year 6 months 2 2 9.1
8 year 52 3 5.8
8 year 6 months 41 5 12.2
9 year or more 8 0 -
Total 582 61 10.5

The overall losses using half-filled ampoules with
semi-solid nutrient agar were slightly heavier, reaching
11.9% (Table 2). Taking into account the possible influ-
ence of batch variation in experiments four years old and
longer, heavier losses might be expected after this time
than for shorter periods, an average loss of viability ran-
ging from 2-8% . This average loss compares favourably
with the solid nutrient agar, for the periods shorter than
four years. The nature of the bacterial strains kept under
storage is important, as will be shown later.

The overall losses with nutrient broth were the highest
reaching 17.6% for the observed period, with an average
loss of close to 12% even before five years, and heavier
losses after longer periods (Table 3). Once again the type
of bacteria was important as it-will be later appreciated.



18 1. Suassuna, I.R. Suassuna, 1.D. Ricciard & L.C.D. Formiga

Table 2

Conservation of Enterobacteriaceae and other Gram-negative
aerobic rods in semi-solid nutrient agar

Loss of viability

Lenght of Number of
observation strains ~ Number Per cent
1 year 64 3 4.7
1 year 6 months 39 3 7.7
2 year 33 3 7.7
2 year 6 months 39 2 5.1
3 year 34 2 5.9
3 year 6 months 92 2 2.2
4 year 32 (] 18.7
4 year 6 months 30 5 16.7
5 year 23 2 8.7
5 year 6 months 7 3 —
6 year 62 21 33.9
6 year 6 months 13 5 38.5
8 year or more 6 0 —
Total 480 57 1.9
Table 3

Conservation of Enterobacteriaceae and other Gram-negative
aerobic rods in nutrient broth

Loss of viability

Table 4 shows failures in the routine preservation of
the bacterial strains by the methods already mentioned.
Although the figure for overall loss was the lowest for
nutrient agar, the contamination rate was considerably
higher than either of the other two media, probably due
to more handling after inoculation and to the nature of
the seal (paraffin waxed cork). Air-borne fungi predo-
minated and there were a few spore-bearing bacilli. Con-
trary to what might be expected, dessication due to
incomplete sealing was observed the least, probably
because the agar tended to hold moisture. In contrast,
incomplete sealing and leaking was more frequent with
nutrient broth kept in ampoules. This Table also shows
that careful control of conditions of sealing could prevent
a number of losses during storage, particularly with the
solid nutrient agar, which might otherwise be sealed with
screw caps, aluminium foil or perhaps utilize flame-sealed
ampoules, etc.

The way various groups of bacteria survived storage
is summarized in Table 5. For some genera and/or spe-
cies, like Salmonella, Citrobacter, the four Proteus species
and Providencia, fairly good survival was obtained regar-
dless of method. For others, like Escherichia, including
Alkalescens-Dispar organisms and the related Shigefla
species {mainly S. flexneri and S. sonnei), there was an

{Lenght of) Number of ascending gradient of losses from nutrient agar, through
observation strains Number  Percent semi-solid agar, to nutrient broth. In contrast, the obser-
vations with the more aerobic Pseudomonas and Achro-
;Veaf 6 months é 1 - mobacter groups were against the general trend since
year - . . . .
2 year 6 months 9 0 B they showed greater losses in .seml-so{lq nutrient agar.
3 year 42 1 24 It may be observed that Escherichia, Shigella, Klebsiella
3 year 6 months 25 3 12.0 and Enterobacter organisms did not show such large
4 year 53 6 1.3 losses (e.g., 2.1% for Klebsiella-Enterobacter, 8.3% for
4 year 6.months 56 7 125 Escherichia and Shigella) as compared with 27.6% for
5 year 68 19 27.9 Pseudo. d Ach bact
5 year 6 months 51 - 5.7 seu ‘monas and Ac ro.mo fac er.
6 year 16 7 43.7 During these observations it was soon found that the
6 year 6 months 5 1 - above methods were not satisfactory, even for very short
7 year 2 0 - periods of time, for such bacterial-groups as the Gram-
: -negative Mimeae (Acinetobacter) and the Gram-positive
Total 335 59 17.6 . . .
coryneform bacteria. Glycerol as a protection against
Table 4
Losses of Enterobacteriaceae and other Gram-negative in nutrient media as
related to the type of failure observed
Failures
Strains
Conservation lost Loss of Presence of Incomplete
viability contaminants sealing
(N?) N¢ % N2 % N? %
Solid nutrient
agar {tubes) 62 37 (59.7) 24 (38.7) 1 (1.6}
Semi-solid
Nutrient agar
{ampoules) 70 64 (91.4) 3 (4.3} 3 (4.3)
Nutrient broth
{empoules) 65 57 87.7) 3 (4.6) 5 {7.7)
Total 197 158 (80.2) 30 (15.2) 9 (4.6)
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Table b

Losses of viability during conservation in nutrient media as related with bacterial groups of
Enterobacteriaceae and other Gram-negative rods

Solid nutrient agar Semi-solid nutrient agar Nutrient broth
Bacterial group Length of Number Losses | Lengthof Number Losses tength of Number Losses
observation of observation of observation of
(years) strains  n9(%) {years) strains  n9(%) {years) strains n9%(%)

Shigella-escherichia 1-8 87 1(1.1) 1-6l2 48 4(8.3) 2-8 48 11(22.9}
Salmonella-citrobacter | 3'/2-8 26 1(38) | 1V2-62 22 0(-) 4-7 24 114.2)
Proteus-providencia 2-8 21 0{-) 1-6 66 2(3.0) | 112-¢'2 57 2{3.5)
Klebsiella-enterobacter 3-7 5 0(~) 1-862 a7 12.1) | 4'2-5 3 0(-)
Pseudomonas-
-achromobacter 22 2 0(-) 2-6Y2 87 24(27.8) 2-5 24 1(4.2)
low temperatures was used and was incorporated in Table 6

plain isotonic saline solution. This method is being ex-
tended by some of our associates to a number of other
bacterial groups, and even yeasts, by using domestic
eletric refrigerators or deep-freezers for storage. The
preliminary data are shown in Table 6. Results are prom-
ising with diphtheroid organisms kept for one year
at-10°C and for Acinetobacter stored for up to three
years. Observations were also made on the pathogenic
Neisseria strains, thus extending the results obtained
with glycerol in nutrient media, as reported by Howard(4).

It was a chance observation, in accordance with some
other reports in the literature (6,7) that plague bacilli
obtained directly from bubonic lesions could survive for
very long periods in the transport medium of Cary & Blair
(1964), as shown in Table 7. In most cases, those were
mixed cultures sometimes heavely contaminated. From
13 specimens which gave plague bacilli at the first ex-
amination, five produced the same organisms after one
year two months storage in Cary & Blair media in screw-
-capped culture tubes. From these five positives, two

were available three years six months after inoculation

with the clinical. specimen, and they still proved positive
for Yersinia pestis. These preliminary observations point
out the possibility of other transport media(9) which include
reducing mechanisms to prevent the destructive action
of oxygen, being used instead of Cary & Blair's medium.

Finally, we are aware we have been discussing results
from the point of view of survival only. We cannot com-
ment on the preservation or specific characteristics of the
stored microorganisms, as they were mostly wild strains
not studied completely. It is worthy of mention, however,
that sorological identification of some strains of Pseudo-
monas was readily attained, preserved by the discussed
methods, some 17 years after isolation{10).

Conservation of bacteria in fifteen per cent giycerolated
and neutralized saline solution (*)

Bacterial Number of| Temperature .
. Viables
group strains of storage
Number Len.gth
of time
""Diphtheroids” 17 —-10C 14 1 year
24 o 9 3year
Diphtheric bacilli 8 " 6 1 year
16 ” 3 3 year
Mimae 5 " 5 3 year
Gonococcus 1 —30C 1 3 months
Meningococcus 1 " 1 6 months

(*) Formiga, Suassuna & Silveira (1973)

Table 7

Extended recovery of plague baciili from bubonic specimens
kept in Cary & Blair transport medium*

Number of Number Length of
specimens recovered time
13 5 1y.2mo.-1y.6mo.
2 2 3vy.6 mo.

*Ricciardi & col. (7)
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Ocorréncia de esporocistos de Sarcocystis sp. em cées na cidade de Sdo Paulo*

Saemi Ogassawara**, Carlos Eduardo Larsson***, Maria Helena M.A. Larsson***,
Mitika K. Hagiwara*** & Guacira Gouveia****

Resumo

Através da técnica de centrifugacdo em &gua-éter, foi detectada a presenca de esporocistos de Sarcocystis sp. em 5,8%
(9 amostras) de 155 amostras de fezes de cies de idade, raca e sexo diferentes, procedentes de diversas regides da cidade
de S#o Paulo. InoculacBes experimentais, em quatro cdes fémeas com esporocistos ndo deram resultados positivos da infec-

¢Ho, nos 20 dias sucessivos, durante os quais foram feitas analises de fezes diariamente.

Summary

Incidence of sporocysts of Sarcocystis sp. in dog of the city of Sdo Paulo

One hundred and fifty five fecal samples from dogs from different areas of the city of Sdo Paulo, of distinct ages, races and

sexes, yielded nine (5,8%) positive samples for the presence of sporocysts of Sarcocystis sp. The ether-water centrifugation

method was employed. Experimental infection using sporocystis in four female dogs did not yield positive results of infection.

Daily examinations of their feces were performed during a 20 days period.

Introducgdo

A participacdo de cdes e gatos e do préprio homem,
na transmissdo de Sarcocystis spp. tem sido demons-
trada experimentalmente, através da administracdo de
cistos coletados de diferentes masculos de bovinos,
suinos e ovinos e a subseqliente detecgdo de esporocis-
tos nas fezes dos hospedeiros (6, 14, 15).

Mahrt(10), em condicBes naturais, detectou esporocis-
tos nas fezes de cies Beagle, procedentes de uma fonte
comercial, onde se forneciam visceras cruas de bovinos.

Fayer & Johnson(2} conseguiram infectar bezerros e
produzir doenca de carater agudo, pela administracdo
oral de esporocistos de Sarcocystis fusiformis, prove-
nientes de fezes de cdes.

Além dos estudos mencionados, outros autores, se
envolveram com o problema(12, 16, 19). O presente tra-
balho representa as observacSes de exames parasitologi-
cos de cdes, com o propodsito de contribuir para a elucida-
c¢do do ciclo evolutivo em Sarcocystis sp..

Material e Miétodos

Foram examinadas 155 amostras de fezes de cdes de
racas, idades e sexos diferentes, procedentes de diver-
sas regides na cidade de S&o Paulo, entre agosto de
1973 e julho de 1974, com o emprego da técnica de cen-
trifugacdo em agua-éter, de acordo com Ferreira & col.(3).
As amostras que deram resultados positivos para espo-
rocistos foram diluidas em bicromato de potassio a 2%
e conservadas em refrigerador. Com o uso de ocular mi-
crométrica Leitz Wetzlar, foram calculados os tamanhos
maximo, minimo e médio de 100 esporocistos.

Seis cdes sem raca definida, de aproximadamente
um ano de idade e do sexo feminino, foram utilizados
para infeccio experimental. Desde sua chegada ao labo-
ratorio, passaram a ser alimentados com racdo granulada
Kelnuts. A auséncia de infeccdo anterior a experimenta-
¢Ho foi verificada pelo confinamento dos animais em iso-
lamento e exames periddicos das fezes. O nimero de
esporocistos (in6culo) foi calculado com o emprego da

* Trabatho apresentado ao XIV Congresso Brasileiro de Medicina Veterinaria em S3o Paulo, outubro de 1974

s Departamento de Medicina Veterinéria Preventiva e Satide Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP.

*** Departamento de Patologia e Clinica Médicas da FMVZ - USP.

*x*% Ey_estagiaria do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Satde Animal da FMVZ - USP.
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camara de contagem de plancto segundo Tsunoda &
Ishii{18).

Dois animais receberam uma suspensdo de fezes por
via oral, contendo. aproximadamente 3.600 esporocistos;
dois outros foram inoculados com 36.000 esporocistos
e os dois restantes mantidos como controle, sem inocu-
lacdo. As fezes foram coletadas e examinadas diaria-
mente, durante 20 dias.

Resultados e Discussdo

Das 155 amostras de fezes de cdes diversos, nove
(5,8%) deram resultados positivos para esporocistos de
Sarcocystis sp. Esses esporocistos apresentavam-se sob
forma elitica, esporulada, incolor, sem corplsculo de
Stieda, sem micropila, com quatro esporozoitas e um
corpusculo residual (Fig. 1}, ou ainda aos pares, envol-
vidos por uma delgada membrana {Fig. 2). O tamanho
dos esporocistos foi de 13,0-16,7 x 10,4-11,1,ym eo
tamanho médio de 15,0 x 10,8 um.

O exame dos cdes inoculados experimentalmente e
dos controles ndo revelou a presenga de esporocistos
no periodo de 20 dias de observacéo.

Os esporocistos encontrados nas amostras corres-
pondem, pela morfologia e dimensdes, aos de Sarco-
cystis fusiformis, descritos por Heydorn & Rommel{6),
em fezes de cles experimentalmente infectados com
esdfago de bovinos contendo cistos do parasita, para 0s
quais as dimensBes foram dadas como sendo de 13,9-

-17,0 x 6,2-10,8um X = 15,9 x 8,3um.

Fig. 1 — Esporocistos de Sarcocystis sp. nas fezes dos cées.

Fig. 2 — Qocisto de Sarcocystis sp. nas fezes dos cdes.

Esporocistos com caracteristicas similares e com as
dimensdes de 14,8-17,3 x 8,7-9,9 X = 16,0 x 9,8um
foram encontrados nas fezes de c3es Beagle mantidos
em estabelecimento comercial(10). O autor conclui que se
tratavam de esporocistos de Sarcocystis e admite, como
provavel fonte de infeccdo, o alimento dos cdes (6rgdos
de bovinos, administrados crus).

Levine & lvens(9) assinalaram a presenca de esporo-
cistos livres, totalmente desenvolvidos nas fezes recém
colhidas de quatro, entre 139 amostras de cées. Os espo-
rocistos foram identificados como sendo da espécie
Isospora rivolta, mas de acordo com suas dimensfes

{15-17 x 10-11 um) e caracteristicas, poderiam ser de

Sarcocystis.

As inoculacBes experimentais, realizadas no presente
estudo, ndo deram exames positivos para a presenca de
esporocistos. Se se tratasse de esporocistos livres de
Isospora, como assinalaram Levine & Ivens(9) deveriam
aparecer novos elementos nas fezes, no prazo de seis
dias ap6s a inoculagéo(1, 8), o que ndo ocorreu.

Segundo a literatura, a transmiss8o de Sarcocystis,
de co para c#o(1, 4), ou de gato para gato(4), através da
inoculaclo de esporocistos, ainda ndo foi totalmente
confirmada. Fischle(4) ndo conseguiu, por exemplo, infec-
tar cdes e gatos por inoculac8o oral de esporocistos de
S. fusiformis e de S. tenella, respectivamente. O mesmo
autor também tentou a infeccdo de gato com esporocis-
tos e com o6rgdos do citado animal inoculado com espo-
rocistos. No presente experimento também verificou-se
a auséncia de esporocistos nas fezes, concluindo-se que,
no ciclo evolutivo de Sarcocystis, é necessario um hos-
pedeiro intermediario, como ocorre com Toxoplasma
gondii.

N&o obstante os dados negativos, com as inocula-
cBes experimentais em cdes e gatos, deve-se levar em
consideracdo os trabalhos de Sahasrabudhe & Shah(17),
que descreveram a presenca de cistos de Sarcocystis na
musculatura do esdfago de um co e o de Jeffrey(7), que
descreveu dois casos humanos e fez a citagcdo de véarios
outros. v

Desconhecemos o significado real dos nossos acha-
dos nos cdes (5,8% eliminando esporocistos nas fezes),
em vista dos atuais conhecimentos acerca do parasita.
Conforme a literatura revisada, a ocorréncia de sarcos-
poridiose nos animais & muito elevada (11, 13); e no ho-
mem, é mais difundida do que nos levam a supor as pu-
blicagdes existentes (7).

Além disso, segundo Gestrich & col.(5), ha evidéncias
da existéncia de pelo menos trés espécies diferentes de
Sarcocystis em bovinos e duas em ovinos, e que cles
e gatos constituem hospedeiros definitivos de Sarco-
cystis de bovinos e ovinos. O homem é considerado
hospedeiro definitivo de Sarcocystis de bovinos(5, 14) e
suinos(14).

E necessério continuar com os estudos, no sentido
de evidenciar o real papel dos cdes e gatos na transmis-
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sfo de Sarcocystis para outros animais, e, principal-
mente, o papel desses animais em relag8o a infecco do
homem.

A alta ocorréncia de sarcosporidiose.em animais, em
relacdo ao nimero de hospedeiros definitivos, também
carece de respostas até o presente momento.

O presente trabalho, através da anélise parasitoldgica
de amostras de fezes de c8es que ocorrem em diferentes
regides de S&o Paulo, revela a presenca do parasita em
condic8es naturais.
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Atividade "“in vitro’’ da sisomicina contra amostras de Pseudomonas aeruginosa,
enterobactérias e de outras espécies bacterianas resistentes e sensiveis ‘agentamicina

Laurinda A, Soares* & Luiz R. Trabulsi**

Resumo

Estudo da atividade da sisomicina pelo método da diluigdo em placa contra 20 amostras de Pseudomonas aeruginosa, 99 de
diferentes géneros de enterobactérias e 10 de outras espécies bacterianas. Das 129 amostras, 71 eram resistentes e 58 sensi-
veis & gentamicina. A sisomicina foi mais ativa do que a gentamicina para 63,3% das amostras resistentes e 31,0% das amos-
tras sensiveis. Foi menos ativa para 12,6% das bactérias resistentes e 8,6% para as amostras sensiveis. A atividade das duas
drogas foi igual para 23,9% das amostras resistentes e 60,3% das sensiveis. A maior atividade da sisomicina entre as amos-
tras resistentes & gentamicina se faz notar principalmente contra as amostras de P. aeruginoss, Klebsiella e Proteus. Entre as
sensiveis, foi mais ativa contra P. aeruginosa e Alcaligenes. As amostras de Enterobacter, sensiveis e resistentes a gentami-
cina, foram uniformemente mais resistentes a sisomicina. A atividade da sisomicina para as demais amostras foi variavel,
semelhante a da gentamicina. A resisténcia cruzada entre os dois antibiticos é freglientemente do tipo parcial.

Summary

“In vitro” activity of sisomicin against strains of Pseudomonas aeruginosa, several enterobacteria and other bacterial species
both resistant and susceptible to gentamicin

Sisomicin activity was studied against 20 strains of Pseudomanas, 99 of different genera of Enterobacteriaceae and 10 of other
bacterial species, using the agar dilution method. Out of the 129 strains, 71 were resistant and 58 susceptible to gentamicin.
Sisomicin was more active than gentamicin for 63,3% of the resistant strains and 31,0% of the susceptible strains. It was less
active for 12,6% of the resistant strains and 8,6% of the susceptible ones. The activity of both antibiotics was the same for
23,9% of the resistant strains and 60,3% of the susceptible strains. The greatest activity of sisomicin among resistant strains
to gentamicin was noted mainly against strains of P. aeruginosa, Klebsiella and Proteus. Among the susceptible strains it
was more active against P. aeruginosa and Alcaligenes. Enterobacter strains, susceptible and resistant to gentamicin, were
regularly more resistant to sisomicin. Sisomicin activity for the other strains was variable, similar to the one found for genta-
micin. Cross-resistance between both antibiotics is frequently of the parcial type.

introdugéo Material e Métodos

A sisomicina é um novo antibi6tico aminoglicosideo
obtido da fermen}acﬁo da Micromonospora inyoensis
(8, 10). Esse antibi6tico se assemelha & gentamicina Cm,
um dos componentes do complexo da gentamicina.
Sua ag#o “in vitro’’ & similar & da gentamicina, ndo sen-
do, entretanto, idéntica. O presente trabalho foi realizado
com o objetivo de verificar a sensibilidade & sisomicina
de amostras de vérias espécies bacterianas resistentes a
gentamicina por diferentes mecanismos genéticos. Para
efeito de comparac8o, foram também estudadas amos-
tras sensiveis a0 mesmo antibiotico.

Amostras — Foram estudadas 129 amostras, distribui-

das da seguinte forma:

a. quatro amostras de Enterobacter, cinco de Klebsiella
e uma de Proteus mirabilis, resistentes a pelo menos
4 mcg/ml de gentamicina e portadoras de fator R com
gens de resisténcia para gentamicina;

b. 10 de £. coli K12, resistentes a gentamicina e derivadas
das amostras do item a;

¢. 19 mutantes para resist@ncia & gentamicina, obtidas
a partir de amostras sensiveis de Klebsiella, Salmo-
nella, P. mirabilis e P. vulgaris;

* Laborat6rio de Microbiologia da Bayer do Brasil S.A.; Caixa Postal 959, 01000 S#o Paulo SP.
** Depto. de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Escola Paulista de Medicina, S#o Paulo SP.
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d. 12 de Pseudomonas aeruginosa e 20 de enterobacté-
rias isoladas de material clinico e resistentes a genta-
micina, desconhecendo-se a natureza genética da
resisténcia;

e. seis de S. aureus, oito de Pseudomonas, quatro de
Alcaligenes sp e 40 de diferentes enterobactérias,
sensiveis a pelo menos 4 mcg/ml de gentamicina.
Além das amostras mencionadas, verificou-se a con-

centracdo inibitéria da gentamicina para 20 mutantes

selecionadas em placa contendo sisomicina.

Drogas — Foram usados sulfato de sisomicina (Bayer)
e sulfato de gentamicina (Schering}.

Determinacdo da concentragdo inibitéria — O método
empregado foi o da diluigdo em placa, usando-se um
indculo de aproximadamente 10* germes/mi. O meio de
cultura foi o de Mueller Hinton (Difco). As amostras iso-
ladas de material clinico foram consideradas sensiveis a
gentamicina quando tinham o seu crescimento inibido
por pelo menos 4 mcg/ml. Para as mutantes e recombi-
nantes, o critério adotado para classifica-las como resis-
tentes foi simplesmente o aumento da resisténcia com
relagdo ao tipo selvagem.

Obtencdo de mutantes — Para a obteng#io de mutantes
utilizou-se o método de Szybalsky & Bryson (6). Foram
obtidas mutantes para sisomicina e gentamicina a partir
de uma amostra de Klebsiella, uma de Salmonella, uma
de Proteus mirabilis e uma de Proteus vulgaris, sensiveis
a menos de 1 mcg/mi de gentamicina e de sisomicina.
0O meio de cultura foi o DST {Oxoid)}, e tanto a gentami-
cina como a sisomicina foram usadas na concentragdo
de 5 mcg/ml. Foram considerados mutantes os clones
que apresentaram resisténcia superior 8 da amostra
selvagem.

Demonstragdo do fator R — A presenca do fator R, com
gens de resisténcia para gentamicina, foi demonstrada
por meio de conjugac8io em amostras de Enterobacter,
Klebsiella e P. mirabilis, sensiveis ao acido nalidixico.
A cultura receptora foi uma amostra de £. coli K12, lac-
tose-negativa, resistente a 50 meg/ml de acido nalidixico
e sensivel a todos os antibiéticos. A selegdo dos recom-
binantes foi feita em placa de agar Mueller Hinton e de
MacConkey, contendo acido nalidixico e gentamicina.
As colbnias de recombinantes foram identificadas como
E. coli pelas caracteristicas bioquimicas. Simultanea-
mente a cada experimento de conjugagdo foram feitos
os controles indicados {7).

Resultados

Encontram-se na Tabela 1 as concentracSes inibito-
rias da sisomicina para as amostras resistentes a genta-

micina por fatores R, por mutac8o e por mecanismos
genéticos desconhecidos. Com relagdo aos primeiros,
verifica-se que as amostras de Enterobacter foram menos
sensiveis & sisomicina, enquanto que as 5 de Klebsiella
e a de P. mirabilis foram mais sensiveis, com excegdo de
uma amostra de Klebsiella, que apresentou sensibilidade
igual aos dois antibiéticos. Quanto as amostras de £. coli
K12, as concentracGes inibitdrias de sisomicina foram
maiores ou iguais as de gentamicina para os recombi-
nantes derivados de Enterobacter, e menores ou iguais
para os derivados de Klebsiella e P. mirabilis. Com rela-
¢do as mutantes, observa-se que uma de Salmonella foi
mais resistente a sisomicina, trés de Salmonella e uma
de P. mirabilis apresentaram sensibilidade igual as duas
drogas e que as 14 restantes foram mais sensiveis 2 siso-
micina. Das 32 amostras com resisténcia por mecanis-
mos genéticos desconhecidos, 22 foram mais sensiveis
a sisomicina, trés menos e sete apresentaram a mesma
sensibilidade as duas drogas. Deve ser notado que as trés
amostras menos sensiveis a sisomicina sdo de Entero-
bacter, e que entre as sete com sensibilidade igual as
duas drogas, quatro s8o de Sa/monefla, uma de P. aeru-
ginosa, uma de Klebsiella e a outra de E. cofi. A diferenga
entre as concentragSes inibitorias de sisomicina e de
gentamicina para a mesma amostra nunca foi superior a
quatro. Considerando-se as 71 amostras resistentes,
verifica-se ainda na Tabela 1 que 45 (63,3%) foram mais
sensiveis 3 sisomicina, nove {12,6%) foram menos sen-
siveis e 17 (23,9%) apresentaram a mesma sensibilidade
as duas drogas.

Os resultados referentes as amostras sensiveis a gen-
tamicina podem ser vistos na Tabela 2. A sisomicina foi
mais ativa para as amostras de P. aeruginosa e de Alcali-
genes sp, foi mais ativa ou apresentou atividade igual a
da gentamicina para as amostras de Klebsiella, E. coli,
Salmonella e P. vulgaris, e foi menos ativa ou apresentou
sensibilidade igual 3 de gentamicina para as amostras de
P. mirabilis, Providencia e S. aureus. Consideradas em
conjunto, das 58 amostras sensiveis & gentamicina, 18
{31,0%) foram mais sensiveis a sisomicina, cinco (8,6%)
foram menos sensiveis e 35 (60,3%) apresentaram a
mesma sensibilidade as duas drogas. A diferenca entre
as concentrac@es inibitdrias das duas drogas para a mes-
ma amostra nunca foi superior a dois.

Na Tabela 3 estdo os resultados obtidos com todas
as amostras, independentemente de serem sensiveis ou
resistentes a gentamicina. Observa-se que 48,9% das
amostras foram mais sensiveis & sisomicina, 10,8% me-
nos e 40,3% apresentaram a mesma sensibilidade as
duas drogas. Deve-se destacar que a sisomicina foi mais
ativa para a totalidade das amostras de P. aerugindsa,
Klebsiella, P. vulgaris e Alcaligenes sp, e que foi menos
ativa para as amostras de Enterobacter.

Na Tabela 4 verifica-se que todas as mutantes para
sisomicina foram de duas a oito vezes mais resistentes
a gentamicina.
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Tabela 1
Atividade da Sisomicina contra amostras de Enterobactérias e P. aeruginosa resistentes 3 Gentamicina por diferentes mecanismos genéticos
N Namero de amostras
Mecanismo Concentrago inibitoria :
Bactérias de Amostras {meg/mi) Mais sensivel Sensibilidade
resisténcia igual s
Gentamicina Sisomicina Gentamicina Sisomicina 2 drogas
Enterobacter* Fator R 1,2,3,4 8,0 16,0 4 0 [
1 64,0 64,0
Kiebsiella* Fator R 2,3 64,0 32,0 0 4 1
4,5 64,0 16,0
P. mirabilis* Fator R 1 32,0 16,0 0 1 0
1,2,3 4,0 4,0
E. coli (E**) Fator R ' ! '
coli ator 4 40 80 1 0 3
. 1,2 2,0 2,0
E. coli (K**) Fator R ! . .
coii ator 3,45 40 20 0 3 2
E. coli (Pm**) Fator R 1 16,0 80 0 1 0
1 1,0 0,5
Kiebsiella Muta o !
: utagdo 2,3,4,5 4,0 2,0 0 s 0
1 1,0 2,0
Salmonelia Mut ' ’ 1
m utagio 2,34 2,0 2,0 0 3
1 2,0 2,0
P. mirabilis Mutagéo 2,3 4,0 2,0 0 4 1
4,5 4,0 1,0
1,23 4,0 2,0
P. vulgari Mut T ’ ’ 0
vulgaris utacdo 45 8.0 40 5 0
1.2 8,0 2,0
p . b hecid 3,456,7,8 8,0 4,0 0 1" 1
. aeruginosa esconhecido 9, 10, 11 16,0 8,0
12 32,0 2,0
1 8,0 4,0
2 32,0 8,0
Klebsiella Desconhecido 8 16,0 80 0 8 1
4,5 64,0 16,0
6,78 64,0 32,0
9 64,0 64,0
1 64,0 32,0
id ! ! 0 1 4
Salmonella Desconhecido 23.4,5 64,0 64.0
) 1,2 8,0 16,0
" ’ , A 3 0 0
Enterobacter Desconhecido 3 32,0 64.0
1 16,0 4,0
. . A A o 1 1
E. coli Desconhecido 2 64,0 64.0
P. mirabilis Desconhecido 1 32,0 16,0 0 1 0
Total - 71 9 45 17
% 12,6% 63,3% 23,9%
* Doadoras

** Recombinantes derivadas de Enterobacter (E}, Klebsiella (K} e P. mirabilis {Pm).
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Tabela 2

Atividade da Sisomicina contra amostras de P.

bacterianas sensiveis

aeruginosa, Enterobactérias e de outras espécies
a Gentamicina

Namero de Amostras
Concentrag#o inibitéria
/ml
Bactérias Amostras (meg/mi) Mais sensiveis Sensibilidade
igual as
. s . o 2drogas
Gentamicina Sisomicina Gentamicina Sisomicina
P. aeruginosa 1'2':;':5'6’ 4,0 2.0 0 8 0
1 0,5 0,25
2,34 0,5 05
Kiebsiella 5 1,0 0,5 0 3 4
6 1,0 1,0
7 2,0 1,0
1 0,25 0,25
2 0,5 0,25
E. coli § !
cot 3,4,5,6,78 0,5 0,5 0 2 7
9 1,0 0,5
1 0,25 0,5
2,34 0,5 0,5
P. mirabilis 5,6 0,5 1,0 3 0 13
7,8,9,10,11,12, 1,0 1,0
13, 14, 15, 16
P. vulgaris 1,2,3 0,5 0,5 0 0 3
1 1,0 0,5
Providenci , X 1
rovidencia 2 20 4,0 1 0
1 0,5 2,0
Ent t ! ! 1
nterobacter 2 40 40 0 1
Salmonaella 1 0,5 0,5 0 0 1
1,2, 3 2,0 1,0
Alcali . 2, s ' 0
caligenes 4 40 20 4 0
1,23 0,1 0,1
s ' 2, , ,
aureus 456 025 0,25 0 0 6
Total 58 5 18 35
% 8,6% 31,0% 60,3%
Discussdo

Embora pequenas, e algumas podendo ser decorrentes
do método empregado, a constancia das diferencas in-
dica que a sisomicina foi mais ativa do que a gentamicina.
A maior atividade frente as amostras resistentes A genta-
micina & explicada principalmente-pela dualidade de ac#io
para as amostras de Proteus e Klebsiella. Conforme pode
ser visto nas Tabelas 1 e 2, a quase totalidade das amos-
tras resistentes dessas bactérias foi mais sensivel 3 siso-
micina, enquanto que as amostras sensiveis freqiiente-
mente apresentaram a mesma sensibilidade para as duas
drogas. Algumas vezes foram mesmo mais sensiveis &

gentamicina, como aconteceu com tr@s amostras de
P. mirabilis. A espécie ou género das amostras influen-
ciou a atividade dos dois antibi6ticos. Considerando-se
as amostras resistentes, a sisomicina foi mais ativa do
que a gentamicina para as amostras de Klebsiella, P, aeru-
ginosa, Proteus mirabilis e Proteus vulgaris. Foi unifor-
memente menos ativa contra as amostras de Enterobac-
ter. Com relagdo s amostras sensiveis, a situagdo € idén-
tica apenas para as amostras de P. aeruginosa e Alcali-
genes, e Enterobacter, respectivamente.
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Tabela 3

Atividade da Sisomicina contra amaostras de P. aeruginosa, Enterobactérias e de outras espécies bacterianas resistentes
e sensfveis a Gentamicina

Bactérias Namero de amostras | Namero mais sensivel | Namero mais sensivel | Namero com sensibilidade
estudadas & Sisomicina a Gentamicina igual &s 2 drogas

P. agruginosa 20 19 0 1

Klebsiella 26 20 0 6

E. coli 21 ; 7 1 13

P. mirabilis 23 6 3 14

P. vulgaris 8 5 0 3

Providencia 2 1 1 ]
Enterobacter g 0 8 1

Salmonelia 10 1 1 8

Alcaligenes 4 4 0 0

S. aureus 6 0 0 6

Total 129 14

% 48,9 10.8 40,3
Tabela 4 sisomicina para a maioria das bactérias gram-negativas,

Atividade da Gentamicina contra mutantes de Enterobactérias
selecionadas em placas contendo Sisomicina

Concentragio inibitéria (meg/mi)
Bactérias
Mutantes Sisomicina Gentamicina
1,23 2,0 8,0
Klebsiella 4 4,0 8,0
5 2,0 16,0
1,23 1,0 4,0
Salmonelia 4 2,0 4,0
5 8,0 16,0
1,23 2,0 4,0
P. mirabilis 4 2,0 4,0
5 4,0 8,0
1,2 2,0 40
P. vulgaris 3 2,0 8,0
4,5 8,0 16,0

De modo geral, os resultados de estudos semelhantes
encontrados na literatura indicam maior atividade da

quando comparadas com a gentamicina (1, 2, 3,459,
11). Entretanto Meyers e cols. (4) encontraram a sisomi-
cina mais ativa contra amostras de Pseudomonas sp,
Klebsiella e Proteus indol positivo, e menos contra amos-
tras de Enterobacter, Escherichia coli, Serratia e Proteus
mirabilis. Embora ndo tenhamos encontrado referéncias
especificas a uma maior atividade da sisomicina para’
germes resistentes 3 gentamicina, & interessante men-
cionar os achados de Crowe & Sanders (1) para uma
amostra de P. mirabilis e quatro amostras de P. rettgeri.
A concentracdio inibitéria da gentamicina para essas
amostras variava entre 12,6 e 50 meg/ml, enquanto que
a da sisomicina variava entre 1,56 e 6,25 mcg/ml. Ainda
de maneira semelhante a nos, verificaram que uma amos-
tra de Enterobacter sensivel a 6,256 mcg/ml de gentami-
cina s6 o era a 50 mcg/ml de sisomicina.

A maior atividade da sisomicina para mutantes sele-
cionadas em placas contendo gentamicina contrasta,
conforme seria de se esperar, com a menor atividade da
gentamicina para mutantes selecionadas em placas con-
tendo sisomicina (Tabela 4). Esses dados, juntamente
com os referentes as amostras resistentes & gentamicina
(Tabela 1), indicam que a resisténcia cruzada entre os
dois antibiéticos & mais do tipo parcial, isto é, as bacté-
rias resistentes a gentamicina nem sempre o s3o a siso-
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micina. Entretanto as resistentes a sisomicina devem ser
também para gentamicina.

Os menores niveis de resisténcia expressos pelas
amostras de E. coli K12 derivadas das amostras de Ente-
robacter, Klebsiella e Proteus mirabilis parecem inerentes

a propria bactéria, com relacdo aos aminoglicosideos.
Toledo & cols. (7) verificaram que a mesma bactéria
expressava niveis mais baixos de resisténcia 3 estrepto-
micina e kanamicina ap6s receber diferentes fatores R
de amostras de Shigella.
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