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Prémios Sociedade Brasileira de Microbiologia
em Biologia de Microrganismos

Prémio Schering de Microbiologia

A Sociedade Brasileira de Microbiologia anun-
cia seu programa institucional “‘P#mio SBM em
Biologia de Microrganismos’’, para conceder hon-
rarias e apoio financeiro a cientistas e tecnologos

envolvidos com virus, bactérias, fungos, algas e

protozoarios.

O programa se iniciard pelo “Prémio Schering
de Microbiologia”, para teses executadas por es-
tudantes, a nivel de Mestrado ou Doutoramento,
regularmente matriculados em cursos oficiaimen-
te reconhecidos pelo Conselho Federal de Educa-
cdo, do Ministério da Educac&o e Cultura.

O objetivo do *’Prémio Schering de Microbio-
logia’ é motivar a criatividade e relevancia, na de-
finicdo de projetos, promovendo a microbiologia
como instrumento para o desenvolvimento cienti-
fico, social ou econdmico, como segue:

i. para o estudante — o teto de Cr$ 5.000,00,
anualmente corrigivel, vinculado a aquisi¢éo de
literatura técnico-cientifica;

ii. ao orientador — o teto de Cr$ 45.000,00, anual-
mente corrigivel, vinculado a aquisicdo de pas-
sagem e ajuda de custos para estada em labora-
t6rio ou centro de pesquisa e desenvolvimento,
no exterior, para cumprimento de programa mi-
nimo de oito semanas, destinado & atualizacdo
profissional ou desenvolvimento de projetos em
colaboracdo.

O Prémio Schering de Microbiologia — 78"
sera distribuido durante o IX CONGRESSO BRA-
SILEIRO DE MICROBIOLOGIA, na Universidade
Catolica de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, de
23 a 27 de julho de 1978.

Os prémios subseqiientes serdo distribuidos
em cada Congresso, anualmente. Como a data fi-
nal para a apresentaciio dos textos completos se
encerra a 30 de abril de 1978, os candidatos deve-
rdo solicitar informacdes a um dos seguintes en-
derecos: '

Sociedade Brasileira de Microbiologia
Dr. Jodo S. Furtado

Instituto de Boténica

Caixa Postal 4005

01000 Szo Paulo SP

Brazilian Society of Microbiology Awards on
Biology of Microorganisms

Schering Award on Microbiology

The Brazilian Society of Microbiology announ-
ces its institutional program “SBM Prizes on Bio-
logy of Microorganisms'’, to award and support fi-
nancially scientists and technologists dealing with
viruses, bacteria, fungi, algae and protozoans.

The program will start by the “SCHERING
AWARD ON MICROBIOLOGY" to theses made
by students obtaining their MS, DcS or PhD titles,
in centers officially recognized by the Brazilian Fe-
deral Council of Education, an agency of Brazilian
Ministry of Education and Culture.

“Schering Award on Microbiology” intents
to motivate criativity and relevance in project de-
sign, and to promote microbiology as in instru-
ment for scientific, social or economical develop-
ment. The prize will be divided as follows:

i. for the student — the equivalent to
US$ 300.00, in Brazilian currency, restricted to
purchase of technical or scientific literature;

ii. for the professor or researcher acting as the
student’s scientific or technical advisor the
equivalent to US$ 2,700.00, in Brazilian cur-
rency, restricted to travel expenses, to cover a
program of the minimum of eight weeks stay in
foreigner laboratory or R & D center, for either
up-dating or joint project development.

“Schering Award on Microbiology — 78" is
schedutled for judgment during the IX BRAZILIAN
CONGRESS OF MICROBIOLOGY, at the Catholic
University of Minas Gerais, Belo Horizonte, MG,
to take place on July 23-27, 1978.

Subsequent prizes will be awarded in each
yearly Congress.

Since dead-line for complete paper submission
is 30 April 1978 candidates are urged to request
further information in either of the address below:

Indistria Quimica e Farmacéutica Schering S/A
Dr. Paulo H. Leal

Rua Morais e Silva, 43

Caixa Postal 540

20000 Rio de Janeiro
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Programa institucional
"“Prémios SBM em biologia de microrganismos’’

Jodo S. Furtado*

A microbiologia — no consenso de seus mais repre-
sentativos executores e na interpretagdo de todos os
gue ja se envolveram com a direcdo da Sociedade Brasi-
leira de Microbiologia — é uma das mais abrangentes
&reas em ciéncia e tecnologia. Depende da atividade de
vasta gama de especializages profissionais em pesqui-
sa, desenvolvimento, prestacdo de servigos técnico-
cientificos e capacitagédo de recursos humanos. Esta in-
serida em inimeros planos de desenvolvimento e repre-
senta a resposta a diversas metas governamentais**,
com tendéncia a se fortalecer na medida que seus exe-
cutores aumentarem sua habilidade para diagnosticar
necessidades cientificas, sociais e econémicas.

A Sociedade Brasileira de Microbiologia congrega
comunidade multiprofissional e procura criar e desen-
volver: mecanismos dedicados ao fortalecimento
técnico-cientifico. Entre os esforgos gerados, anuncia o
prograrﬁa institucional “‘Prémios SBM em Biologia de
Microrganismos'’, cuja regulamentacdo serd modi-
ficada, sempre para melhorar o nivel de motivacdo,
concessdo e efetiva utilizagdo dos prémios.

sl aemen A oo

4 A
n $fritiirn A nens any vcnllcmc, da res-

TUTUro GG programa sera, inevitav

ponsabilidade dos participantes e da qualidade de seus

trabalhos, pois traduzird, automaticamente, uma parte
da pesquisa gerada no Brasil, através dos cursos de pés-
graduacdo. Simultaneamente, o prémio representara
instrumento de promog&o de seus executores e benefi-
ciados, como agentes de transformacédo do meio.

1. Objetivos

e Aumentar a motivagdo profissional para o crescen-
te melhoramento da orientagdo a estudantes de
pbs-graduacdo em microbiologia.

e Estimular maior criatividade, na geragdo de proletos
de pesquisa e desenvolvnmento

e Criar subsidios que possam contrlbuir para a proje-
cdo da ciéncia brasileira, em ambito internacional.

e Estimular a agdo dos pesquisadores e tecndlogos
para a solucdo de problemas regionais e a liberacéo

da dependéncia tecnolbgica nos setores produtivo
e de prestagdo de servico.

2. Requisitos )

2.1. O prémio destina-se a aluno regularmente 'ma-
triculado em curso de pés-graduacio reconhe-
cido pelo Conselho Federal de Educagdo, do
Ministério de Educac8o e Cultura.

2.2. O curso ndo deve ser, necessariamente, de mi-
crobiologia, mas o trabalho devera envolver as-
pectos bioldgicos de virus, bactérias, fungos,
algas e protozoarios.

2.3. O trabalho devera constituir projeto de pesqui-
sa ou de desenvolvimento experimental original
e representar assunto de tese do candidato.

2.4. A defesa da tese a que se refere o item acima
deverd estar compreendida no periodo entre a
realizagdo do dltimo congresso da Sociedade
Brasileira de Microbiologia e seis meses ap6s o
congresso durante o qual o julgamento serd
anunciado.

2.5. O trabalho submetido para concurso ndo pode-
ré ser ressubmetido para julgamento nos dois
anos seguintes ao da inscri¢8o.

2.6. O candidato deverd submeter texto completo
do trabalho até 30 de abril de cada ano em que
o Congresso da Sociedade Brasileira de Micro-
biologia é realizado e fornecer os dados solicita-
dos pela Secretaria de Normas para a inscricgo.

2.7. Todos os trabalhos concorrentes deverdio ser
formalmente inscritos e apresentados em Con-
gresso da Sociedade Brasiieira de Microbioio-
gia.

2.8. A apresentacio ser4 feita obrigatoriamente pe-
lo aluno executor. Diante de qualquer pergun-
ta, € vedado ao orientador participar de debate.

2.9. Ambos, aluno executor e orientador, deverdio
ser membros profissionais da Sociedade Brasi-

* Instituto de Boténica, Caixa Postal 4005, 010600 356 Paulo; membro da diretoria da Sociedade Brasileira de Microbiologia.
** FURTADO, JOAO S. — Microbiologia nos planos de governo: pesquisa e desenvolvimento. Rev. Microbiol. (S. Paulo), 7 : 98-103, 1976.
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leira de Microbiologia, inscritos até dezembro
do ano anterior ao Congresso durante o qual o
julgamento seré realizado, e devidamente em
dia com a tesouraria.

O prémio ou suas partes sdo intransferiveis a
outros nomes; ndo poderdo ser modificados
quanto ao destino a que estdo vinculados e de-
verdo ser respeitados os prazos maximos, para
seu uso, previstos no item operacionalidade, in-
clusive no que diz respeito as conseqiiéncias.

3. Natureza do Prémio
O prémio é constituido de documentos de honra-
ria e recursos financeiros, descritos a seguir:

103

Secretaria' de normas

Comiss#o deliberativa

Comissdo de outorga

Comissdo de avaliagdo de resultados
Secretaria de divulgacdo

A seqiiéncia operacional sera descrita a seguir.

5.1. O candidato devera submeter o texto completo

de seu trabalho até 30 de abril de cada ano que
antecede o Congresso.

5.2. O trabalho devera ser acompanhado da seguin-

te documentagédo:

‘7{ a) carta enderecada a Sociedade Brasileira de

Microbiologia, solicitando a inscri¢do para o
prémio, a qual deverd conter os seguintes

3.1. Diploma e outros documentos , dados, pela ordem abaixo relacionada:
A Sociedade Brasileira de Microbiologia conce- 1. nome
dera o “Diploma de Mérito Oswaldo Cruz”, ao 2. filiagcdo
estudante premiado, e certificado apropriado a 3. sexo
orientador. 4. nacionalidade
3.2. Recursos financeiros 5. R.G.
a) ao estudante executor — a cada ano, determi- 6. C.I.C.
" nado nGmero de unidades de Cr$ 1.000,00 se- 7. entidade na qual estd cursando a pés-
rdo concedidas, dé maneira a representar, re- graduacdo (endereco completo)
curso razoavel para a aquisicdo de literatura 8. nome do curso de pés-graduagdo
técnico-cientifica no campo de atuagdo do 9. nome do orientador efetivo da tese
premiado. O valor ser4 definido no anancio do 10. nome e endereco da entidade com a qual
prémio, a cada ano. o orientador tem vinculo empregaticio
b) ao orientador — a cada ano, serdo concedidas (se for a mesma instituigdo do item 7,
unidades de Cr$ 1.000,00 destinadas ao cus- basta citar o nome da entidade)
teio de passagem aérea, classe econdmica, ao 11. titulo do projeto de tese
orientador do trabalho premiado, e despesas 12. data da defesa (se j& ocorreu) ou prova-
de estada, para que este possa visitar labora- vel defesa (se for o caso)
t6rio ou centro de pesquisa e desenvolvimen- 13. nome e enderego da entidade mantene-
to no exterior. O nimero de unidades seré dora (emprego, bolsa ou ambas,
anualmente anunciado. conforme o caso)
14. enderego para correspondéncia
4. Metas 15. declaracdo do orientador confirmando os

A Sociedade Brasileira de Microbiologia deseja

distribuir um (1) prémio a cada ano e desenvolvera es-
forcos visando diversificar o nimero de patrocinado-
res.

A meta final sera a criagdo de um prémio a cada

uma das seguintes 4reas:

microbiologia agricola
microbiologia de alimentos
microbiologia ambiental
microbiologia bésica
microbiologia industrial
microbiclogia médico-veterinéria
microbiologia em salde piblica

5. Operacionalidade

dados da carta, seu nome e assinatura

){’\ b) carta, declaragdo ou atestado, assinado pelo

Coordenador do curso de pos-graduagéo,

mencionando que o aluno esté regularmente

matriculado e contendo os seguintes dados:

1. nome do aluno

2. nome do orientador

3. titulo do projeto (tese)

4. nivel {mestrado ou doutoramento)

5. data da defesa, se esta ja ocorreu, ou ja
prevista.

Nota: a Sociedade Brasileira de Microbiolo-

gia se reserva o direito de confirmar a veraci-

dade das informacdes contidas nas duas car-

tas citadas nos itens a e b.

5.3. Os trabalhos submetidos serdo analisados pela
Comissio Deliberativa e classificados em pri-
meira triagem.

A Sociedade Brasileira de Microbiologia organiza-
r4 estrutura especial para a execugdo das atividades
ligadas ao prémio, conforme esté descrito no item 8,

composta de: 5.4. Durante a realizacdo do Congressb Brasileiro de
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5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

5.10.

5.11.

J.S. Furtado

Microbiologia, os candidatos estardo sendo no-
vamente julgados, com base na apresentacdo
do trabalho. Na hipétese de qualquer divida ou
pedido de esclarecimentos por qualquer partici-
pante, ndo serd permitida a intervencdo do
orientador.
Encerrada a segunda fase de julgamento, a Co-
missdo Deliberativa se reunira, em sesso sigi-
losa, a fim de decidir por consenso ou sistema
que assim.por ela for determinado, o trabalho
vencedor.
Os nomes dos premiados serdo mantidos sob
sigilo, em envelope lacrado, o qual devera ser
entregue ao Presidente da Sociedade Brasileira
de Microbiologia, que o levara & Assembléia de
Encerramento do Congresso.
Na Assembléia, a Comiss8o de Outorga fara a
divulgacdo dos premiados.
A Secretaria de Normas cuidard das providén-
cias seguintes, a saber:
a) divulgacdo pela imprensa e veiculo préprio

da Sociedade Brasileira de Microbiologia
b) entrega do prémio
O diploma especialmente preparado, serd en-
tregue no ato, assinado pela Comissio de Ou-
torga.
Os recursos financeiros para a aquisicdo de lite-
ratura serdo entregues ao premiado, o qual fara
prestacdo de contas & Sociedade Brasileira de
Microbiologia, no prazo méximo de 180 dias,
mediante as notas fiscais ou xerocépia de notas
fiscais relativas aos artigos adquiridos, conten-
do:

~ nome do comprador

— titulo do item adgquirido

— valor

— visto do orientador
Os recursos financeiros destinados a viagem do
orientador seréo creditados em conta de pou-

6. Cronograma de Execugio

H W N -

. Distribuicdo de normas

. Apresentagdo do texto de trabalho completo
. Andlise e deliberac8o para a primeira selegéio
. a) apresentacdo do trabalho em congresso

b} deliberacdo final
c¢) fornecimento de recursos financeiros
d) divulgacdc dos premiados

© oo NG

. Divulgacdo em geral

. Fornecimento de diploma

. Fornecimento de Cr$ para o executor (literatura)
. Utilizacdo pelo premiado

. Reserva de Cr$ para orientador

10. Utilizag&8o pelo orientador

5.12.

5.13.

5.14.

5.15.

5.16.

5.17.

5.18.

11. Relatérios de viagens
12. Parecer da-comissio de avaliacio

panca ou outra especial, com rendimento de ju-
ros, em beneficio do premiado, a fim de evitar a
desvalorizagdo excessiva, até a época da via-
gem.
O orientador premiado devera tomar todas as
providéncias visando sua viagem, correndo por
Sua conta todas as despesas decorrentes,
Uma vez definido o programa, devera solicitar a
Sociedade Brasileira de Microbiologia que libe-
re os recursos financeiros, através de carta con-
tendo os seguintes elementos:
a) local para onde viajara
b) nome dols) profissionallis) com o(s) quallis)
manteréa contato
c) sintese do programa que desenvolvera e ob-
jetivo da viagem, a qual ndo podera ser infe-
rior a oito (8) semanas de estagio.
A carta a que se refere b item 5.13 devera ser
acompanhada de carta ou xerocopia de corres-
pondéncia da(s) entidade(s) de destino concor-
dando em receber a visita do premiado.
A Sociedade Brasileira de Microbiologia fara a
aquisicdo da passagem e a fornecera ao premia-
do. Mediante justa causa, fara a liberagdio do
numerario equivalente, através de explicagio
dointeressado.
O restante do dinheiro serd liberado mediante a
requisicdio do interessado, com citacdo do nu-
mero do passaporte e xerocopia do visto de sai-
da.
Apbs o retorno do orientador premiado, este
fara relato suscinto sobre as atividades desem-
penhadas, o qual seré apreciado pela Comissio
de Avaliac&o de Resultados, para divulgaco.
O orientador premiado tem o prazo maximo de
10 meses para realizar a viagem, ap6s o antncio
do prémio. Caso contrario o dinheiro corres-
pondente deverd ser reutilizado em outro pré-
mio, no Congresso seguinte.

Meses

010203 04 0506 07 08 09 10 11 12 01 02 03 04 05 06

(30 dias apés o regresso do orientador)
(30 dias apds o recebimento pela Comiss#o)
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7. Fluxograma

ASSEMBLEIA
SECRETARIA ]
$8M || NORMAS | CANDIDATOS BE NORMAS
— ] DIVULGAGAO BOLETIM
TRABALHO AESUMO PARECER
COMPLETO o
B s s COMISSAO DE |_| RELATORIO
SECRETARIA CONGRESSO AVALIACAO DE VIAGEM
DE NORMAS DA SBM \_T’—
I I
COMISSAC APRE- OR\l/E]ﬁ%igIOR
DELIBERATIVA| | SENTAGAQ PREMIADO
T EXECUTOR
PRIMEIRA rEm Ao } ALC;EQT@%O
SELECAO - ! AGENTE DE I
- : VIAGEM ,
SELECAD BOLETIM CREDITO
R
FINAL e S —T F——Ogé‘éﬁﬁgg PASSAPORTE
. -
. . EXECUTOR
PATRO- . COMISSAO DIVULGAGAO PREMIADO . AGENTE {conta vinculada) CARTA
CINADOR Cr$ CHEQUE DE OUTORGA i I ! PROROSTA
| . —
. Cr$ PARA Cr$ PARA
eSEMBLEIA NOTICIARIO DIPLOMAS Wt Riehol e
GERAL SBM ‘\_T/ \—_T/ — —T
- SECRETARIA
ANUNCIO  |-»f SECRETARIA

e

8. Estrutura Organizacional
As atividades destinadas & concessdo serdo de-
sempenhadas pelas unidades descritas a seguir.

Os integrantes de cada componente serdo desig-
nados pela Diretoria da Sociedade Brasileira de Mi-
crobiologia.

8.1. Secretaria de Normas
Responséavel pelo expediente geral e dedicada a
disseminagdo das normas e execuc¢do das ativi-
dades que culminem com a utilizagc3o do pié'mio
e sua avaliacdo.
A Secretaria de Normas devera ser exercida por
uma das unidades administrativas da Diretoria da
SBM, de acordo com o regime de operagdo da
entidade.

8.2. Comiss#o Deliberativa
Grupo de especialistas constituido de, no mini-
mo trés (3) e, no méximo quatro (4) profissionais
atuantes em distintos setores da microbiologia,
ou em setores que permitam o melhor julgamen-
to possivel.
A Comissdo Deliberativa decide a quem dar o
prémio.

8.3. Comisséo de Outorga
Grupo de personalidades, em microbiologia, e
da entidade patrocinadora, encarregado da ou-
torga. ‘

8.4. Comissédo de Avaliacéo de Resultados
Grupo de especialistas, no minimo de dois (2) e
no méaximo de trés (3), encarregado da analise e

produgdo de parecer sobre o relatério de uso do
prémio pelo orientador.

8.5. Secretaria de Divulgagéo
Responséavel pela produgdo de informagtes so-
bre a concess#o do prémio e sua disseminagdo.

. Parametros para a Avaliagdo de Trabalho

A decis8o de concessdo é da total responsabilida-
de da Comiss3o- Deliberativa. Todavia, os critérios,
diseriminados a seguir, deverdo ser utilizados, a titulo
de parametros. Além desses, a Comissdo Deliberativa
tem inteira liberdade para adicionar quaisquer outros
que juigar conveniente.

Instrugdes para a Aplicagio

1. A avaliac8o se divide em duas unidades: (i) a Idéia
e (i) o Produto

2. 0 namero total de pontos é. 140 (cento e
quarenta), correspondendo -ao teto de 100 (cem)
para efeito de aplicagdo de nota, assim distribui-
dos: (i) ldéia, 100 e (ii} Produto, 40.

3. A contagem dos pontos & por soma simples, con-
forme esquema de alocagdo de valores incluidos
na lista de critérios a seguir.

Para efeito de transformagdo do ntimero de pon-
tos obtidos em nota, as relagdes sdo as seguintes:
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n? de pontos nota auferida grau
0 a 79,0 insuficiente E
80,0 a 90,0 70,0 a 75,0 D
91,0 a 105,0 80,0 a 85,0 C
106,0 a 120,0 90,0 a 95,0 B
121,0 a 140,0 95,0 a 100,0 A

Obs. — o avaliador deveré usar de seu julgamento e
decisdo pessoal quando & tendéncia das notas de va-
lores intermediarios, isto é: se 75,0 estd mais para
70,0 do que para 80,0; se 85,0 estd mais para 80,0 do
que para 90,0; e se 95,0 estd mais para 90,0 do que
para 100,0. Isto vai por conta do critério de “‘ponto
por conceito”’.

4. A critério do avaliador, podera ser aplicado fator
de corregdo, em funcdo do ambiente de ensino e
recursos técnico-cientificos do candidato, a fim de
garantir melhor nivel de competigo de pessoal de
regides menos desenvolvidas, no que diz respeito

ao assunto em avaliacdo. O seguinte sistema é .

proposto, mas que pode ser modificado a critério
do avaliador:

Grupo A — candidato da entidade possuidora de recur-
sos técnicos-cientificos em hoas
condi¢gbes. Os valores obtidos, através do
sistema de afericdio de notas néo esté sujei-

tn a aualauer correc3n
tC a quaiquer Corregads.

Grupo B — Recursos técnico-cientificos inferiores aos
encontrados no grupo A. Para este, aplicar
correcdo de 15-20% sobre o nimero de
pontos obtidos e, em seguida, proceder 2
conversdo para as notas. v

Grupo C — Recursos técnico-cientificos inferiores aos

encontrados no grupo B. Para estes, apli-
car o fator correcdo de 25-30% e proceder
como indicado acima.

Sistema de Alocagdo de Pontos
1. idéia — 100 pontos totais

1.1.

1.2,

1.3.
1.4.

2.1,

2.2,
23.

2.4,
2.5,

originalidade — 40 pontos, assim distribui-
dos: ' '
i. escotha do material — 16 pontos
ii. selecdo de técnicas — 16 pontos
iii. plano experimental ou metodolégico —
8 pontos
relevancia — 40 pontos, assim distribuidos:
i. para a area ou disciplina — 22 pontos
ii. para a biologia — 10 pontos
iii. para a ciéncia ou tecnologia em geral —
8 pontos
criatividade — 10 pontos totais
complexidade do tema — 10 pontos totais

. Produto — 40 pontos totais

organizagdo e estrutura geral do texto — 8

pontos

estilo técnico cientifico — 8 pontos

correcdo gramatical e lucidez explanatéria

— 8 pontos

volume de informagdo — 8 pontos

natureza da informagdo — 8 pontos, assim

distribuidos:

i. qualidade da informac8io — 3 pontos

ii. complementaridade a outros fatos — 3
pontos

iii. profundidade — 2 pontos
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Comparagio antigénica entre Tritrichomonas suis
e 7. foetus — 1l imunoeletroforese (IEF)*

Geraldo A. De Carli** & Jorge Guerrero***

Resumo

Antigenos preparados de Tritrichomonas suis e T. foetus foram separados pela eletroforese em gel e reagiram com os
imuno-soros preparados em coethos injetados com cada espécie de Tritrichomonas. As linhas de precipitagéo mais numero-
sas e mais fortes foram obtidas nas reacdes entre os antigenos e os imuno-soros homblogos. O estudo imunoeletroforético
trouxe resuitados adicionais ao nimero de componentes antigénicos, mostrando a presenga de pelo menos trés grupos anti-
génicos especificos para a T. foetus e um paraa 7. suis. Os resultados obtidos puderam ser associados aos dados obtidos
pela imunofluorescéncia indireta (IFl) e imunodifusdo em gel {ID).

Summary

Antigenic comparison between Tritrichomonas suis and T. foetus — Il Immunoelectrophoresis (IEF)

Antigens prepared from Tritrichomonas suis and T. foetus were separated by gel immunoelectrophoresis and reacted
with the immune sera prepared from rabbits injected with gross antigens of each species of Tritrichomonas. The largest
number and strongest precipitating lines were‘obtained in the reactions between antigens and their homologous immune
sera. The immunoelectrophoretic study produced additional information about the number of antigenic components
showing the presence of at least three specific antigenic groups for 7. foetus and one for 7. suis. The results were related to

data obtained by indirect immunofluorescence (IFi) and gel immunodiffusion.

Introdugéo

A comparacio antigénica entre Tritrichomonas suis €

7. foetus foi examinada pela imunofluorescéncia in-
direta (IFl} (2) e pela imunodifusdo em gel (iD) (3). Os re-
sultados obtidos indicaram a existéncia de antigenos co-
muns a ambas espécies com estrytura antigénica rela-
cionada. Na presente investigacéo foi estudada a rela-
cdo antigénica entre estes protozodrios através da imu-
noeletroforese {IEF).

Material e Métodos

Duas espécies de Tritrichomonas foram usadas nes-
te estudo: T. suis (amostra TS-1), isolada da cavidade
nasal de porcos domésticos, Sus scrofa, por De Carli &
Guerrero (1) e T. foetus (amostra RJ-1), recebida do. Dr.
Auvenir de Almeida Ramos, Universidade-Federal Rural
do Rio de Janeiro, km 47, Via Campo Grande, Rio de
Janeiro.

Os antigenos foram preparados, para cada organis-

mo, de acordo como foi previamente descrito (2). A
concentraco de carbohidratos totais, . nitrogénio e pro-
teinas existentes nos antigenos foi determinada pelo
método da antrona de Fales (5) e modificado por Good-
child (6); pela técnica de Kjeldahl de 1833, modificada
por Taveira & Bethelm (9) e pelo método de Folin-
Ciocalteau, descrito por Lowry (7), respectivamente {2).

Os imuno-soros e o soro normal de coelho (SNC),
preparados previamente (2), foram wusados neste
estudo. A técnica descrita por Williams {10}, Rose & Bi-
gazzi (8) e Dwyer (4) foi usada para separar as proteinas
na _superﬁ’cie do 4gar, de acordo com as cargas, das
mesmas pela exposicdo em um campo elétrico com cor-
rente direta. O agente geleificante foi agar purificado
(BBL), na concentracéo de 1,2% em solucéio tampé&o de
barbital com pH = 8,6, sem preservativo.

Laminas de microscopia {128 x 75mm) foram prepa-
radas pela adig8o de 2,5ml de agar purificado, liqiefeito
{B0-80°C). Apos a solidificagdo do agar & temperatura
ambiente {22°C), as laminas foram estocadas a 5°C em
cémara Umida.

* |nvestigago realizada com o auxilio financeiro da FAPERGS. Projeto Vet. 40/74.
** Faculdade de Farmécia, Departamento de Anélises. UFRGS, Porto Alegre, RS.
***|nstituto de Pesquisas Johnson & Jonhson de Doengas Endémicas, S&o José dos Campos, SP e Faculdade de Medicina Veterinaria, USP, S.
Paulo. End. Atual: Pitman-Moore, Inc Washington Crossing, NJ 08560 USA.



108

Antes do uso, a superficie de agar de cada lamina foi
perfurada com a matriz escolhida. As l&minas prepara-
das, e com os orificios cheios do antfgeno desejado, fo-
ram submetidas a eletroforese, durante 90 minutos,
usando-se seis miliamperes (mA) por |amina, a 22°C,
em solugdo tampd&o de barbital com pH = 8,6 e forga i6-
nica 0,005. Terminada a migragc8o, as canaletas das |-
minas foram imediatamente cheias com os imunosoros.
A reagdo processou-se em cdmara Gmida a 5°C; durante
72 horas. Em cada série de experimentos o imuno-soro
especifico reagiu contra os antigenos homélogos e he-
terélogos. As linhas de precipitacdo foram coradas e fo-
tografadas, como foi descrito anteriormente (3). Todas
as reag8es foram fotografadas depois de 72 horas de in-
cubagdo (11).

Resultados e Discussdo

Foram obtidos resultados negativos nas reacdes que
envolveram o soro normal de coelho e os dois antfgenos
dos protozoérios, ficando demonstrado que os coelhos
utilizados n&o tinham tido anteriormente contato com
estes antigenos. N&o se formaram linhas de precipitag3o
nas reacBes entre a solugdo tamp®o de barbital, os anti-
genos e os seis imuno-soros. A Tabela 1 mostra os re-
sultados das reacdes de precipitag3o, obtidas através da
IEF entre os imuno-soros e os antigenos de Tritrichomo-
nas .

Tabela 1

Resultados das reagBes de precipitacao, obtidas através
da imunoeletroforese entre anti-soros e antigenos de 7ritrichomonas

Anti-soro Antigeno N? de linhas formadas
B ts TS la2
TF ta7
TS ta2
o TF 3 : 6
ts, tf = anti-soros de 7. suis e 7. foetus

TS, TF

antigenos de T. suis e 7. foetus

G.A. De Carli & J. Guerrero

O sistema antigeno-imuno-soro homélogo da 7. foe-
tus apresentou trés, quatro e seis linhas de precipitagdo
{Fig. 1) e os sistemas antigeno-imuno-soro homologo
de 7. suis mostraram uma e duas linhas (Fig. 2).

As combinagdes entre imuno-soro da 7. suis (ts) e o
antigeno 7. foetus (TF) formaram uma, duas e sete li-
nhas (Fig. 3) e o imuno-soro 7. foetus (tf) e o antigeno
T. suis (TS) revelaram uma e duas linhas de precipitacdo
(Fig. 4).

Os resultados previamente obtidos pela imuno-
fluorescéncia indireta (IF1) {2) ¢ pelo método da difusdo
em gel (ID} (3) indicaram que existe relagdo antigénica
muito préxima entre 7. suis e T. foetus. Acrescente-se a
isso que a imunofluorescéncia indireta trouxe somente
informagdes concernentes a existéncia de reagdes cru-
zadas entre as duas espécies. Entretanto, estes dados
indicaram o nimero de antigenos comuns ou relaciona-
dos e responséveis pelas vérias reacdes cruzadas. Por
outro lado, os resultados obtidos na imunodifusdo em
gel indicaram que as tricomonas de origem suina e bovi-
na dividem entre si, no minimo, antigenos idénticos
com um numero parciaimente relacionado.

Este estudo imunoeletroforético trouxe resultados
quantitativos adicionais ao nimero de componenfes
antigénicds. Os résultadqs obtidos pela imunofluorescén-
cia indireta {2) e pela imunodifusdo em gel (3) mostra-
ram resultados parcialmente semelhantes, evidenciando
que as reagdes cruzadas entre os dois organismos refle-
tem o numero de antigenos.comuns e relacionados.

Quando os antigenos TS e TF (Fig. 5, 6, 7, 8) foram
comparados com 0s seus imuno-soros homoélogos e he-
terélogos, observou-se que T. foetus reagiu com T.
suis, formando quatro linhas de precipitagdo. Esta rea-
¢do mostrou que 7. suis deveria revelar também a pre-
senca destes determinantes antigénicos. Contudo, es-
tes fatores poderiam ndo se encontrar no antigeno tes-
tado ou ndo estar em concentragdo adequada, ou entdo
poderiam ter sido neutraliZados durante a preparacdo ou
estavam em quantidades insuficientes para reagir *'in vi-

"

tro”’.

A presencga de anti-corpos contra os determinantes
antigénicos de 7. foetus, demonstrou porém que o anti-
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geno TS injetado nos coelhos possui determinantes an-
tigénicos semelhantes e que estdo presentes na reagdo
antigeno-anti-corpo. Entretanto, os resultados da imu-
_nodifusdo em ge! (ID) (3) puderem ser associados aos da-
dos obtidos na imunoeletroforese {IEF), mostrando a
formac#o de linhas de precipitagéo que indicaram a exis-
téncia-de antigenos comuns ou com uma estrutura rela-
cionada.

T. foetus apresentou pelo menos trés determinantes
antigénicos que ndo estdo presentes nas preparacdes
antigénicas de T. suis.

7. suis apresentou dois determinantes antigénicos
no sistema homologo, com o imuno-soro contra T. foe-
tus, uma destas linhas de precipitag8o também est4 pre-
sente, demonstrando que o coelho injetado com o anti-
geno TF reconheceu a presenca de grupos antigénicos
semelhantes aqueles presentes no antigeno TS.
Conclui-se que este sistema € comum a T. suise T. foe-
tus mas, por motivos j4 explicados acima, esta reacdo
n3o se apresentou no sistema TS homélogo.

Deve-se ressaltar que os antigenos responséveis pela .

formac#o de numerosas linhas de precipitacdo de identi-
dade, nos sistemas antigeno-anti-corpo nos testes de
imunoeletroforese, aparentemente possuem, no mini-

mo, estrutura idéntica, como ja foi visto nas provas de
IF1 {2) e ID (3). As linhas de identidade, obtidas na IEF,
sugerem que 0s antigenos das duas espécies possuem
estrutura parcialmente relacionada entre si. Entretanto,
torna-se evidente que o grau de reagdes cruzadas entre
os dois organismos, observadas pela IFI, ID e IEF, refle-
tem o nGmero comum e relativo de antigenos que eles
partilham entre si, mas também indicam a existéncia de
antigenos especificos para cada espécie.

A provéavel relago antigénica e filogenética comum
entre as duas espécies, sugerida com o auxilio da imu-
nofluorescéncia indireta e pela imunodifusdo em gel, fo-
ram confirmadas pelos resultados deste estudo.
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Natureza genética da fermentago de lactose em amostras de Sa/monella typhimurium®
. Maria Heloiza Trebilcock Affonso,
Maria Regina Fernandes de Toledo & Luiz Rachid Trabulsi
Resumo

Foi estudada, sob o ponto de vista genético, a fermentacao de lactose em oito amostras de Safmonella typhimurium. Todas
as amostras transferiram, por conjugagao, o caréter Lac, tendo sido demonstrado que este caréter se deve a um plasmidio
autotransferivel, uma vez que sua transferéncia parece independer de outros plasmidios presentes nessas amostras; este
plasmld:o foi denominado Ms-lac. A freqiiéncia de transferancia variou em torno de um valor médio de 1,9 x 10-5, 0 que de-
monstra ser um plasmidio do tipo auto-reprimido. Ms-lac ndo foi eliminado por alaranjado de acridina, dodecil sulfato de s6-
dio e brometo de etidio. Foi estudada também a transferéncia das marcas de resistancia para sulfadiazina (Su), estreptomici-
na {Sm), tetraciclina (T), cloranfenicol (C), canamicina (K) e ampicitina (Ap), apresentadas por essas amostras. As marcas
Su, Sm e Ap foram sistematicamente transferidas; estudos de cotransferéncia e retransferéncia sugerem que a resmtencla a
essas drogas se deve a dois fatores R autotransferiveis: um, codificando para resisténcia a Su, Sm e Ap e outro, somente pa-
ra Ap. As marcas de resisténcia para T, C e K n3o foram transferidas de nenhuma das amostras.

Summary

Genetics of lactose fermentation in strains of Salmonella typhimurium

The genetic of lactose fermentation was studied in eight strains of Salmonella typhimurium. 1t was found that these
strains were able to transfer the Lac character by conjugation. The element carrying the Lac character could be transferred inde-
pendently of R factors carried by these strains. This element was designed plasmid Ms-lac. The freqliency of Lac transfer ran-
ged from 4.1 x 100 t0 8.3 x 1077, This fact suggests that plasmid Ms-lac is a repressed one. Ms-lac was not “‘cured” by acridine
orange, sodium dodecy! sulfate and ethidium bromide. The transfer of resistance to suifadiazine {Suj, streptomycin {(Smj,
tetracycline {T), chloramphenicol (C), kanamycin (K} and ampicillin { Ap} was also studied. Resistance to Su, Smand Ap was ,
transferred in all instances; co-transfer and re-transfer studies suggest that resistance to these drugs is due to two trans-
ferable R factors: one, responsible for resistance to Su, Sm and Ap and another, for resistance to Ap, only. The T, C and~
K markers were not transferred by conjugation.

introdugéo Lac, por um fator sexual.

Em 1972, Pessoa (21) demonstrou que uma variante
lactose positiva de Salmonella typhimurium era endémi-
ca em S3o Paulo, representando 31,8% das amostras
de Salmonella isoladas em seu laboratério. Posterior-
mente, Almeida & Trabulsi (3) e Falc#o & col. (8) repor-
taram freqiiéncia semelhante, determinando vérias ca-

_ racteristicas das amostras por eles isoladas. Em 1974,
Affonso & col. (2} e Le Minor & col. {15), independente-
mente, verificaram que o caréter Lac, nas amostras de
Salmonella, era transferivel por conjugagdo. Entretanto,
enquanto os primeiros autores demonstraram que a
transferéncia se fazia de maneira autdnoma, os Gitimos
s6 a conseguiram por meio de mobilizag8o do carater

No presente trabalho, s8o apresentados os resulta-
dos de nossos estudos sobre a transferéncia do carater
Lac, em vérias amostras, bem como algumas caragteris-
ticas do plasmidio responsével por este caréater.

Material ¢ Métodos

Amostras — Amostras de Salmonella typhimurium, va-
riedade Copenhagen, lactose positiva {(Salmonella
Lact), foram isoladas no Instituto de Gastroenterologia
de S&o Paulo. A maioria apresentava resisténcia para
sulfadiazina (Su), estreptomicina (Sm), tetraciclina (T},
cloranfenicol (C), canamicina (K), 4cido nalidixico (AN)
e ampicilina (Ap). Mutantes derivados de £. coli K12,

* Parte da tese de Mestrado de Maria Heloiza Trebilcok Affonso, bolsita da Fundagio de Amparo & Pesquisa do Estado de S3o Paulo (FAPESP), rea-
lizada com auxilio do CNPq {Conseiho Nacional de Desenvolvimento Cientffico e Tecnoldgico) e CAPES {Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior). Disciplina de Microbiologia do Departamento de Microbiologia, imunologia e Parasitologia da Escola Paulista de Medi-

cina, R. Botucatu, 862, 3° andar, 04023 — S#o Paulo, SP.
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cujas caracteristicas e procedéncia sdo apresentadas na
Tabela 1, foram utilizados como receptoras, em experi-
mentos de conjugaciio. Os mutantes resistentes a dro-
gas foram obtidos pelo método de Szybalski & Bryson
(30).

Determinagdo dos niveis de resisténcia — O método
empregado foi o de diluigo em placa (34). Como meio
de cuitura, foi utilizado o meio minimo (5), acrescido de
lactose. O nivel de resisténcia foi determinado para as
seguintes drogas: sulfadiazina, estreptomicina, tetraci-
clina, cloranfenicol, canamicina, acido nalidixico, afnpi-
cilina, rifampicina, cefalotina, polimixina e gentamicina.

Obtengdo de mutantes auxotréficos das amostras de
Salmonella Lac+ — As amostras, crescidas em BHI
{*Brain Heart Infusion Broth” — Oxoid ou Difco}, foram
dituidas 1/100 no mesmo meio e reincubadas por 2 ho-
ras. ApOs esse periodo, foram lavadas duas vezes com
tamp3o tris-maleato pH 6,0 e, a seguir, tratadas com so-
juglio de nitrosoguanidina (K&K Laboratories, Inc.}, na
concentragdo de-1mg/ml. Apds 16 minutos de incuba-
¢do a 37°C com agitagdo constante, as culturas foram
lavadas duas vezes no mesmo tampdo, dilufdas e pla-
queadas em agar Mac Conkey {“Mac Conkey Agar” —
Oxoid ou Difco). Foram obtidos mutantes auxotréficos
de oito amostras de Salmonella Lact, os quais foram
utilizados nos experimentos de transferéncia.

Atividade colicinogénica — Foi utilizado o método de
abbott & Shannon {1), conforme descrito por Zuliani
(38), evidenciando-se que nenhuma das amostras de
Salmonella Lact produziu colicinas ativas contra as
amostras de K12.

Experimentos de conjugagdo — Foi empregado, basica-
mente, o método descrito por Watanabe {35}, com al-
gumas modificaces. Nos experimentos de transferén-
cia do carater Lac, a mistura de doadora e receptora foi
concentrada trés vezes. Os célculos das freqgiiéncias de
transferéncia de Lac e resisténcia a drogas foram feitos
segundo a relagdo nUumero de células
recombinantes/numero de células doadoras. Os meios
seletores empregados foram o meio minimo, acrescido
de lactose e o meio minimo acrescido de glicose e dro-
gas, nas concentragdes de 500ug/ml para sulfadiazina e
ampicilina; 20ug/ml-para cloranfenicol e canamicina e
10ug/ml para estreptomicina e tetraciclina. As placas
seletoras, contendo drogas, foram incubadas por 48 ho-
ras; aquelas contendo lactose, por um perfodo de até
seis dias.

Cotransferéncia — Foi empregado o método de “‘replica
plaﬁng" (14). Os meios utilizados foram o meio minimo
acrescido de lactose, agar Mac Conkey e meio minimo
acrescido de glicose e drogas, nas mesmas concentra-
¢Bes utilizadas nas placas seletoras.

Eliminagéo do carédter Lac — Foram utilizadas trés dro-
gas, comumente empregadas na eliminagdo de plasmi-
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dios: alaranjado de acridina {Nutritional Biochemicals)
{10), dodecil sulfato de sédio (Sigma) (11, 26, 33) e bro-
meto de etidio {Gallard Schiesinger) (4, 32). As concen-
tragBes utilizadas para o alaranjado de acridina, dodecil
sulfato de sédio e brometo de etidio foram respectiva-
mente, 60ug/ml, 100mg/mi e 78,9ug/ml. As condigGes
de cada experimento, bem como as concentraces das
drogas, foram padronizadas, de modo a se obter a méaxi-
ma porcentagem possivel de eliminaco do plasmidio
F’lac, na amostra controle K12 RV/F'lac.

Resultados

Transferéncia dos caracteres Lac e resisténcia a drogas
— As primeiras tentativas de transferéncia, por
conjugagdo, dos caracteres Lac e resisténcia a drogas
utilizando-se, como receptora, a amostra K12 RV Lac-
Rif®, resistente a 1000ug/ml de rifampicina {Tabela 1),
evidenciaram dois aspectos interessantes:

— n3o havia crescimento de recombinantes Lac*, nas
placas destinadas a seu isolamento {meio minimo,
acrescido de lactose e rifampicina}, embora recombi-
nantes resistentes a drogas, crescessem abunda-
mentemente nas placas apropriadas (meio minimo,
acrescido de glicose, rifampicina e drogas);

— das marcas de resisténcia, somente sulfa-
diazina{Su), estreptomicina (Sm} ‘e ampicilina (Ap)
podiam ser transferidas, isto acontecendo de manei-
ra sistematica.

Numerosos experimentos repetiram 0s mesmos re-
sultados. Dada a impossibilidade de transferir o carater
Lac, procurou-se outro sistema para a sele¢do de
recombinantes. '

Utilizagdo de mutantes auxotrdficos — Os estudos de
transferéncia foram feitos a partir de mutantes auxotré6-
ficos obtidos das amostras de Salmonella Lact n®° 1,
4,5,7, 8,9, 11 e 12. A receptora, em todos os experi-
mentos, foi a amostra RV Lac— (Tabela 1). Nos experi-
mentos com as amostras n®° 1 e 9, utilizou-se também,
como receptora, £. coli KL110, mutante recA (Tabela
1). As amostras de Sa/monella n®® 1 e 9 ndo cresciam no
meio minimo adicionado dos aminoéacidos necesséarios
ao crescimento de E. coli KL110.

Com a amostra receptora RV Lac—, o meio seletor
empregado para a transferéncia de Lac foi o meio mini-

mo contendo lactose e, para a transferéncia de resistén-
cia a drogas, o meio minimo, acrescido de glicose e das .
drogas indicadas. Inicialmente, foram utilizadas todas.
as drogas contra as-quais as amostras doadoras eram
resistentes. Entretanto, foram obtidos os mesmos resul-
tados dos experimentos preliminares, isto ¢, somente
transferéncia das marcas Su, Sm e Ap. Por esta razdo,
ndo foram utilizadas placas contendo as demais drogas,
em experimentos subsequentes.

Para a transferéncia de Lac para £, coli KL110, as pla-




112

cas seletoras foram preparadas com meio minimo con-
tendo lactose, acrescido de histidina, timina, arginina,
metionina e leucina, devido & auxotrofia da amostra re-
ceptora.

As oito amostras investigadas foram capazes de

Tabela 1

Amostras de Escherichia coli K12

Caracteristicas

Amostras X Procedéncia
genotipicas

RV/Flac Flaciblac 34 Dr. Werner K. Maas*

RV Lac™ F~Alac <74 Derivada de RV/F'lac
(29)
Derivada de RV Lac~

- — R

RV Lac™ ANR  F~Alac 74 Nal (29)

RV Lac™ RifR  F-Alac 54 RIf? Mutante por nés obtido
a partir de RV Lac—

KL 110 Gal* F~ his thy leu metB argG  Dr. Werner K. Maas*

lacY strA recA

3828 Lac™ ANR  F~ pis fac StrR Nalft Mutante por nés obtido

a partir de 3828 Lac™

Notag#io: F~, bactéria n3o portadora de fator sexual; F'fac, fator sexual
F contendo o operon da lactose; Gal*, fermentagdo de galactose; his,
histidina; thy, timina; /eu, leucina; met, metionina; arg, arginina — ne-
cessidades nutritivas; str e StrR, resistancia a estreptomicina; Nai® e
ANR, resistdncia ao 4cido nalidixico; RifR, resistdncia a rifampicina;
A Jac y74, delegiio no operon da lactose; /ac, Lac™, incapacidade de fer-
mentar a lactose; recA, mutac8o no locus recA

* New York University Medical Center, School of Medicine, Department
of Microbiology

Tabela 2

Freqiiéncia de transferdncia dos caracteres Lac e resistdncia
a drogas de 8 amostras de Sa/monella Lac* , para
E.coli K12 RV Lac—

Amostras Frequ8ncia de transferdncia
doadoras
Lac Sm Ap
1 4,1 x 105 2,6x10—4 2,2x 104
4 34x10-8 1,6 x 104 2,9 %104
5 8,1x 10— 2,0x 104 1,8 x 104
7 1,7 x 10-5 6,3x 10—5 5,4 x 10—5
8 4,6 x 10— 5,1x 10—5 53 x 10—5
9 3,9x%10-5 2,2 x 10—4 1,2x 10—4
1 8,3 x 10~7 6,7 x 10—5 1,2 x 10—4
12 1,3 x 308 4,0 x10~5 27x 105

Lac = fermentaglio de lactose
Sm = estreptomicina
Ap = ampicilina
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transferir, para RV Lac", os quatro caracteres investi-
gados, ou seja, Lac, Su, Sm e Ap. A freqliéncia de
transferéncia de Lac variou entre 4,1 x 10-5 e
8,3 x 10~7; a de Sm, entre 2,6 x 104 e 4,0 x 10-5: ¢ a
de Ap, entre 2,9 x 10~4 e 2,7 x 10-5 (Tabela 2). A fre-
qiéncia de transferéncia de Su n3o péde ser calculada
com precisdo, devido ao crescimento bacteriano con-
fluente, nas placas seletoras, na maioria dos experimen-
tos. Nos experimentos de conjugacdo com £. coli
KL110, verificou-se que as amostras de Sa/monelfa nes 1
e 9 foram capazes de transferir o caréter Lac.

Cotransferéncia de Lac, Su, Sm e Ap — Quando a sele-
¢do dos recombinantes foi feita por meio de lactose
(Tabela 3), o caréter Lac se segregou dos de resisténcia.
a drogas, nos experimentos com as amostras de Sa/mo-
nella nes 1, 4 e 5. Quando a selecdo foi feita através de
drogas, a segregacdo ocorreu nos experimentos com to-
das as amostras de Salmonella. Os recombinantes resis-
tentes a drogas ndo apresentaram o caréter Lac, com
uma unica excegfo {(amostra n® 9). Com relagdo aos ca-
racteres de resisténcia a drogas, o Unico a segregar dos
demais foi o carater Ap. (amostra n° 4).

Retransferéncia dos caracteres Lac, Su, Sm e Ap — Fo-
ram submetidos & conjugacdo, 16 recombinantes prove-
nientes dos experimentos com as amostras de Salmo-
nella os quais apresentavam os seguintes modelos: Lac,
LacAp, LacSuSmAp, SuSmAp e Ap; o nimero dos re-
combinantes estudados de cada modelo foi, respectiva-
mete, 4, 1, 5, 5 e 1. Nos experimentos com os recombi-

An ~ron oo
nantes Lac, foram utilizadas, como rece ptoras, duas

amostras de £. coli K12: RV Lac- ANR e 3828 Lac™ ANR
(Tabela 1); com os demais recombinantes, foi utilizada

' somente a primeira receptora.

Os resuitados dos experimentos mostram que: (a) os
quatro recombinantes Lac transferiram o caréter, sendo
que trés deles somente para a receptora 3828. A fre-
qiiéncia de transferéncia, do Gnico recombinante Lac
que transferiu o cardter para a receptora RV, foi de
6,5 x 108 (Tabela 4); (b) os recombinantes LacAp e
LacSuSmAp transferiram, regularmente, seus caracte-
res, sendo que as freqii8ncias de transferéncia do cara-
ter variaram entre 8,1 x 10~ 5e 1,2 x 10~ (Tabela 4); (c)
guanto aos recombinantes SuSmAp e Ap, ocorreu
transferéncia regular de seus caracteres.

Os resultados gerais dos experimentos de retransfe-
réncia (Tabela 4) e os de cotransferéncia (Tabela 5) reve-
lam que, com exce¢do dos recombinantes nos 6 e 14,
ocorreu segregacdo das marcas transferidas pelos de-
mais. Com o recombinante n® 12, os modelos obtidos
foram LacSuSmAp e LacAp, ali4s idénticos a dois, dos
trés selecionados na placa de lactose, nos experimentos
de conjugacio com a Salmonella n? 4 (Tabela 3), que
deu origem ac recombinante n? 12, Os demais recombi-
nantes LacSuSmAp deram origem a eegregantes do ti-’
po Llace LacSuSmAp
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Tabela 3

Fregiigncia de cotransferéncia dos caracteres Lac e
resisténcia a Su, Sm e Ap,
nos recombinantes £. coli K12 RV

Recombinantes K12 RV
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Tabela 4

Freqiiéncia de retransferéncia do carater Lac, de recombinantes
E. coli K12 RV, para E. cofi K12 RV Lac— ANR

Amostras Placa
doadoras  seletora % do % de
Modelos .
. modelo cotransferéncia
Lac 9,56
§ 90,5
lac LacSuSmAp 90,5
1 Su SuSmAp 100 0,0
Sm SuSmAp 100 0,0
Ap SuSmAp 100 0,0
Lac 2,0
lac LacAp 62,0 98,0
LacSuSmAp 36,0.
4 Su SuSmAp 100 0,0
Sm SuSmAp 100 0,0
Ap Ap 6.7 0,0
SuSmAp 93,3
5 . lac Lac 69.2 30,8
LacSuSmAp 30,8
Su SuSmAp 100 0,0
lac LacSuSmAp 100 100
7 Su SuSmAp 100 0,0
Sm SuSmAp 100 0,0
Ap SuSmAp 100 0,0
lac LacSuSmAp 100 100
8 Su SuSmAp 100 0,0
Sm ) SuSmAp 100 0,0
Ap SuSmAp 160 0,0
lac LacSuSmAp 100 100
Su SuSmAp - 100 0,0
9 Sm LacSuSmAp 2,0 2.0
SuSmAp 98,0
Ap SuSmAp 100 0,0
lac LacSuSmAp 100 100
1" Sm SuSmAp 100 0,0
Ap SuSmAp 100 0,0
lac LacSuSmAp 100 100
12 Su SuSmAp 100 0,0
Sm SuSmAp 100 0,0
Ap SuAmAp 100 0,0

Su = sulfadiazina

Sm = estreptomicina
Ap
Lac

ampicilina
fermentag8o de lactose

Ainda com relagio & segregacdo dos caracteres, foi
verificado, em diversos recombinantes, que ocorreu se-
gregacdo ap6s manutengdo em estoque, sendo os mo-
delos os mesmos observados quando dos estudos de
cotransferéncia.

Amostras doado- i 12 R e
ras originals Recombinantes K \Y Freqliéncia de
de retransferéncia-
Salmonella Lac* | N°* Modelos de Lac
1 6 LacSuSmAp 1,2 x 106
4 12 LacSuSmAp 8,3 x 106
14 LacAp 2,0 x 10—5
5 21 Lac 6,5 x 10—6
20 LacSuSmAp 8,1 x 10—5
7 55 LacSuSmAp 38x10—6
1 43 LacSuSmAp 2,6 x 105
Lac = fermentagdo de lactose
Su = sulfadiazina
Sm = estreptomicina
Ap = ampicilina

Tabela

Frequiéncia de cotransferéncia dos caracteres Lac e resisténcia a
Su, Sm e Ap, nos recombinantes Lac t, obtidos nos experimentos
de retransferéncia

Amostras doado- Recombinantes K12 RV Lac +

. "% de
ras originais cotrans-
de LN o Modelos Modelos o feréncia
Salmonella Lac originais obtidos
1 6 LlacSuSmAp LacSuSmAp 100 100
12 LacSuSmAp LacSuSmAp 5,6 100
LacAp 94,4
4 14 LacAp LacAp 100 100
Lac 69,4
5 20 LacSuSmA, !
P LacSuSmAp 30,6 30,6
Lac 66,4
7 55 LacSuSmA, ‘
P Lacsusmap 336 8
1 43 LacSuSmAp °° 81 49

LacSuSmAp 41,9

i

Lac = fermentac3o de lactose

Su = sulfadiazina
Sm = estreptomicina
Ap = ampicilina

Eliminagdo com alaranjado de acridina, dodecil sulfato
de sédio e brometo de etldio — Quando se compara a
freqliéncia de perda espontdnea do caréater Lac, com a
freqliéncia de perda ap6s tratamento das amostras de
Salmonella com alaranjado de acridina, dodecil sulfato
de sodio e brometo de etidio, verifica-se que ndo houve
diferencas significantes, que sugerissem um efeito das
substancias utilizadas na eliminac8o do carater (Tabela
6). Para verificar se estes resultados dependiam do
hospedeiro, foram tratadas, com alaranjado de acridina,
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Tabela 6

Eliminag#o do carater Lac com alaranjado de acridina, dodecil
sulfato de sédio e brometo de etideo, em amostras de
Salmonella Lac ™t

% de eliminagio

Amostras
de A.O. S.D.S. B.E.
Salmonella Lac +
- + - + - +
1 0,0 7.7 4,1 2,8 85 64
2 0,5 0,0 15,3 29,8 23 49
4 0,0 1.3 37 4,9 37 51
5 14,8 55 9,2 8,5 03 34
7 0,4 0,2 2,4 1.6 08 05
E. coli K12 RV/F'lac 03 910 39 9,7 1,4 873
A.O. = alaranjado de acridina
S.D.S. = dodecil sulfato de sodio
B.E. = brometo de etideo
~ = amostra ndo tratada
+ = amostra tratada
Tabela 7

Eliminacg8o do carater Lac, com alaranjado
de acridina, nos recombinantes K12 RV

% de eliminagdo de

K12 RV tL.ac

Controle A.O.
Lac (S+1) <1 <1
Lac (S+4) <1 <1
Lac {S+5) <1 <1
Lac (S+7) <1 <1
Lac (S+9) <1 <1
tac {S+11) <1 <1
tac {S+12) 1.9 6,5
Flac <1 98,9

A.O. = alaranjado de acridina
Lac {S+1,4,5,...) = carater Lac proveniente das amostras de Salmo-
nella Lact n% 1, 4,5...

vérias amostras de £. coli K12 que obtiveram o carater
Lac, por conjugacdo com as amostras de Salmonella.
Efetivamente, n3o houve eliminacio do carater Lac (Ta-
bela 7), embora o mesmo tratamento, efetuado em uma
amostra de £. coli K12, transporiando o plasmidio Flac,
eliminasse este fator de 98,9% das células.

Discussio

A demonstrag8o de que as oito amostras de Sal/mo-
nella typhimurium investigadas s8o capazes de transferir
o carater Lac, por conjugacdo, para uma amostra de E.
coli K12 sugere que este carater & transportado por um
elemento extracromossdmico. A freqgliéncia de transfe-

M.H.T. Affonso, M.R.F. de Toledo & L.R. Trabulsi

réncia do cardter € compativel com esta possibilidade e
o fato de uma amostra de £. coli K12 recA ser receptora
e hospedeira adequada do cardter Lac, praticamente
confirma sua natureza extracromossomica (16, 20).

Os resultados de cotransferéncia estabelecem que o
plasmidio transportador dos genes responséveis pelo
carater Lac é independente do fator ou fatores R, pre-
sentes nas oito amostras investigadas. Conforme
vimos, quando a selecdo foi feita pela lactose, foram ob-
servados, com bastante freqliéncia, segregantes apre-
sentando somente o carater Lac e recombinantes apre-
sentando, simultaneamente, o carater L.ac e as marcas
de resisténcia a drogas. Este fendmeno foi observado
tanto na transferéncia a partir de culturas de
Salmonella, como a partir de amostras recombinantes
de £. coli K12. Evidéncia mais marcante da independén-
cia entre os dois tipos de plasmidios é fornecida pelo es-
tudo dos recombinantes selecionados por sulfadiazina,
estreptomicina e ampicilina. Com uma Gnica excegdo,
estes recombinantes foram sistematicamente destitui-
dos do caréter Lac.

N&3o obstante a independéncia postulada, poder-se-
ia pensar que a transferéncia do caréter Lac estaria sen-
do promovida pelo fator R ou, vice-versa, o fator trans-
portador dos genes /ac estaria promovendo a transfe-
réncia dos genes de resisténcia. Os resultados de re-
transferéncia com os recombinantes de £. coli K12 su-
gerem, entretanto, que isto ndo ocorre. Tanto os re-
combinantes Lac, como SuSmAp e Ap transferem estas
marcas espontaneamente para outra amostra de £. coli

s nios m a den

$8MGa, Nas amosiras de Salm
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Lac™, de pelo menos irés plasmidios autdnomos quanto
& capacidade de transferéncia e, naturalmente, guanto
aos caracteres transportados. Apesar de aceitavel, do
ponto de vista genético, esta hipdtese ndo exclui to-
talmente, a possibilidade das amostras de Salmonella
transportarem outros fatores sexuais, ndo detectéaveis,
gue poderiam estar promovendo a transferéncia de cada
um dos plasmidios. Este fato pode ser comprovado
geneticamente, mas a melhor maneira de elucidar o pro-
blema serd complementar os estudos realizados, com
estudos fisico-quimicos, para se estabelecer o nimero
de plasmidios bresentes nas amostras de Salmonells e,
particularmente, nos recombinantes de £. coli K12.

A possibilidade da transferéncia do carter Lac ser
mediada por um fator Col é bastante remota, devido &
auséncia de atividade colicinogénica nas amostras de
Salmonella. Obviamente, haveria a possibilidade das
amostras produzirem colicinas ativas contra ouiras bac-
térias, que ndo as amostras de K12 utilizadas. -

£ proposto, para o plasmidio transportador dos ge-
nes para a fermentacio de lactose, nestas amostras de
Salmonella, a designacdo Ms-lac (M, de metabdlico; s,
de Saimonella e lac, de fermentagdo de lactose).

Os resultados observados permitem vérios comenté-
rios sobre o plasmidio Ms-lac. Em primeiro lugar, trata-

onéella
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se de um plasmidio auto-reprimido, uma vez que sua
freqliéncia de transferéncia (entre 4,1 x107% e
8,3 x 10~7) é relativamente baixa. Isto significa que, co-
mo a maioria dos fatores sexuais, o plasmidioc Ms-lac
possui determinantes para a sintese de um repressor de
sua propria fertilidade (7, 18, 19). Neste particular, o
plasmidio Ms-lac parece ser diferente dos descritos por
Easterling & col. (6), em amostras de Sa/monella; a dife-
renca entre as freqliéncias de transferéncia destes plas-
midios (entre 3 x 102 e'10~%) e as de Ms-lac, dificilmen-
te poderia ser explicada pelos métodos empregados nos
experimentos de conjugacdo. Quanto ao plasmidio M.1P
234, encontrado em amostras de Salmonella typhimu-
rium isoladas em S&o Paulo, descrito por Le Minor &
col. {16}, nada se poderia concluir no momento. De
acordo com os autores, o plasmidio M.IP 234 n3o é au-
totransferivel, enquanto que Ms-lac o &, sem qualquer
ddvida.

Outra caracteristica do plasmidio Ms-lac diz respeito
a sua provével interferéncia com a resisténcia a rifampi-
cina. N3o foram detectados recombinantes Jactose posi-
tivos quando se utilizou, como receptor, um mutante re-
sistente a 10004g/m! de rifampicina, selecionando em
placas contendo a droga e lactose. O mesmo mutante,
paradoxalmente, comportou-se como receptor adequa-
do para os fatores de resisténcia. Com base em dados
citados na literatura (12, 13, 24, 25), duas hipoteses po-
deriam explicar a interferéncia do plasmidio Ms-lac com
resisténcia & rifampicina. A primeira seria simplesmente
a capacidade de Ms-lac tornar as células receptoras sen-
siveis a rifampicina. Esta hipotese j4 foi comprovada
com certos fatores R que, quando transferidos para mu-
tantes de £ coli K12 resistentes & rifampicina, fazem
com que haja acentuada redug8o do nivel de resisténcia
para a droga (25, 28), provavelmente como decorréncia
do aumento da perrmeabilidade celular para a rifampicina
(24, 25). A outra hipotese seria a eliminagdo de Ms-lac
pela droga, pois se sabe que a rifampicina é capaz de eli-
minar certos plasmidios por combinar-se, de maneira ir-
reversivel, com suas RNA-polimerases (12, 13, 23). Os
efeitos de Ms-lac em mutantes resistentes a rifampicina
estdo sendo investigados.
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A n3o eliminac3o de Ms-lac pelo alaranjado de acridi-
na, dodecil suifato de sédio e brometo de etidio, em par-
ticular pela primeira substéncia, representa outra pro-
priedade que o aproxima dos fatores R, uma vez que,
ndo obstante muitos trabalhos (17, 36), a tendéncia
atual é aceitar que os fatores R n8o sejam eliminados pe-
la acridina (26), em contraste com o fator F, eliminado
praticamente, em 100% das células {10). Entretanto, co-
mo Toledo & col. (31) demonstraram que um fator F'lac
é facilmente eliminado de £. coli e Shigella, ndo o sendo
de Salmonella e Proteus, haveria a possibilidade do fa-
tor Ms-lac ndo ter sido eliminado das amostras de Sal-
monella, em conseqiiéncia de influéncia do hospedeiro.
Os resultados apresentados na Tabela 7, contudo, de-
monstram n3o ser este o caso. Realmente, a introdugdo
de vérios fatores Ms-lac, em E. coli K12, em nada aite-
rou o efeito de eliminacdo pela acridina, embora um fa-
tor F'lac, introduzido na mesma bactéria, fosse elimina-
do de mais de 90% das células.

Este conjunto de propriedades e o fato de ser auto-
reprimido,” sugere que o fator Ms-lac se aproxima mais
dos fatores R do que do fator F ou fatores F-primos.

Considerada em conjunto, a estrutura genética das
amostras de Sa/monella Lac* & extremamente comple-
xa. Além de Ms-lac, outros estudos mostram que estas
amostras transportam pelo menos dois fatores R auto-
transferiveis, um codificando para resisténcia a sulfa-
diazina, estreptomicina e ampicilina e outro, somente,
para ampicilina. A presenga dos dois tipos de fatores R

_pode ser demonstrada por segregago, em experimen-

tos de transferéncia; niveis de resisténcia & ampicilina de
recombinantes portadores de um s6 ou dos dois fatores;
e pela quantidade de  -lactamase produzida.

Em adig#o ao fator Ms-lac e aos dois fatores R, é pro-
vavel que ainda exista, nestas amostras, um plasmidio
que explique a resisténcia a tetraciclina, cloranfenicol e
canamicina. E dificil aceitar que a resisténcia a trés dro-
gas simultaneamente, seja de natureza cromossdmica
(9, 22, 27, 29, 37). Seria mais provavel pensar na presen-
¢a de, por exemplo, um plasmidio termo-sensivel, ndo
transferivel nas condicdes experimentais utilizadas.
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Factores “R” que median resistencia para ampicilina-carbenicilina
en Citrobacter diversus

Gustavo Prieto, Jeannette Vargas, Ada Martinez & Hilda Bracho* |

Resumen

Se estudia el patron de susceptibilidad a 14 agentes antimicrobianos de 29 cepas de- Citrobacter diversus aisladas de
material clinico humano diferente a las heces. Segin el método de Bauer & Kirby, corroborado por el método de
dilucion seriada en tubo, el 100% de las cepas resultaron ser resistentes. a ampicilina-earbenicilina, esa resistencia
se demuestra es del tipo transferible por conjugaciéon, mediada por elementos genéticos extracromosomicos del tipo
de los factores "R los cuales son transferidos del Citrobacter diversus hasta la E.-coli AM», F~ nal” que actda como
receptora. El determinante de resistencia para ampicilina, presente en este factor “R”, es al parecer el mismo que media
resistencia’ para carbenicilina ya que no se logra evidenciar segregacién de genes de resistencia entre ambos anti-
biéticos, tanto en la cepa donanté como en la cepa receptora, después de la conjugacion. La resistencia alcanza ni-
veles de significacion clinica, oscilan_do en el donante entre 62.5 y 1()00,449/ml para ampicilina y entre 125 y 1000Iug/ml
para carbenicilina. En la cepa receptora los niveles de resistencia obtenidos después de la conjugacion estan compren-
didos entre 31.2 y 1_000/“9/ml para ambos agentes. En terminos generales los niveles de resistencia para carbenicilina
son en la mayoria de las cepas estudiadas; tanto en la cepa donante como en la cepa receptora, superiores a los de
ampicitina.

Summary

R factors mediating for ampicillin and carbenicillin resistance in Citrobacter diversus

The susceptibility pattern to 14 antimicrobial agents in studied in 29 strains of Citrobacter diversus isolated from spec-
imens of human origin different to the stools. According to Bauer & Kirby method and corroborated by broth dillution
test tube method 100% of strains developed resistance to ampicillin-carbenicillin. This .resistance is transferable by con-
jugation, mediated by the presence of determinants of resistance that are part of R factors which are transferred from
Citrobacter diversus to sensitive receptor strain E. coli AMQD F nal". The resistance determinan_t to ampicillin present
in this R factor is probably the same that mediate resistance to carbenicillin because there was an absence of gene seg-
regation between those agents in the donant strains as well as in the receptor strain after conjugation. The levels
of resistance reachéd are clinically significant. The donant strain shows levels of resistance to ampicillin between 62.5 and
1000Iug/ml and to carbenicillin between 125 and 1000/u,g/ml. The levels of resistance in the receptor strains after con-
jugation are between 31.2 and 1000/_ g/mi for both agents. In the mayority of the strains the levels of resistance to car-
benicillin are generally higher than ampicillin in the donnor strain as well as in the receptor strain.

Introduccion

En 1972 Ewing & Davis (4) revisaron exhaustivamen-
te la taxonomia del género Citrobacter y propusieron
en base a precedentes histéricos prioridad para la de-
signacion Citrobacter diversus como una segunda es-
pecie dentro de este género. Hemos creido de utilidad
el estudio del patrén de susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos y la caracterizacion de la resistencia
presente en cepas de Citrobacter diversus aisladas en
el transcurso de los afios 1972-1975 de material clinico
humano diferente a las heces.

Materiales y Metodos

Se estudia el patrén de susceptibilidad a 14 agentes
antimicrobianos de 29 cepas de Citrobacter diversus
procedentes todas de especimenes clinicos humanos
diferentes a las heces. Ei método del disco Unico de al-
ta potencia segun criterios establecidos (2, 3) es usa-
do para la determinacion de la susceptibilidad a ampici-
Iina-carbeniciliria-streptomicina'—cloramfenicol—kanamici—
na-acido  nalidixico-cefalosporinas-colimicina-furadantina-
-gentamicina-neomicina-polimixina B-sulfonamidas vy te-
traciclina, utilizando discos comerciales de la casa BBL.

* Cétedra de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela.
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La técnica de dilucién seriada en tubo (1), la cual per-
mite determinar niveles de're'sistencia en ugr es emplea-
da para corroborar y cuantificar la resistencia detecta-
da por el método anterior; el in6culo utilizado es apro-
ximadamente 10° bacterias.

Para caracterizar la naturaleza plasmidial de la resis-
tencia presente en estas cepas se utiliza como cepa re-
ceptora una Escherichia coli AM,, F- nal™ 100ug/ml
lac+ trp+, la cual fué obtenida de Sidney Cohen del
Departamento de Microbiologia del Michael Reese Hos-
pital and Medical Center de Chicago. Esta cepa es sen-
sible a los agentes antimicrobianos utilizados en el es-
tudio con excepcion del desarrolio de resistencia cro-
mosomal al &cido nalidixico. Su sensibilidad fué estable
-durante todo el estudio a pesar de subcultivos repeti-
dos. La metodologia para demostrar transferencia de
resistencia fué con algunas variantes la descrita por
Smith & Halls (8). Un tubo conteniendo 10ml de caido
cerebro corazén es inoculado com 0.02ml de un caldo
cerebro corazon de 24 horas de la cepa donante y 0.1mi
de un cultivo similar de la cepa receptora, la mezcla es
incubada a 35°-37°C por 24 horas y luego centrifuga-
da, el sedimento es inoculado mediarite un hisopo en
un medio de seleccion constituido por Mac Conkey en
placa de Petri, al cual se le ha incorporado ampicilina
y acido nalidixico en concentraciones de 20 ug/ml res-
pectivamente, lo cual facilita la evidencia de la transfe-
rencia de la resistencia, por cuanto en estas condicio-
nes unicamente crece en las placas la cepa receptora
que ha adquirido resistencia de la cepa donante. Pla-
cas sin antibioticos son utilizadas como controles. Des-
pués de la conjugacion la identificacion de la receptora
E. coli AM,, F- nal" se establece mediante las siguien-

Martinez & H. Bracho

tes reacciones bioquimicas: lisina decarboxilasa, orniti-
na decarboxilasa, mvalon‘qto, adonitol y citrato de Sim—‘
mon’s, que permiten su diferenciacion del Citrobacter
diversus. .

A fin de verificar la transferencia de resistencia, a
la cepa receptora le es practicado, después de la conju-
gacion, un estudio de susceptibilidad a los agentes an-
timicrobianos utilizados en el trabajo, siguiéndo para ello
exactamente la metodologia utilizada inicialmente para
determinar la sensibilidad de la receptora antes de la
conjugacion.

Resultados

Resistencia para ampicilina y carbenicilina es obser-
vada en el 100% de "Ias cepas. Para los otros 12 agen-
tes antimicrobianos utilizados todas las cepas mues-
tran ser uniformemente sensibles.

En 15 cepas estudiadas los determinantes de resis-
tencia ampicilina-carbenicilina son transferidos desde el
Citrobacter diversus hasta la E. coli AM20 F- nal" que
actlla como receptora. En ninguna de estas cepas se
evidencia una disociacién de los determinantes de re-
sistencia ampicilina-carbenicilina.

Las figs. 1, 2 y 3 muestran la transferencia de resis-
tencia ampicilina-carbenicilina desde el Citrobacter di-
versus 30 hasta la £. coli AMy, F- nal'.

La diferenciacion bioquimica existente después de
la conjugacion entre la cepa donante de Citrobacter di-
versus y la cepa receptora E.

coli AM,, F
; .20

portada usualmente para ambas especies.

30

Fig. 1. — Patrén‘de sensibilidad y resistencia del Citrobacter diversus 30.
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Finalmente en las tablas 1y 2 se muestran en 15 de
las cepas de Citrobacter diversus los niveles de resis-
tencia para ampicilina y carbenicilina que se alcanzan
tanto en la cepa donante como en la receptora; los mis-
mos tienen significacién clinica y oscilan en el donante
entre 62.5 a 1000 ug/ml para ampicilina y entre 125 y
1000 ug/mi para carbenicilina. En la cepa receptora ni-

119

veles de resistencia obtenidos después de la conjuga-
cién estan comprendidos entre 31.2 y 1000 ug/ml para
ambos agentes. Observese que en terminos generales
los niveles de resistencia para carbenicilina son en la
mayoria de las cepas estudiadas, tanto en la tepa do-
nante como en la receptora, superiores a los de ampi-

cilina.

E.COLl AM20

E.COLI AM20

Fig. 3. — Patron de sensibilidad y resistencia que adquiere la cepa £. coli AMy, nal ' después de ser conjugada con

el Citrobacter diversus 30.
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Tabla 1

Citrobacter djversus. 15 cepas 1972 — 1975
Niveles de resistencia para ampicilina en/ug/m! conferidos por factores
“R” en la cepa donante y la cepa receptora

N° DE CEPA 1000 500 250 125
C.d. 30 + + + +
E.c. 30 - - + +
2 + + + +
2 - + + +
12 + + + +
12 - - + +
143 + + + +
143 + + + +
HC, - + + +
HC, - - + +
24 - - + +
.24 - - + +
. 65 - + + +
65 + + + +
. 3957 - - + +
3957 + + + +
+ +
2A + + + +
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C.d. = Citrobacter diversus
E.c. = Escherichia coli
+ = Se observa crecimiento
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No se observa crecimiento

Discusion

En varios estudios realizados sobre la resistencia a
los agentes antimicrobianos en miembros de los géne-
ros Citrobacter y Enterobacter ambos han sido reporta-
dos ser sensibles a carbenicilina y resistentes a la ampi-
cilinay a !as‘cefa!ospbrinas, y precisamente en la resis-
tencia a este Gltimo grupo de antibiéticos se diferenci-
an de los miembros: del género Klebsiella. Con la ubica-
cién del Citrobacter- diversus dentro del género Citro-
bacter, el concepto de una uniformidad en-los miem-
bros de este género en su sensibilidad a la carbenicili-
na, debe ser modificado en base a una reciente publi-
cacién de Smith & Daiton (9) v a los resultados obteni-
dos en este estudio para el tratamiento de procesos in-
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fecciosos determinados por cepas de Citrobacter que
muestren Tesistencia a otros agentes antimicrobianos,
debe en el futuro requerir de la diferenciaciéon de la
especie de Citrobacter involucrado en el proceso infec-
cioso, v ello es especiaimente de valor, cuando se tra-
ta de la variante H,S__ del Citrobacter freundii que conis-
tituye aproximadamente el 16% de las cepas de esa es-
pecie, ya que si bien las mismas contintan siendo sen-
sibles a carbenicilina, las cepas de Citrobacter diversus
reportadas en este estudio son 100% resistentes a dicho
antibi6tico.

La asociacion de la resistencia ampicilina-carbenicili-
na en nuestro medio ha sido demostrada en entero-
patégenos estar mediada principalmente por elementos
genéticos extracromosomicos del tipo de los Factores
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Tabla 2

Citrobacter diversus. 15 cepas 1972 — 1975
Niveles de resistencia para carbenicilina en Iug/ mi conferidos por factores
“R* en la cepa donante y la cepa receptora

N° DE CEPA 1000 500

)
3

126

C.d.
E.c.

30
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C.d. = Citrobacter diversus
E.c. = Escherichia coli
+ = Se observa crecimiento

No se observa crecimiento

“R' (5—7), pudiendo este factor “‘R"’ constituir un ele-
mento plasmidiai cuyc dnico determinante de resisten-
cia es el citado o constituir al asociarse a otros determi-
nantes de resistencia, factores ‘R’ que median muiti-
resistencia. Ello resulta ser también cierto para el Citro-
bacter diversus en los cuales, hasta el presente, ha
asumido la primera de dichas modalidades. Para nues-
tro conocimiento el presente trabajo constituye la

primera demostracion en el Citrobacter d/versus de
la naturaleza extracromosomica de la resistencia ampl—
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cilina- carbenicilina.

El determinante de resistencia para ampicilina es al
parecer el mismo que media resistencia para carbeni-
cilina ya que éste como en estudios anteriores con otros
miembros de la familia Enterobacterlaceae Shigella,
Sa/mone//a y Escherichia coli enteropatogena 6—7), no
se logra evidenciar segregacion de genes de resistencia -
entre ambos antimicrobianos, tanto en la cepa donan-
te como en la cepa receptora después de la conjugacion.
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Estudos comparativos entre o teste da alga ligada de intestino de coelho

e do camundongo recém-nascido na detecgéo da enterotoxina termoestavel (ST)
produzida por Escherichia coli*

Antonio de Padua Francesthi*, A.F. Pestana de Castro*, Marlene B. Serafim* & Luiz Pustiglione Netto™**

Resumo

Usando amostras de E, coli isoladas do homem, suinos e bovinos, foi realizado um estudo a fim de comparar as eficiéncias
dos testes da alca ligada de intestino de coeiho e do camundongo recém-nascido, na detecgdo da enterotoxina termoestével
produzida por este microrganismo. O teste da alga ligada de intestino de coelho foi bastante irregular, mostrando muitos re-
sultados negativos, assim distribuidos: 22(38,569%) para a amostra de origem humana; 27(47,36%) para a amostra isolada de
sufnos; 21(36,84%) e 39(68,42%) para as amostras isoladas de bovinos. Os coeficientes de varia¢80 observados nestes testes
foram altos, variando de 63,01% a 71,78%. O teste do camundongo recém-nascido foi muito mais eficiente, uma vez que,
para as amostras enterotoxigénicas, ndo foram observados resultados inferiores a 0,085 para as relagbes entre peso dos in-

testinos e peso das carcagas. Os coeficientes de variagdo mostraram valores entre 12,22% e 15,84%. Testes realizados com
enterotoxinas tratadas pelo calor demonstraram que, quando o ensaio era feito em coelhos, a atividade era completamente
destruida a 120°C por 30 minutos. No teste do camundongo recém-nascido algumas diferengas puderam ser observadas em
relag@o a amostra B42 (origem bovina) cuja atividade de ST foi parcialmente destrufda a 100°C por 30 minutos. Redug#o da
atividade foi também observada em preparacdes desta amostra aquecida a 30°C por 30 minutos.

Summary

Comparative studies between the rabbit ileal loop assay and the infant mouse test to detect heat-stable enterotoxin (ST)
produced by Escherichia coli

A comparative study using £. coli isolated from man, swine, and bovine was carried out to compare the efficiencies of
the rabbit ileal loop assay and the infant mouse test in the detection of heat-stable enterotoxin produced by that microor-
ganism. The rabbit ileal loop assay was very irregutar showing many negative results distributed as follows: 22(38,59%)
for the strain isolated from man; 27(47,36%) for the strain isolated from swine; 21(36,84%) and 39(68,42%) for the strains
isolated from bovine. The coefficients of variation were high, ranging from 63,01% to 71,78%. The infant mouse test was
much more efficient since, for the intestine to body weight ratios the coefficients of variation showed values between
12,22% and 15,84%. Tests carried out with heat-treated enterotoxins demonstrated that when the assay was carried out
in rabbits the activity was completely destroyed at 120°C for 30 minutes. In the infant mouse test some differences couid
be observed in regard to strain B42 (bovine origin) whose ST activity was partially destroyed at 100°C for 30 minutes.
Reduced activity was also observed in-preparations of this strain heated at 90°C for 30 minutes.

Introdugéio

A produg#o de enterotoxinas por certas amostras de
Escherichia coli, isoladas do homem e vérias espécies de
animais domeésticos, parece explicar o grande niamero
de casos de diarréia provocada pelo microrganismo.

Sabe-se atualmente que amostras enterotoxigénicas
de £. coli produzem, isoladamente ou em conjunto, dois
tipos de enterotoxinas. Uma termolabil (LT), de alto pe-
so molecular, bastante semelhante biolégica e sorologi-
camente A enterotoxina de Vibrio cholerae, & capaz de
provocar, na alca ligada, de intestino de coelho, dilata-
¢do e acimulo de liquido {10). A produg8o de um fator

de permeabilidade capilar (5) e o efeito citopéatico em cé-
lulas de linhagem Y1 (3) s#o outros efeitos biologicos
especificos desta toxina, os quais tem sido utilizados pa-
ra sua deteccdo e dosagem. A outra enterotoxina é ter-
moestavel (ST), de baixo peso molecular, pouco conhe-
cida quanto a sua natureza quimica (8} e com evidéncias
de ndo ser gntigénica, o que dificuita bastante a sua ca-
racterizacdo (7).

A toxina ST também causa dilatag3o da alga ligada,
de intestino de coelho, mas o tempo de laténcia é muito
mais curto, atingindo o maximo quando a dilatagéo re-
sultante da toxina LT est4 em sua fase inicial {4). Em vir-
tude destas caracteristicas, o teste da alga ligada, de in-

* Trabalho realizado com o auxilio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico, CNPgq. Processo 2222-0732/75 Departa-
mento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da UNICAMP, 13.100- Campinas, S.P.

**instituto Biolégico de S#o Paulo, SP.
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testinos de coelho, lido com 6 horas ap6s a inoculac8o
da toxina, tem sido utilizado para a avaliag8o da produ-
¢do de ST (4).

Os par8metros de positividade da toxina ST, na
maioria dos testes, t&m sido a dilatac3o e o acimulo de
liqguido na alga ligada, de intestino de coelho:
Entretanto, Sack & col. {11) determinaram que, para
amostras de £. cofi, de origem humana, produtores de
toxina ST, exclusivamente, o teste deve ser considerado
positivo quando a rela¢3o entre o volume de liquido e o
comprimento da alca for igual ou superior a 0,4.

Outro teste, que tem sido largamente empregado na
avaliacio da toxina ST, pelo menos com relacdo as
amostras de origem humana, é o do camundongo
recém-nascido (2). O teste baseia-se na relacdo entre o
peso dos intestinos e o das carcacas, de cada lote de
animais, submetidos 2 inoculagdo intraestomacal de
preparacOes de toxina ST, dando-se como positivo
aqueles cujos resultados forem superior a 0,084 (6,13).

J& foram feitos varios estudos sobre os dois testes
para ensaio da toxina ST e sabe-se que, quando a toxina
€ aquecida a 100°C durante 15 minutos, o comporta-
mento dos animais seréa diferente {13). No teste da alca
ligada, de intestino de coelho, ainda havers dilatago,
porém, pelo teste em camundongos recém-nascidos, os
resultados poderdo ser negativos. No que concerne ao
teste realizado em coelhos, verificamos a necessidade
de estudos quantitativos, & semelhanga do que foi reali-
zado por Sack & col. {11}, com amostras de origem hu-
mana.

Os parédmetros de positividade, para a toxina ST de
E. coli, foram analisados a partir de comparacdes dos
dois testes mencionados, com amostras de origem hu-
mana,: bovina e suina. A avaliagdo envolveu, inclusive,
amostras de toxinas previamente submetidas a diferen-
tes tratamentos térmicos.

Material e métodos

Foram utilizadas as seguintes amostras de £. coli
produtoras exclusivamente de toxina do tipo termoesta-
vel (ST): (a) amostra 3, sorotipo 0128; B12, de origem
humana, isolada em Campinas, de um caso de diarréia
infantil; (b) amostra E57, de origem suina, enviada pelo
Dr. Cariton L. Gyles, Department of Veterinary Micro-
biology and Immunology, Ontario Veterinary College,
University of Guelph, Ontario, Canad4; (c) amostras
B41 e B42, ambas isoladas de bovinos e enviadas pelo
Dr. Willians Smith, Houghton Poultry Research Station,
Huntingdon, Great Britain. Como amostra n8io toxigéni-
ca, foi utilizada Escherichia coli, 711 nal, enviada pelo
Dr. Carlton L. Gyles.

Preparo da toxina termoestével — Cada amostra foi se-
meada em frascos tipo Erlenmeyer, com capacidade pa-
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ra 500ml e contendo n#o mais de 80ml de meio de Evans

'(5). Apébs a semeadura, foi feita incubacdo em estufa

com agitagdo (150rpm)}, a 37°C, durante 18 horas. Em
seguida, as culturas foram centrifugadas a 6.000rpm du-
rante 45min., coletando-se, cuidadosamente os trés
quartos superiores dos sobrenadantes.

Destes, por¢8es de 2mi foram distribufdas em tubos

‘e mantidas em congelador a --20°C, por tempo ndo su-

perior a trés meses, durante o qual foram realizados os
testes em coelhos e camundongos.

Teste da alga ligada de intestino de coelho — Coelhos
albinos, raca Nova Zelandia, com idade n#o superior a 2
meses, pesando em média 1,8 kilogramas, foram manti-
dos em jejum, 48 horas antes do teste, recebendo ape-
nas agua.

Com anestesia por uretana (solugdo a 26% em agua,
na dose de 5 a 7ml por kilo de peso); foi empregada a
técnica cirlirgica recomendada por Burrows & Musteikis
(1), com algumas modificacdes.

Apés tricotomia, foi feita antissepsia do campo cirdr-
gico com &lcool iodado a 5% e protecdo com campos
estéreis. Foi feita em seguida a incis8o de aproximada-
mente 3cm de comprimento, na linha mediana da pare-
de abdominal, tendo como ponto médio a cicatriz um-
belical. O intestino delgado foi exposto, ‘numa extens&o
de 60cm, medidos a partir do apéndice ileocecal, no
sentido disto-proximal. Na estremidade proximal, foi fei-
ta a ligadura e todo o segmento lavado com salina estéril
aquecida a 37°C (volume aproximado de 10 a 20ml). No-
va ligadura era feita, com o objetivo de isolar o ponto de
inoculagdo. Apés delicado movimento da aiga, para es-
coamento de todo o liquido fisiologico, a extremidade
distal foi também ligada.

Pela técnica da ligadura foram feitas 10 e 11 alcas,

medindo Bom a

ardamonta Entra and
eGINGe odm al

proximadamente. Entre a alga, foi
feita outra menor, de aproximadamente 0,5 cm. Em ca-
da coelho, foram feitos controles negativos, que consis-
tiram da inje¢80, nas algas, de sobrenadante de cultura
de £. coli, 711 nal. As aicas restantes foram utilizadas
para os testes com diferentes toxinds, na propor¢#o de
3 algas por toxina.

Doses de 1ml de cada uma das toxinas preparadas
foram inoculadas em 57 algas, compreendendo, em mé-
dia, 6 coelhos para cada toxina. Em seguida o intestino
foi recolocado na cavidade abdominal, suturando-se o
peritdnio, camada muscuiar e peie, com pontos separa-
dos. Os animais, ainda sob o efeito da anestesia, foram
mantides por 8 horas, sendo entio sacrificados.

0 intestino, compreendendo a regido das alcas liga-
das, foi retirado e observado quanto & presenca de di-
latacdo. O corhprimento de cada alga foi revisto, re-
tirando-se, com seringa, o liquido contido.

A relagdo entre o volume de liquido e o comprimento
da alca foi calculada, considerando-se como positiva a
igual ou superior a 0,4, conforme recomendam Sack &
col. {11).



Rev. Microbiol. (S. Paulo), 8(4), 1977

Testes do camundongo recém-nascido — Para este tes-
te, procedeu-se conforme descrito por Dean & col. (2),
modificando-se apenas o valor minimo, para testes posi-
tivos, de 0,09 para 0,085, de acordo com o preconizado
por Whipp & col. {13).

Quantidades de 0,1ml de cada toxina foram
injetadas, por via intraestomacal, em 10 lotes de quatro

camundongos, no total de 40 animais, por toxina. Apds

manutencdo em estufa, a 28°C por quatro horas, os ani-
mais foram sacrificados, necropsiados e os seus intesti-
nos observados quanto & dilatagdo, seguindo-se de sua
remoc3o e calculando-se, para cada lote, a relagdo entre
peso dos intestinos e das carcagas.

Tratamento térmico na toxina ST e respostas aos testes
em coelhos e camundongos — Aliquotas das amostras
de toxinas foram aquecidas a 60°C, 80°C, 90°C, 100°C
e 120°C, durante 30min. e, em seguida, congeladas a
--20°C, por tempo ndo superior a trés meses, durante o
qual foram realizados os ensaios em coelhos e camun-
dongos. Para o teste da alca ligada, de intestino de coe-
lho, um total de 4 algas, duas por coelhos, foram inocu-
ladas com 1ml da cada toxina, aquecida a uma das tem-
peraturas indicadas, repetindo-se a metodologia ja des-
crita.

Para o teste em camundongos recém-nascido, para
cada preparado, com atividade de ST, submetido a uma
das temperaturas mencionadas, foram utilizados quatro
lotes de quatro camundongos.

Resultados

Teste da alca ligada de intestino de coelho — Os re-
sultados dos testes (Tabela 1) revelam que, para as
amostras toxigénicas, a média das relagdes, entre volu-
me de liquido contido nas alcas e o comprimento
destas, com uma Gnica exce¢3o {amostra B42), foi sem-
pre superior ao indice 0,4, proposto por Sack & col.
(11).
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Com relagdo a amostra controle, 711 nal, o valor da
média estd bem distante do minimo proposto para a po-
sitividade do teste.

Os demais dados da Tabela 1 revelam que os resulta-
dos neste tipo de teste foram bastante flexiveis. Em vé:
rias oportunidades, houve elevado indice de resuitados
negativos, a saber: amostra 3, 22 alcas negativas

-(38,58%); amostra E57, 27 negativas (47,36%); amostra

B41, 21 negativas (36,84%) e amostra B42, 39 negativas
(68,42%). Em relat;éo dos valores minimos obtidos, fo-
ram verificados, em todos os casos, resultados nos
quais a resposta, & ac80o da toxina, foi praticamente
nula. Em relagdo ao sobrenadante da cultura controle,
711 nal, examinada de modo semelhante, verifica-se
que a maioria {91,04%) dos testes resultou em valores
inferiores a 0,4, embora, em seis casos (8%}, tenham si-
do obtidos resultados iguais ou superiores a 0,4. O cal-
culo dos coeficientes de variacdo, obtidos a partir dos
resultados observados, forneceu, independentemente
da amostra em estudo, valores bastante elevados, entre
63,01% e 71,78%.

Teste do camundongos recém-nascido — A média das
relacdes entre peso dos intestinos e peso das carcagas
nos 10 lotes de camundongos inoculados com cada to-
xina foi sempre superior a 0,085 (Tabela 2). No que diz
respeito & amostra controle, 711 nal, a média dos valo-
res obtidos, 0,061, est4 relativamente distante do valor -
minimo proposto para a positividade. Os resultados fo-
ram relativamente homogéneos, néo se observando pa-
ra qualquer toxina valores inferiores a 0,085. No caso da
amostra controle, 711 nal, o maior valor obtido, entre 10
lotes de camundongos, foi 0,072, bem distante do valor
minimo para positividade do teste (0,085).

Independentemente da origem da amostra e de ser
ou ndo toxigénica, os resultados foram homogéneos,
como indicam os coeficientes de variacdo: 15,84% para
a amostra 3; 14,64% para a amostra E57: 12,22% para a
amostra B41; 12,91% para a amostra B42 e 10,19% para
a amostra 711 nal.

Tabela 1
Resultados dos testes da alca ligada de intestino de coelho, realizados com sobrenadantes das culturas de E. coli 3, E57, B41, B42 e 711 nal
Média da Valor méximo Valor minimo Namero e
Sobrenadantes Numero relagdo da relagdo da relagdo Desvio | Coeficiente | percentagem
"de de volume de volume do volume de padrdo de de resuitados
culturas alcas liquido/comprimento | liquido/comprimento .| Iiquido/comprimento variagéo inferiores
da alga da alga da alga a04*
E. coli3 57 0,567 1,600 0 0,407 71,78%. 22 (38,59%)
E. coli €57 57 0,411 1,100 0 0,259 63,01% 27 (47,36%)
E. coli B41 57 0,505 1,640 0,028 0,343 67,92% 21 (36,84%)
E. coli B42 57 0,340 1,250 0 0,253 74,41% 39 (68,42%)
E. coli 711 nal 67 0,187 0,606 0 0,119 63,63% 61 (91,04%)

*indice de positividade (11)
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Tabela 2
Resultados dos testes em camundongos recém-nascidos, realizados com sobrenadantes
das culturas de E. coli 3, E57, B41, B42 e 711 nal
Média da Valor minimo Valor minimo Numero e
Sobrenadantes N? relacdo peso do da relag#io peso da relagdo peso Desvio Coeficientes porcentagem
de de intestino/peso do intestino/peso [ do intestino/peso padréio de de resultados
culturas lotes da da da variag8o inferiores a
carcaca carcaga carcaga 0,085*
E. coli 3 10 0,106 0,163 0,085 0,0168 15,84% 0 (0%}
E. coli E57 10 0,097 0,135 0,092 0,0142 14,64% 0 (0%)
_E. coli B&1 10 0,117 0,134 0,089 0,0143 12,2% 0 {0%)
E. coli B42 10 0,120 0,150 0,087 0,01585 12,91% 0 (0%)
E. coli 711 nal 10 0,061 0,072 0,050 0,0062 10,19% 10 {100%)
*Indice de positividade {13)
Tabela 3 Tabela 4

Efeito do tratamento térmico nos sobrenadantes
das culturas de £. colf 3, E57, B41 e B42, ensaiados no
teste da alca ligada de intestino de coelho

Efeito do tratamento térmico em sobrenadantes
das culturas de £. coli 3, E57, B41 e B42, ensaiados no
teste do camundongo recém-nascido*

Niimero
de positivos*

NGmero
de algas {testes)

Tratamento térmico
por 30 minutos

120°C 16 .0
100°C 16 9
90°C 19 "
80°C 16 9
60°C 16 10

* Valores da relagiio de liquido/comprimento da alga iguais ou
superiores a 0,4(11)

Efeito do tratamento térmico

Teste da alga ligada de intestino de coelho — Em virtude
da irregularidade de comportamento dos animais, j4 in-
dicada e considerando-se que para cada toxina, subme-
tida a uma determinada temperatura, foram feitas ape-
nas quatro algas, uma andlise individual ficaria extrema-
mente dificil. Por este motivo, s3o apresentados os re-
suitados dos testes. em conjunto (Tabela 3),
tomando-se, como indice de positividade, valores cuja
relag8io entre volume de liquido intestinal e comprimen-
to da alga foram iguais ou superiores a 0,4. A prepara-
¢80 obtida a partir da amostra B42, submetida a trata-
mento térmico, comportou-se, em coelhos, de maneira
semelhante, por isso, foi inciuida na Tabela 4. No teste
da alga ligada de intestino de coelho, os preparados
com atividade de ST foram inativados apés aquecidos a
120°C, por 30min.

Com tratamento a 100°C por igual tempo, a atividade
de ST foi evidente em todos os preparados, porém com
a mesma irregularidade observada em preparados nfo
aquecidos.

Teste de camundongo recém-nascido — A semelhanca
do que ocorreu em coelhos, todas toxinas foram inativa-

Temperatura** 120°C | 100°C | 90°C | 80°C | 60°C Nenhum
Sobrenadantes tratamento
E coli3 0,065 | 0,149 {0,141]0,147 | 0,119 0,121
£. coli E57 0,062 | 0,104 (0,141{0,129 | 0,116 0,128
E. coli B41 0,068 | 0,147 {0,127 (0,138 | 0,141 0,142
E. coli B42 0,069 | 0,080 | 0,097 {0,131 | 0,137 0,120

*Cada valor representa a média das relagdes entre peso do
intestino e peso das carcacas, em quatro lotes de camun-
dongos

**Durante 30 minutos

0 aquecimento a 100°C n3o inativou as toxinas, ex-
ceto em relagdo & produzida pela amostra B42, de -ori-
gem bovina, cuja atividade foi bastante reduzida ap6s o
aquecimento, a ponto de apresentar resuitados inferio-
res ao fndice minimo de positividade.

O aquecimento desta toxina a 90°C ainda revelou al-
gum efeito na diminuig3o de sua atividade (Tabela 4).

Discussio

Embora diversos autores (4, 11, 12) tenham utilizado
o teste da alca ligada do intestino de coelho, para estu-
do de amostras de Escherichia coli produtoras de toxina
termoestével, os resultados por n6s obtidos demonstra-
ram ser esta prova bastante irregular.

Ensaios realizados com quatro amostras de £. colf
produtoras de ST, isoladas do homem, suinos e
bovinos, revelaram que, independentemente da origem
da amostra, os coeficientes de variag3o obtidos foram
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elevados, com valores compreendidos entre 63,01% e
74,41%.

0 uso da quantificagio proposta por Sack & col. {11)
para a avaliagdo dos resultados indica que, para as toxi-
nas empregadas, o nimero de testes ndo positivos foi
surpreendente, com indices de negatividade entre
36,84% e 68,42%.

Os dados obtidos, em relag8o &s amostras de origem
suina e bovina, concordam com os de Smith & Halls

(12). Entretanto, embora estes autores tivessem obtido, -

com amostras de origem humana, resultados regular-
mente positivos, as observagdes, com amostra de ori-
gem humana, ndo permitiram confirmé-los, uma vez
que 8sta se comportou nestes testes de modo seme-
lhante as amostras E57, B41 e B42. Smith & Halls fize-
ram leitura do teste da alca ligada de intestino de coetho
24 horas ap6s a inoculagdo, sendo possivel que, em al-
guns dos resultados, tivessem computado, também o
_aumento de liquido intestinal, eventualmente decorren-
te de produg3o de toxina termoldbil (LT). Os autores
usaram ainda culturas bacterianas e n#o os sobrenadan-
tes, como adotado no presente trabalho. Em relag8o &
amostra 711 nal, n3o toxigénica, verificou-se que o coe-
ficiente de variagdo foi elevado, ocorrendo seis casos
em que a relaglo volume de liquido e comprimento de
“alca foi superior a 0,4.

Diante destes resultados, mesmo antes de compara-
los com os testes realizados em camundongos, conclui-
se que, nas condicdes experimentais e metodologié

" adotadas na presente avaliag8o, os dados ora observa-
dos desaconselham a utilizagdio do teste da alcga ligada
de intestino de coelho, como método de ensa o para a
toxina ST.

- Quando as preparagdes com atividade de S"i foram
examinadas pelo teste do camundongo recém-na: cido,
os resultados foram opostos. Os valores das relades
entre peso de intestinos e pesos de carcagas, para as
amostras toxigénicas, foram sempre iguais ou supel 0-
res a 0,085, estando pois de acordo com os dados rel \-
tados por outros autores que tém utilizado o modelo (2
11, 13). .

Os coeficientes de variagdo, obtidos nos testes posi-
tivos, foram semelhantes aos recentemente relatados
por Gianella (6), dando valores compreendidos entre
12,22% e 15,84%, demonstrando, pois, que o teste exi-
be reprodutibilidade razoével.

Tomando-se o indice de 0,085 como valor minimo de
positividade, verifica-se, ao contrério do que ocorre
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com coelhos, que nenhum resultado negativo foi obtido
com as amostras toxigénicas.

Confirmando a eficiéncia do método, com camun-
dongos recém-nascidos, verifica-se que os testes reali-
zados com preparados da amostra ndo toxigénica, 711
nal, n8o forneceram, em nenhuma oportunidade, valo-
res préximos ou superiores a 0,085, estando o valor ma-
ximo obtido, 0,072, ainda relativamente distante. O coe-
ficiente de variag3o obtido com a amostra ndo toxigéni-
ca, embora inferior, esteve proximo dos demais, de-
monstrando, provavelmente, que as diferengas observa-
das nos testes positivos sejam mais devidas a variagdes
individuais do que a uma variabilidade do teste propria-
mente dito. Isto revela a superioridade do modeio ca-
mundongo recém-nascido, quando confrontado com o
da alga ligada de intestino do coelho.

Apesar da irregularidade do teste da alga ligada, de
intestino de coelho, verifica-se que preparados de toxi-
na das diferentes amostras foram invariavelmente des-
trufdos pelos tratamento térmico, a 120°C, durante 30
minutos, o que n3o ocorre a 100°C, no mesmo tempo.

No teste de camundongo recém-nascido, os resulta-
dos obtidos com os preparados de toxinas submetidas a
tratamento térmico foram idénticos aos conseguidos

. em coelhos, com relac8o 3s amostras 3, E67 e B41, as

quais foram inativadas a 120°C, durante 30 minutos, mas
ndo a 100°C, no mesmo tempa. No que diz respeito &

amostra B42, verifica-se, supreendentemente, que os

resultados dos testes realizados com o sobrenadante,

aquecido a 100°C, durante 30 minutos, fornecem valo-

res inferiores ao minimo 0,085; a 90°C, durante 30 minu-

tos, a atividade de ST foi bastante diminuida.

Os resultados confirmam a opinido de Whipp & col.
(13) para quem a inativagdo de ST, pelo calor, pode,
eventualmente, se processar a 100°C, quando se usa o
teste do camundongo recém-nascido. O decréscimo da
atividade de ST, por aquecimento a 100°C, também foi
obtido por Gianella (6).

As evidéncias indicam, portanto, que a termoestabili-
dade da toxina do tipo ST n#o pode ser estabeiecida em
termos absolutos, sendo provével que existam, na reali-
dade, mais que um tipo de toxina ST, com diferentes
propriedades de inativag8o frente ao calor.

NZo h& certeza se a diferenga observada nos dois ti-
pos de testes, para avaliagdo de toxina ST, é conse-
gliéncia de variag#o individual, inerente s espécies con-
sideradas, ou se é simplesmente um probiema relaciona-’
do 3 idade dos animais usados.
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Titulagdio de anticorpos diftérico e tetanico pelo método
de absorgdo de sangue integral em papel de filtro*

Edison Paulo Tavares de Oliveira, Hideyo lizuka
Hisako Gondo Higashi & Joana Akiko Furuta

Resumo

Modificagdo do método de absorg#o de sangue, de uma Gnica punctura de polpa digital ou do lébulo da orelha, em papel de
filtro, devido a dificuldades para a impregnagdo total e homogénea, em quadrados de 4 x 4cm. O uso de papel com menor
4rea, medindo 2,8 x 2,9cm, a melhoria no processo de eluico e a titulag8io dos soros, através da reagdo de neutralizagdo,
ddo resultados com maior seguranga, sem diferencas significativas nos titulos das dosagens, quando comparados com a téc-

nica original.

‘Summary

Diphtheric and tetanic antibody titration by the method of blood absorption in filter paper

Modification of the method of blood absorption in filter paper rendered improved results through neutralizing procedures

and reduction of the size of the substrate to 2.8 x 2.9 cm.

Introdugéo

A busca de métodos préticos para a coleta de.amos-
tras de sangue de vacinados foi estimulada pela necessi-
dade de verificac3o dos titulos de anticorpos, antes das
vacinas e depois delas, principalmente nas campanhas
de vacinagdo em massa, ou em grupos populacionais
numerosos (3, 7). As principais dificuldades residem no
trauma, no momento da coleta; na quantidade de soro
necesséria para a titulagiio; a conservag8o estéril das
amostras e sua remessd para os laboratérios de dosa-
gens (4).

O problema assumia 'proporgOes maiores na coleta
de sangue de criangas, sendo que as objeces e reagoes
emocionais dos pais s8o as vezes tdo fortes que mesmo
pequenas quantidades de sangue ndo podem ser obti-
das (4). A reagdo emocional — de pais e criangas — res-
tringe o volume de sangue necessario para a titulacdo.
Quando a coleta é feita antes da primeira dose
vacinante, para a determinag&o do titulo de anticorpos,
pode ocorrer que os pais ndo mais retornam com a
crianga, para a segunda dose vacinante.

Considerando tais circunstancias, Mirchamsy &
col.(4), desenvolveram método de punctura da polpa di-
gital ou do l6bulo da orelha, com absorgéo do sangue
em papel de filtro Whatman n? 31, medindo 4 x 4cm.
Segundo os autores, ‘seria armazenado 0,3mi de
sangue, sem deixar 4reas brancas.

* |nstituto Butantan, Caixa Postal 65, 01000 S3o Paulo SP.

A reprodugdo da técnica revela, todavia, que a quan-
tidade de sangue para embeber totalmente o papel é
bem maior do que 0,3ml, aproximando-se de 0,6ml.
Conseqlientemente, tornava-se necesséario mais de uma
punctura, o que dificultava o trabalho de coleta. A elui-
¢do do soro também era dificultada, peio tamanho do
papel e o eluato obtido nem sempre apresentava, quan-
do titulado, resultados reprodutiveis, para a mesma
amostra.

Em vista disso, foram introduzidas modificagdes na
técnica original, visando a facilitar a coleta de amostras
e a obtenc8o de eluato sérico cujos titulos apresentas-
sem condi¢des satisfatorias de reprodutibilidade.

Material @ Métodos

A coleta inicial da amostra de sangue foi feita simul-
taneamente por pung#o venosa e por punctura da polpa
digital, para possibilitar a realizacdio do doseamento
comparativo. No primeiro caso, faz-se a separacdo do
soro, logo apés a coagulago no tubo; no segundo, o
sangue derivado de punctura da polpa digital, através
de lanceta tipo Frankel, é colhido em fragmento retan-
gular de papel de filtro Whatman n?® 31, medinda
2,8 x 2,9cm, preso por uma pinga. Os fragmentos eram .
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previamente acondicionados em envelopes e, nestas
condi¢Bes, esterilizados. Quando a amostra de sangue
era obtida no campo, os fragmentos eram dessecados 2
temperatura ambiente, acondicionados em envelopes e
identificados com o nome do paciente, para serem re-
metidos ao laboratério.

O tamanho do papel de filtro foi padronizado em
fragmentos de 2,8 x 2,9cm, pois uma Unica punctura é
suficiente para a impregnag8io homogénea e totai, ab-
sorvendo volume de sangue igual a 0,3m!.

A titulagdo dos anticorpos diftéricos foi realizada

conforme a técnica de Roemer & Sames (5) e dos anti-
corpos teténicos pdr aquela preconizada pelo National
Institute of Health (2), realizada em camundongos e 0s
titulos analizados a partir de 0,01 U.1. até 1 U.l. (6, 9).

Papéis de filtro em duplicatas, absorvidos com san-
gue das amostras tituladas, foram conservadas em des-
secador na geladeira, durante cerca de um ano para
posterior verificagdo, com o fito de detectar a possive!
varia¢do do titulo.

Modelo experimental — Para padronizarmos a area de
papel de filtro Whatman n? 31, necessério para absor-
¢do do sangue destinado & titulagdo das antitoxinas dif-
téricas e tetanica, foi realizada uma série de experimen-
tos preliminares. Assim, optamos por uma &rea que,
embora absorvesse volume relativamente pequeno de
sangue, fornecesse quantidade de soro suficiente para
as titulagdes. Desta maneira, foi estandardizado o retan-
gulo de papel com a dimenso de 2,8 por 2,9cm.

Para nos cientificarmos da total elui¢c8o de soro con-
tido nos papéis, fizemos vérios testes paralelos. De 12
individuos, titulamos os anticorpos do soro obtido por
puncdio venosa, cotejando-os com os titulos obtidos
através da técnica de absorcdo de sangue em papel.

A quantidade de sangue necesséria para ser absorvi-
da homogeneamente por toda superficie do papel, sem
deixar &reas brancas, era de 0,3mi, conseguida com
uma Unica punctura de polpa digital ou do I6bulo da ore-
lha.

Uma vez padronizado o tamanho do papel e determi-
nado o volume do sangue para impregna-lo, verificamos
que, subdividindo o papel em 16 a 20 frag8es, consegui-
mos methores resultados no processo de eluicdo do so-
ro. ApoOs o recorte, os fragmentos eram colocados em
tubos de dosagem e o soro redissolvido até completar o
volume de 1,6ml, pela adigdo de 1,35ml de solucdo de
proteose peptona a 1% (8). Nestas condicBes, eram
mantidos & temperatura de 4°C, até o dia seguinte, a fim
de completar a eluig8o total do soro, quando ent3o pro-
cediamos aos doseamentos dos anticorpos circulantes.

De conformidade com o preconizado por Mirchamsy
& col. {4}, estipulamos, arbitrariamente, que cada amos-
tra de sangue conteria 50% de soro e os restantes 50%,
elementos figurados. Conseqiientemente, obtém uma
dilui¢do inicial do soro ao décimo (4).

E.P.T. de Oliveira, H. lizuka, H.G. Higashi & J.A, Furuta

Resultados e Discussio

As titulagBes comparativas revelam que ndo ha dife-
renca significativa entre os titulos no soro, por pungio
venosa, e no eluato em papel de filtro, tanto para a anti-
toxina diftérica, como para a tetanica (tabela |). Este re-

sultado esta de acordo com Mirchamsy & col. (4},

Duplicatas das coletas processadas, mantidas em ge-
ladeira durante 12 meses, deram resultados idénticos as
titulagBes originais, o que j4 foi demonstrado por Kars-
tad & col. (1).

A similaridade e uniformidade das titulacdes revelam
que o retingulo impregnado com sangue, subdividido
em 16 a 20 fragGes para elui¢do do soro em tubos de do-
sagem dé resultados mais seguros.

A utilizagdo do papel de filtro de tamanho reduzido,
em retangulos de 2,8 x 2,9¢cm ¢ a dimens#o ideal para a
impregnag8o com quantidade menor de sangue (0,3ml),
para uma eluigdo total do soro, quando entdo s3o feitas
as titulagBes dos anticorpos circulantes.

A andlise da Tabela 1 revela que a titulaggo paralela e
comparativa dos anticorpos diftérico e tetdnico, pelos
dois processos de colheita do sangue, ndo apresenta va-
riag8o nos titulos do soro obtido do sangue por pungdo
venosa e nos do eluato de sangue, para ambas as anti-
toxinas nas 12 amostras estudadas. Esta afirmacao estéa
de acordo com Mirchamsy & col. (4).

Além das dosagens apresentadas na tabela, foram
realizadas dezenas de outras titulagdes, sem que fossem
detectadas diferengas significativas, nos resultados ob-
tidos. Isto confirma que o uso do papel de filtro de ta-
manho reduzido, proporcionando a impregnagdo com
quantidade menor de sangue, também conduz aos mes-
mos resultados.

Pudemos verificar, também, que o sangue impregna-
do em papel e convenientemente estocado, conserva o
titulo em anticorpos especificos por considerave! espa-
¢o de tempo, conforme o ja demonstrado por Karstad &
col. (1).

Tabela 1
Dosagem paralela de antitoxinas tetanica e diftérica
Antitoxina Tetanica (Ul/ml) | Antitoxina Diftérica (Ul/my)
Amostra
N°
Soro'® |Papel de fiitro'™ Soro'® | Papef de filtro™™
i <0,01 <0,07 < 0,01 <0,01
2 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
3 0,01 0,01 >0,1<0,5 0,5
4 <0,01 <001 0,5 0.5
5 0,1 0,1 0,1 0,1
6 >0,01£0,1 | >0,01<0,1 1 1
7 >01<056| >01 05 0,01 0,01
8 0,5 0,5 >0,01<0,1 0,01
9 >0,01<0,1 | >0,01<0,1 <0,01 < 0,01
10 0,1 0,1 <0,01 < 0,01
1 >0,01<0,1 >0,010,1 <0,01 <0,01
12 <0,01 <0,01 0,01 0,01

{a) Amostra obtida pelo método da pung3o venosa
(b) Amostra coletada pela técnica de puntura e absorvida em papel
de filtro



Rev. Microbiol. (S. Paulo), 8(4), 1977 131

Referéncias Bibliograficas

. KARSTAD, L.; SPALATIN, J. & HANSON, R.P. — Application of
the paper disc technique to the coliections of whole blood and serum
samples in studies on eastern equine encephalomyelitis. J. /nfect.
Dis., Chicago, 101: 295-299, 1957,

. MINIMUM REQUERIMENTS — U.S. Departament of Health, Edu-
cation and Welfare Public Health Service Maryland, 4 th Revision,
Dec. 15, 1952.

. MIRCHAMSY, H., TASLINI, H. & AGHDACHI, M. — Sur la prepa-
ration et l'utilisation des vacins associes. Antidiphterique, antiteta-

- pique et anticoquelucheux. Archs. Inst. Hessarek (Inst. Razi),
14:83-107, 1962.

. MIRCHAMSY, H.; NAZAR!, F.; STELLMAN, C. & ESTERA-
BADY, H. — The use of dried whole blood absorbed on filter-paper
fpr the evaluation of diphtheria and tetanus antitoxins in mass

surveys. Arch. L. Inst. Razia, 21:7-5, 1969.

. ROEMER, H.P. & SAMES, T. — Zur Bestimmung sehr kleiner

mengen Diphterieantitoxins. Z. /mmun. Forsch, 3:344-351, 1909.

. SURI, V.C.; DHILLON, H. & GREWAL, H.S. — Active immunization

of women in pregnancy for prevention of neonatal tetanus.
Bull. Wid. Hith, Org., 31(3):349-357, 1964.

. TAYLOR, E.M. & MOLONEY, P.J. — Assay of diphteria and
_ tetanus antitoxins in small volumes of blood. Canad. J. Publ. Hith.,

51:135-138, 1960.

. WADSWORTH, A.B. — Standards Methods. Baitimore: Williams

& Wilkins, 1947. p. 223-F60.3.

. WHITE, W.G. et al. — Duration of immunity after active im-

munization against tetanus. The Lancet, Il {7.611):95-96, 1969.




132 R.M. Attia, R.F. Gamal & S.A.Z. Mahmoud
Production of subtilopeptidase by a strain of Bacillus subtilis
R. M. Attia*, Rawia F. Gamal** & S. A. Z. Mahmoud
Summary

Of 191 microorganisms isolated from air, retting liquor, soil, meat and hides a strain of Bacillus subtilis was found to
be very active in producing subtilopeptidase. Starch and ammonium phosphate were the best carbon and nitrogen
sources respectively for exo-enzyme production. Of the agricultural by-products and wastes studied cane sugar molasses
gave the highest activity as carbon source, whilst corn steep precipitate or gluten was the best nitrogen sources.
Magnesium has an activating effect on exo-protease production. The microorganism shows optimal growth at pH 7.0.
‘Extra-cellular subtilopeptidase is produced under submerged conditions, incubating for 96h at 30°C. The pH optimum for
_enzyme activity is between 6.0 and 7.0 at 30°C.

Resumo***
Produgéo de subtilopeptidase por uma linhagem de Bacillus subtilis

Entre 191 microrganismos isolados do ar, “retting liquor”, solo, carne e pele {couro cru?), verificou-se que uma linhagem
de Bacillus subtilis era bastante ativa na produgéo de subtilopeptidase. Amido e fosfato de aménia eram as melhores fon-
tes de carbono e nitrogénio para a producio da exoenzima. Entre os sub-produtos e residuos agricolas examinados,
o melago de cana-de-aclcar como fonte de carbono proporcionou maior atividade, enquanto que o precipitado da 4gua
de macerac8o do milho ou gliten foi a melthor fonte de nitrogénio. O magnésio mostrou efeito estimulador na produ-
¢do da exoprotease. O microrganismo apresenta crescimento 6timo em pH 7,0. A subtilopeptidase extracelular é pro-

duzida em condicBes de cultivo submerso, incubando-se durante 96 horas a 30°C. O pH étimo de atividade da enzima

esta entre 8,0 e 7,0, a 30°C,

Many proteolytic enzymes obtained from plant,
animal or microbial sources are unsuitable for industrial
uses as additives in soap powders, either due to the
presence of inhibitory ingredients, or to the unsuitable
pH for their optimum activity. Recently, proteases
from microbial origin have assumed considerable in-
dustrial importance because they are extensively used
in many industries such as enzymatic laundering,
baking, fish, meat, leather, silk and wool industries,

pharmaceuticai products and in medical treatment of _

burns and ulcers.

In A.R.E. the leather industry constitutes one of
the largest and most diversified industries. The leather
industry in A.R.E. consumed large quantities of animal
skins, in producing about 20 million square feet of
light leather and 5 million square feet of heavy leather.

* Microbiotogy Dept., Agricutture Research Centre, Giza, Egypt, ARE.

Bacterial exo-protease is extensively used in the prepa-
ration of the dehaired skins and hides for tanning,
either in alkali or acid media. It is used in box calf,
clothing, softy, fancy gloving and all types of leather.

The purpose of this study was to investigate: (a)
isolation of local strain for proteolytic enzymes pro-
duction, (b) factors affecting the fermentation, and (c)

« the utilization of agricultural byproducts produced lo-

cally in large quantities for bacterial exo-protease pro-
duction.

‘Material and Methods -

Isolation of aerobic sporeformers — Appropriate
dilutions of the sample were pasteurized at 80°C for
20 min,, then cooled rapidly. After well shaking, plat-
ing was carried out on nutrient agar médium. The

** Microbiology Dept., Faculty of Agriculture, Ains Shams University, Egypt, ARE.

*** Resumo produzido pelo revisor.
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most dominant bacteria appearing on plates were iso-
lated and purified by streaking technique. The bacterial
isolates were preliminarily identified microscopically
as Gram-positive sporeforming rods.

Screaning for proteolytic strains — The following
procedure was used {4): cultures.were streaked on a
pléte of nutrient agar containing 0.4% of gelatin. After
the growth the colonies were flooded with 8 —10ml
of a solution of 15g of HgCl, in 100ml of distilled water
and 20mi of concentrated HCI. This reagent forms
a white opaque precipitate with unchanged gelatin
but a liquefier is surrounded by a clear zone.

Identification of aerobic sporeformers — The most
active enzyme producer isolate was identified as Bacil-
lus subtilis according to Gordon, Haynes & Pang (4).
The following tests were carried out:

Gram-positive rod, sporangia not definitely swollen,
unstained globules not demonstrable in protoplasm of
lightly stained cells grown on glucose agar, growth in
7% NaCl, acid not produced in litmus milk, acetyl-
methylcarbinol produced, starch hydrolyzed, nitrates
reduced to nitrites, and aerobic growth.

Maintenance of cufture — Stock cultures were
wmaintain'ed on nutrient agar after incubation at 30°C
for 48 hour. Cultures were kept in the refrigerator.

Culture conditions — Fermentation was carried out
in 260ml cotton plugged Erlenmeyer flasks, each con-
taining 50ml of the medium. The basal medium of
Hagiwari (1) was used. It contained 8% potato starch,
0.1 M ammonium phosphate {(0.27N%), ethanol 1.5%,
sodium citrate 0.035M, potassium chloride 0.02M,
magnesium sulfate septahydrate 0.02M and corn steep
liquor 0.3%. Other carbon and nitrogen sources equiv-

" alent to 3% carbon and 0.27% nitrogen were added
instead of potato starch and ammonium phosphate.
Temperature of fermentation was kept at 30°C. One
percent of a 24 hour old vegetative inoculum was
used in the experiments. Fermentation flasks were in-
cubated on a reciprocal shaker (20 strokes per minute).

Enzyme analyses were made after 896 hour, or as other--

wise stated.

Carbon and nitrogen sources — To investigate
different carbon and nitrogen sources, the potato
starch (38%C) and ammonium phosphate (23%N)
were substituted by one of the following carbon and
nitrogen sources, in each case obtaining levels of 3%
and 0.27% respectively.

The following carbon sources were tested: soluble
potato starch, dextrin, maltose, sucrose, glucose,
*rice bran, corn starch and cane sugar molasses.

The following nitrogen sources were tested: am-
monium phosphate, peptone, tryptone, yeast extract,
proteosepeptone, urea, casein, gluten, gelatin, dried
soluble distilier yeast, corn steep liquor and corn steep
precipitate.

Enzyme assay — Proteolytic activity was determined
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by the method of Lohlein Volhard (6). A protease
unit (LV) is the amount of enzyme that will catalyze,
under the assay conditions described, the digestion of
1.725mg casein in one hour at 40°C.

Results

" Strain

Using different sources, several trials for isolating
aerobic sporeformers producing subtilopeptidase (ex-
tracellular neutral protease) were carried out. These
sources were air, retting liquor, soil, hides and meat.
The isolated organisms [191] were screened, searching
for proteolytic strains on gelatin agar, recommended
by Gordon & col. (4). Successful cultures [12] were
grown on Hagiwari medium (1). Results in Table 1
showed the successful cultures with proteolytic activ-
ity ranged between 200 and 640 LV/mi. Isolate No.
H-6 gave the highest activity. The most active isolate
(B. subtilis H-6) was identified according to Gordon
& col. (4).

Table 1

Proteolytic activity of the most active strains of aerobic sporeformers

gelatin agar cleared Enzyme activity

Strain No:

zones {(mm) (LV/mi)
H-1 23 250
H-2 22 200
H-3 23 230
H-4 23 220
H-5 24 260
H-6 26 640 -
H-7 25 490
H-8 25 410
M-1 23 610
M-2 21 530
M-3 18 400
M-4 19 420

Carbon and nitrogen sources

The nutrition of all cells supports two functions:
the generation of energy and the synthesis of prgto—
plasm. The environment in which the organisms grows
must supply the elements in a form availabie to the
cell. The above mentioned two functions depend on
a complex network of chemical reactions brought
about by specific enzymes in a continuous process
in every living organisms. An increase in the number
of molecules of each essential enzyme must clearly
take place whenever the quantities of living increase
during growth. But even when growth is not taking
place, a continuous synthesis in needed to replace the
enzyme molecules which have undergone destruction.
The formation of enzyme usuélly takes place within
living cells and is influenced by the environment of
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composition of the medium surrounding the cells (6).
Thus the constituents of the fermented media markedly
influence the yield of the desired endproducts. The
two main nutritional sources, i.e. carbon and nitrogen
providing these reguirements, were studied. Different
carbon and nitrogen sources were tried as shown in
Tables 2a and 2b.

Table2a

Effect of carbon sources

Table2b

. Effect of nitrogen sources

N- sources*

C- sources* LV/mi LV/ml

Potato starch 830 Ammonium phosphate 870
Dextrin 710 Peptone 650
Maltose 525 Tryptone 560
Sucrose 620 Yeast extract 500
Glucose 625 Proteosepeptone 625

* Basal medjum: Potato starch
8%, ethanol 1.5%, Na citrate
0.035M, K cloride 0.02M, Mg
sulfate 0.02M and CSL 0.3%.

* Basal medium: Ammo-
nium phosphate 0.1M, etha-
nol 1.5%, Na citrate 0.035M,
K cloride 0.02M, Mg sulfate
0.02M and CSL 0.3%.

Agricultural byproducts and wastes

The economics of enzyme fermentations limit the
carbon and nitrogen sources to cheap on least ex-
pensive industrial materials. For the enzyme fermen-
tation these sources would probably be an agricul-
tural byproduct and wastes of little or no other utility,
e.g. rice bran, corn starch, cane sugar molasses, glu-
ten, corn steep precipitate, dried distiller yeast and
corn steep liquor. These materials are of the main by-
products of agricultural industries in A.R.E. About
1,000,000 tons of rice bran and 150,000 tons of sugar
cane molasses are produced in A.R.E. per annum.

" Results in Table 3 indicate that/soluble starch gave the
best and maximum yield of protease beihg 1150 LV/ml.
The protease activity reached 1050 LV/ml when cane
sugar molasses was used, followed by rice bran and
corn starch.

Table 3 a

ttilization of agricuitural byproducts for protease production

Agric. byproduct® Enzyme activity

(LV/mi)

Carbon source:
Rice bran (18% C) 750
Corn starch (36% C) 600
Soluble starch {36% C} 1150
Cane sugar molasses {25% C} 1050

* Basal medium consists of 0.1M ammonium phosphate, 1.6%
ethanol, 0.035M Na citrate, 0.020M K cloride, 0.02M Mg sulfa-
te and 0.3% corn steep liquor.
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Table 3 b

Utilization of agricultural byproducts as nitrogen sources for
protease production

Agric. byproduct* Enzyme activity

(LV/ml)
Nitrogen source:
Urea (46.5% N) 150
Casein (15% N) 750
Gluten (9% N) 1000
Gelatin {12% N) 450
Dried soluble distiller yeast (9% N) 600
Corn steep liquor {4% N) 1150
Corn steep ppt (8% N) 1340

* Basal medium consists of 8% soluble starch, 15 ethanol,
0.035M Na citrate, 0.02M K cloride, 0.02M Mg sulfate and
0.3% corn steep liquor. :

Using sugar cane molasses as C-source at concen-
trations of 6, 8, 10 and 12% (equal to 1.5, 2.0, 2.5
and 3.0% carbon), results showed that a concentration
of 10% (2.5% C) gave the highest activity, being
1.250 LV/ml. ‘

Corn steep precipitate as nitrogen source gave the
best enzyme activity (1340 LV/ml), foliowed by corn
steep ligquor {1150 LV/ml) and gluten (1000 LV/mi).

[P SR T

The reason for suc e cnerm-

e reason for such resuits could be due to
ical constitution of these nitrogen sources, and the
presence of growth factors which stimulate the for-
mation of subtilopeptidase.

Regarding the nitrogen concentrations, using gluten
as a sole nitrogen source, it was found that 0.27% N,
was the best concentration for protease production.
Above or below this level a decrease in activity was
observed.

Trace elements :

It is generally considered that no metal with an
atomic number higher than 55 is known to activate-
enzymes by itself (3). Thus the atomic number of
metals used in this investigation were Ca** [20], Mg* *
[12], K+ [19], zinc [30] and ferric [26]. All the metals
listed above have atomic numbers between 12 and 30
and do not exceed 55. Probably one of the impor-
tant factors which control metal .ion-activation of en-
zymes, is the size of the ion. The metal ions listed
above all have radii which lie within a fairly narrow
zone, in the middle range of observed atomic radii.
Some investigators (2, 3) have shown that no metal

~ jon with a radius below 0.34 or above than 1.65 Ris

known to activate enzymes. It is noteworthy that
the metals used in this experiment have radii which lie
between the rather narrow limits of 0.78 and 1.03 K.
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Calcium, Mg*™*, zZn* ’4, Fe*** and potassium ions
were chosen with regard to their activities on account
of their atomic number and ionic radii. Each was used
as shown in Table 4. Highest activity was recorded when
a combination of Mg™ ™ and K* was used. Other trace
elements exerted nearly the same effect. On the other
hand addition of Fe+ * + reduced enzyme activity.

Table 4

Effect of some trace elements on the production of protease

Trace element* Concentration LV/ml
M
Calcium 0.02 714
Magnesium 0.02 710
Potassium 0.02 714
Zinc 0.0001 725
Ferric 0.0001 350
Mg+ + + Kt as above 830

* Basal medium consists of 0.1M (NH,4),HPO,, 8% soluble starch,
1.5% ethanol, 0.035 Na citrate, and corn steep liquor 0.3 per cent.
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The local isolate of Bacillus subtilis hasits optimum
growth at pH value 7.0. Neutral extra-cellular sub-
tilopeptidase is produced from this strain by cultivation
under submerged conditions for 96 hour at 30°C.
Further work is under way for purifying the enzyme,
and for studying its stability and physicochemical prop-
erties.
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Agdo da griseofulvina sobre a composic;ﬁé da parede celular em Pycnoporus sanguineus*®

Mioco F. Gomes** & Sonia M.C. Dietrich***

Resumo

A anélise comparativa da parede celular do basidiomfceto Pycnoporus sanguineus, crescido em presenca e auséncia de gri-
seofulvina, mostrou que na presenga do antibiotico a parede celular apresenta um gl‘ucano com maior labilidade ao 4cido clo-
ridrico, menor afinidade por enzimas hidroliticas de polissacarideos e maior consumo de periodato por residuo de agtcar. Os

" dados sugerem que a aglio da griseofulvina resulta na alteracdio do tipo de ligag#io glicosidica de glucano na parede celular,
ou no aumento de um glucano j& existente, com essas caracteristicas.

Summary

Effect of griseofulvin on cell wall composition of Pycnoporus sanguineus

In the presence of griseofulvin, the wood-rotter polypore Pycnoporus sanguineus forms a cell wall glucan with increased
sensitivity to HCl hydrolysis, low affinity for polysaccharidases and relatively high consumption of periodate upon oxidation.
Results suggest that the antibiotic promotes alterations on the structure of cell wall giucans or causes the enrichment of an

already existing glucanA with the above characteristics.

Introdugéo

Griseofulvina {7-cloro-2', 4, 8, trimetoxi-6'-me-
-til-2'-grisen-3, 4'-diona), um produto metabdlico de Pe-
nicilliumm griseofulvum Dieck., 6 um antimicético que,
em baixas concentragBes, provoca parada de cresci-
mento, enrolamento e ramificag3o excessiva dos tubos
germinativos e hifas em numerosos fungos (6, 7, 13}.

Visto que os fungos mais sensiveis ao antibibtico
possuemn parede quitinosa foi sugerido que a ag#o da
griseofulvina estaria direta ou indiretamente relacionada
com a parede celular (5). Entretanto, foi posteriormente
verificado, em Trichophyton mentagrophytes, que néo
hé alterac8io na composigdo da parede, nem acamulo de
nucleotideos precursores da sintese de quitina ou outros
elementos de parede, sob a ag#o do antibidtico (12).
Além disso, outros autores verificaram aiteragdes no
contetido de &cido desoxirribonucleico {DNA) e &cido ribo-
nucleico (RNA) pela ac8io da griseofulvina (13, 14, 15).
Para uns h4 aumento no contelido desses compostos
{14) e para outros reducdo {11).

O objetivo do trabalho foi investigar a ag3o da griseo-
fulvina sobre a parede celular de fungo, pelo fato desse
antimicético causar alterag8o na forma e ramificagGes
das hifas, ou seja, sobre a morfologia, intimamente rela-
cionada 3 composic3o e estrutura da parede celular (3).

Materiais @ Métodos

Antibiético — A griseofulvina micro-cristalina foi gentil-

- mente cedida pelos laboraté6rios Johnson & Johnson do

Brasil. A caracteriza¢fio e determinagdo do grau de pu-
reza do antibidtico foram feitas por anélise do espectro
de absorc¢#o ao ultra-violeta e cromatografia em camada
delgada, segundo a técnica descrita nos Annales de
Phamarcie Francaise (1), indicando o grau de pureza de

99%.

Organismo — Pycnoporus sanguineus L. {ex Fries) Mur-
rili, basidiomiceto destruidor de madeira, mantido na
colegdo de culturas do Instituto de Botanica (SPC 8), foi
cultivado em placas de Petri contendo o meio batata-

*Trabatho realizado no Instituto de Botanica de S#o Paulo, com auxflio da FAPESP e do CNPq. Parte de tese de mestrado apresentada por
M.F. Gomes ao Departamento de Microbiologia, imunologia e Parasitologia, Escola Paulista de Medicina, S3o Paulo.
**Enderego atual: Departamento de Biologia CCEM, Universidade Federal da Parafba, Jodo Péssoa,__PB.
**#nstituto de Botaniga, Caixa Postal 4005, 01000 S#o Paulo, SP {endereco para correspondéncia).
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dextrose-agar {Difco). Espécime da cultura foi enviado
ao American type culture collection.‘onde se encontra
registrado como Polyporus sanguineus (ATCC 24598).

Reagentes e padrées — glicose, glicosamina, N-acetil
glicosamina, celobiose, gentiobiose e quitina foram ob-
tidos da Sigma Co. (E.U.A.); laminarina e celulose fo-
ram adquiridos da Koch Light (Inglaterra).

Crescimento e determinagdo de peso seco total — Os
indculos foram obtidos de culturas ern desenvolvimento
em meio solido, com um furador de rolhas, esterilizado,
de 5mm de didmetro. Os in6culos eram colocados em
meio de cultura sélido ou lfquido, contendo 1% de ex-
trato de malte (Difco). No meio, eram colocadas con-
centragBdes crescentes de solugdo estoque de griseoful-
vina dissolvida em acetona. Os controles foram feitos
acrescentando-se ao meio quantidades de acetona
iguais as dos tratados.

Dos fungos crescidos em meio sélido tomaram-se
medidas diarias do didmetro das colonias até que as
mesmas atingissem os bordos da placa. Micélios cresci-
dos em meio liquido (Erlenmeyers de 250ml de capacida-
de, com 100m! de meio) eram coletados por centrifuga-
¢3o, apés uma semana de crescimento, e lavados trés
vezes com &gua destilada, por centrifugac8o a 500xg, a -
5°C. Os micélios, eram transferidos para frascos previa-
mente pesados e, em seguida, liofilisados,
determinando-se o peso seco. Amostras dos indculos
iniciais eram também lavadas, secas, e pesadas da mes-
ma,maneira, sendo esse peso subtraido do peso seco
dos micélios.

Tanto no crescimento em meio liquido, como em
meio sélido, o fur{go foi mantido a 22°C, no escuro.

Extracdo e determinagdo do pesb das paredes — Foi fei-
to o crescimento em Iafga escala (3 litros) em meio li-
quido, contendo a concentracdo de griseofulvina que
inibiu 50%  do crescimento, no experimento anterior
{Fig. 1), ou seja, 15ug/ml. O controle foi feito em volu-
me igual, contendo quantidade equivalente de acetona.
Os micélios eram coletados, lavados e triturados em ho-
mogenizador VirTis (modelo S 45"} a 5°C. O homoge-
nizado era submetido a ultra-som (insonator mod 500,
20KHz), por 5 minutos intermitentes, centrifugado a frio
e o precipitado novamente. submetido a ultra-som, até a
quebra total da parede {10). O tempo total de tratamen-’

" to ao ultra-som foi o mesmo para todos os micélios. Os
precipitados assim obtidos (parede celular) eram coloca-
dos em tubos, previamente pesados, e secos em desse-
cador até atingirem peso constante. Alternativamente, a
parede foi extraida com 5% NaOH em metanol a80%, a
quente, até eliminag#o total do material citoplasmaético.
(2).

Determinagdo de agucar total — A determinagdo de
agucar total da parede celular, foi feita pelo método de
antrona (20). Aliquotas de parede seca (10mg} eram
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suspensas em agua por tratamento a ultra-som, e por-
¢Bes da suspens8io rapidamente pipetadas para tubos
de ensaio, aos quais se adicionava o reagente de antro-
na,

Determinagédo de produtos de hidrélise 4cida — As pa-
redes foram submetidas & hidrélise acida, com vérias
concentragdes de HCl, em ampolas fechadas, e manti-.
das a 100°C, por 5 horas. Como a porcentagem de hi-

_ drélise foi mais alta com HCI 0,5N, foi feita também a ci-

nética de hidrélise com esta concentragdo de é&cido.
Amostras desses hidrolisados eram secas, até elimina-
¢do de todo o HCI (9), para as determinag@es colorimé-
tricas subsequentes.

A determinacdo de agucar redutor dos hidrolisados
foi feita pelo método de Somogyi-Nelson (16) e a de

“aglcares aminados pelo método de Morgan-Elson, mo-

dificado (4). A anélise qualitativa dos aglcares redutores
e aminados foi feita por cromatografia descendente em
papel Whatman n° 1, usando-se o sistema de solventes:
n butanol-piridina-agua (6 : 4 : 3). Usou-se também ele-
troforese, para anélise dos agucares aminados. Os cro-
matogramas e eletroforetogramas eram revelados com
nitrato de prata {19), no caso de detecgdo de agucares
redutores, e com ninhidrina (solugdo 0,2% em acetona
e aquecimento a 105° C, por 5 minutos), no caso de de-
tec¢do de agticares aminados.

Determinagdo de produtos de hidrélise enzimética —
Utilizou-se tanto o extrato enzimético de suco géastrico
do caracol Strophocheylus paranaguensis enriquecido
em quitinase (9), como o extrato enzimatico, obtido por
purificag8o do exudado do fungo Myrothecium verruca-
ria ATCC 9095, segundo Selby& Maitland (17). As pare-
des mais as enzimas, em presenca de “tampé_o acetato
0,05M, pH 5,5, foram incubadas a 37°C até 72h. Foram
coletadas aliquotas para determinag8o de aclcar redu-
tor {16) e para cromatografia. '

Oxidagcdo com periodato — A oxidac3o da parede em
amostras de 10mg, foi feita com periodato de sédio em
presenca de tampdo acetado {18). Controles contendo
apenas periodatd e tampéo e controles de oxidagdo de
padrdes foram também efetuados. A degradag8o foi le-
vada a efeito no escuro, até 48h. Durante esse perfodo,
foram retiradas aliguotas e medida a absorg#o a 223nm,
calculando-se a quantidade de periodato, consumido.

Resultados

Agédo da griseofulvina sobre o crescimento — A relagdo
entre dose e efeito da griseofulvina sobre o crescimento
de P. sanguineus, em meio solido e liquido, est4 ilustra-
da na figura 1. O crescimento do fungo & inibido por gri-
seofulvina, em concentragdes a partir de 2,5ug/mi. Tan-
to em meio solido;‘coms-em meio liquido, a concentra-
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Fig. 1 — Ag¥o de griseofulvina sobre o crescimento de P. sanguineus
ern meio liquido (A) e em meio s6lido (B). Cada ponto representa a mé-
dia de trés determinagBes. d.m.s.” = diferenga minima significativa

¢do que inibe 50% o crescimento & ao redor de
16119/ ml. Com essa concentracso, j4 sdo observadas al-
teragBes morfoldgicas (" curling” e ramificagio excessi-
va), citadas na literatura (5, 6, 7).

Acdo da griseofulvina sobre a composi¢do da parede ce-
ular — A parede celular dos micélios, tanto crescido na
auséncia como na presenca de griseofulvina, constitui
cerca de 10-15% do peso seco total do micélio. Tanto a
parede do controle, como a do tratado com griseofulvi-
na (na concentragdo que inibe cerca de 50% o cresci-
mento do fungo), contém cerca de 55-60% de aclcares

- totais, determinado pelo método de antrona.

Hidrélise écida — As porcentagens de hidrélise da pare-
de celular, com diferentes concentragdes de HCl estdo
apresentadas na tabela 1. A quantidade de hexosaminas
liberadas € maior no tratado, hidrolisado a 5,0N. No en-
tanto, a 6,0N, quando o méaximo de hexosamina & libe-
rado, ndo houve diferenga entre a parede no controle e
no tratado. A parede celular do fungo tratado apresenta
guantidade significativamente maior de aclcar redutor
liberado nas concentragdes de 0,5 a 5,0N-de HCL. Resul-
tados semelhantes foram observados com paredes obti-
das por extragio com NaOH em metanol. A cinética de
hidrélise indica maior liberagdo cle aglicares redutores
no controle, desde os primeiros minutos (Fig. 2). A ané-
lise dos produtos de hidrélise reveldou que o tratamento
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Tabela 1

Hidrdlise acida de parede celular de
P. sanguineus crescido na aus@ncia (controle) e na
presenca (tratado) de griseofulvina.

Produtos formados (% de parede inicial)?

HCl ~  aglcar redutor? hexosaminasb

(N) controle tratado controle tratado
0,25 27,0 27,0 — —
0,5 35,0 378° - —
2,0 29,7 31,5¢ — -
5,0 31,5 35,1° 8,1 9,8°
6,0 — — 16,1 15,2

8Média de seis determinagdes

bActcar redutor calculado em equivalentes de glicose e hexosaminas
em equivalentes de glicosamina

Diferengas significativas, P = 0,05

30+

201

hidrdlise

%

T 1
2 3
Tempo de hidrdlise (horas)

Fig. 2 — Cinética da hidrélise 4cida da parede celular de P. sanguineus
crescido na presenca e auséncia de griseofulvina. @ @ con-
trole; O O tratado com griseofulvina (15ug/mi).

com griseofulvina ndo provoca o aparecimento de qual-
quer aglcar diferente, que pudesse ser detectado por
cromatografia ou eletroforese em papel. Verificou-se,
entretanto, maior liberagdo de glicose, nos tratadoé, in-
dicando portanto, maior conteido ou maior labilidade
de um glucano na parede celular.

Hidrélise enzimética — Q extrato de M. verrucaria prati-
camente ndo age sobre as paredes de P. sanguineus tra-
tados ou ndo por griseofulvina. Entretanto, tem ligeira
ac&o sobre o controle (0,18% de hidrélise em 72 horas).
Esse extrato enziméatico age sobre celulose (2,5% de

hidroiisel, tem aita atividade sobre laminarina, um gluca-

no com ligaglc 8

B, 123 {73% de hidrdlise) & ndo tem

/9770 Ge ni

* atividade sobre quitina.

As enzimas do suco géstrico do caracol agem sobre
as paredes do fungo, sendo mais ativas sobre o controle
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(7,5%) do que sobre o tratado (5,0%). Tem também ati-
vidade elevada sobre a laminarina (30%).

Oxidagéo com periodato — O consumo teérico para
glucanos de cada tipo de ligag8o 3, e os dados obtidos,
s3o apresentados na Tabela 2. A parede no tratado,
consumiu o dobro do periodato consumido pelo contro-
le. Isso sugere que a parede do fungo tratado com gri-
seofulvina possui um glucano com ligagOes diferentes
do glucano do controle, consumindo maior quantidade
de periodato por mol de agcar.

Tabela 2

Oxidagiio com periodato da parede celular de P. sanguineus
obtida por crescimento na presenca (tratado) e na auséncia
(controle) de griseofulvina

consumo de periodato
Compostos .
{moles/mol de restduo de glicose)

Parede celular {controle) 0,21
Parede celular (tratado) 0,43
Padrdes

glicose 4.4

celobiose 21
Tebdrico

glucano (3,12} 1,0

glucano (5,1 3) 0,0

glucano (3,1 4} 1,0

glucano (/3,1 -~ 6) 2,0

Quitina 0,0

Discussdo

Pycnoporus sanguineus tem seu crescimento inibido
por Concentracc”)es crescentes de griseofulving, a partir
de 2,5ug/ml. A concentragdo que inibe 50% do cresci-
mento, tanto em meio sélido quando em meio liquido, &
ao redor de 15ug/ml. Essa concentrag8o é semelhante a
observada por Brian (5), para inibig8o do crescimento
de outros fungos pertencentes ao mesmo grupo (Basi-
diomycetes). A produgsio de parede celular ndo é altera-
da em relag8io ao controle, nos mesmos niveis em que o
crescimento & inibido. Da mesma forma, a quantidade
de hidratos de carbono totais das paredes controle e
aquelas obtidas ap6s tratamento com griseofuivina, ndo
é alterada. As Unicas diferengas observadas sdo a menor

labilidade a enzimas digestivas do suco gastrico de cara-
col, além de maior producdo de aglcar redutor por hi-

“drolise com acido cloridrico, em concentracdes que vdo
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de 0,5 a 5,0N. Essas diferencas se manifestam tanto em
paredes extraidas por tratamento com ultra-som como
por tratamento com NaOH em metanol a quente. Na hi-
drélise 4cida, ndo se observa o aparecimento de um no-
vo aglcar e sim o aumento da quantidade de glicose for-
mada. Isso sugere o aumento da quantidade ou da labili-
dade de um glucano de parede celular pela acdo da gri-
seofulvina. A glicosamina, proveniente da hidrélise de
quitina, n3o é significativamente alterada. isto explicaria
as observactes de Eveleigh & Knight (12} de que a gri-
seofulvina n3o altera a composicdo, em polissacarideos,
da parede celular em fungos quitinosos.

Segundo Bartnicki-Garcia (3), os basidiomicetos tém
paredes formadas por quitina e glucanos, estes Gitimos
com ligacBes 5, 1—3 e ramificagdes 3, 1—6. A labilida-
de dos f-glucanos & hidrolise 4cida, segundo Capon (8)
&, pela ordem crescente: ($, 1—6), (3, 1—4), (3, 1—3)
e (#, 1—2). Os glucanos de ligagdo 8, 13 ndo conso-
mem periodato, visto ndo possuirem hidroxilas em car-
bonos viscinais, o mesmo sucedendo com a quitina. Os
glucanos que consomem maior quantidade de periodato
sdo os de ligacBes 8, 1—6 e, em seguida, os , 14 e
B, 1—2. Assumindo-se que o glucano de P. sanguineus
seja de ligacdes B, as possibilidades de alteragdo pela
griseofulvina sfo: a) produgéo de um'glucano mais labil
que B, 1—3 e que tenha maior consumo de periodato,
ou seja 8, 1-+-2glucano; b) aumento de um glucano ja
existente e que consuma periodato. Nesse caso, poderia
ser o aumento na quantidade de ligagdes 8, 1—6, cujas
unidades de glicose consomem mais periodato que nas
demais. Entretanto, a labilidade dos glucanos 3, 1-+~6 é
menor entre os p-glucanos, e essa possibilidade seria,

entdo, menos favorecida; c) formagédo ou aumento de
um glucano com ligag3o a, mais labil que as ligagdes
{8), em posicio compativel com o maior consumo de
periodato. '

Em qualquer das hipéteses, os resultados obtidos su-
gerem que a griseofulvina age sobre P. sanguineus, pro-
vocando alteragBes no tipo usual das ligagdes glicosidi-
cas do glucano (ou glucanos) da parede celular. Essas
alteracBes poderiam ser responséveis pelas alteragdes
morfolégicas (enrolamento e aumento das ramificagdes)
causadas pelo antimicético.
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The influence of the host in the curing of a F'lac factor by acridine orange”

Maria Regina Fernandes de Toledo, Rosa Maria Silva,
Regina Gomes de Almeida & Luiz Rachid Trabulsi

Summary

The elimination of the F'lac plasmid, by acridine orange, was studied in specimens of Escherichia, Shigella, Proteus and Sal-
monella. The F'lac was eliminated from 97.87% and 94.06% of Escherichia and Shigella cells, respectively, but only from
10.16% of Proteus and 3.13% of Salmonella cells. The results indicate a strong influence of the host in plasmid elimination.

Resumo

Influéncia do hospedeiro na eliminagéo do fator F'Lac pelo alaranjado de acridina

‘ O alaranjado de acridina eliminou o plasmidio Flac de 97,87% de linhagens de Escherichia e de 94,05% de Shigella, mas
de apenas 10,16% de Proteus e 3,13% de Salmonella. Os resultados indicam a marcante influéncia do hospedeiro, na eli-

minag&o no plasmidio.

The curing of 'some genetic characteristics by acrid-
ine orange (A.Q.) has been utilized as a plasmid eviden-
ce in enteric organisms {Watanabe, T. & Fukasawa,T.,
J. Bact., 81:679-683, 1961; Watanabe, T., New Eng.JJ.
Med., 275:888-894, 1966} and other bacteria.
However, very little attention has been given to the role
of the host in the process of curing. In this note are pre-

sented the results of experiments in which we tried to

eliminate by acridine orange, a F’lac plasmid introduced
in strains of the genera Escherichia, Shigella, Proteus
and Salmonella. It is shown in Table 1 that F'lac was
eliminated from 97.87% and 94.056% of Escherichia.and
Shigella cells, respectively, but only from 10.16% of

Proteus and 3.13% of Salmonella cells. To exclude
chromosomal integration (Hirota, Y., Proc. Nat. Acad.
Sci.,,USA, 46:57-64, 1960) or an eventual modification
of Flac by Proteus and Salmonella, which would pre-
vent elimination, the plasmid was re-transferred from
these bacteria to £. coli K12 and the curing experiments
were repeated. As before, the plasmid was eliminatedin a
frequency similar to that one found in Escherichia (Table
2). The present results point to a strong influence of the
host in the elimination of its plasmids by acridine
orange. This fact should be taken into consideration
whenever curing experiments are performed to indicate
the presence of plasmids in enteric organisms.

Table 1

Elimination of F'lac from Escherichia, Shigella, Proteus and Sa/monella by acridine orange (A.0.)

% F'lac elimination

Strains with F'lac

% F'lac elimination

Strains with Flac

Spontaneous A.O. Spontaneous A.O.

E. coli 0152 T10 3.28 93.83 P. mirabilis 86 14.68 28.45
E. coli 0152 T16 7.16 99.09 P. mirabilis 13 2.68 6.92
" E. coli 0136 T2 10.81 100.00 P. mirabilis 41 7.49 10.85
E. coli 0136 T4 0.55 97.66 P. rettgeri 23 0.00 0.92
E. coli 032 T 65 1.09 98.78 P. vulgaris 15 4.62 3.65
average 4.58 97.87 average 5.89 10.16

Sh dysenteriae 49 0.00 99.36 S. typhimurium 12 0.18 0.28
Sh. flexneri 139 0.00 74.63 S. typhimurium 107 3.98 3.66
Sh. flexneri 140 6.62 97.92 S. derby ’ 102 7.84 8.37
Sh. flexneri 309 2.34 99.47 S. bredney 111 1.49 2.45
Sh. boydii 145 0.18 98.89 S. grumpensis 21 0.58 0.89
average 1.83 94.05 average 2.81 3.13

*Disciplina de Microbiologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Escola Paulista de Medicina, Rua Botucatu 862, 37

andar, 04023 S&o Paulo, SP.




M.R.F. de Toledo, R.M. Silva, R. Gomes de Almeida & L.R. Trabulsi

Table 2

“ Elimination of F'lac from £. coli Ky, after re-transfer
from Proteus and Salmonella, by acridine orange {A.0Q.)

o AT
E. coli Ky with % F'iac ehmlnatvlon

Flac from Spontaneous  A.O.
P. mirabilis 86 0.95 99.5
P. mirabilis 13 0.34 99.8
P. mirabilis 41 0.44 97.6
P. rettgeri 23 0.17 29.8
P. vulgaris 15 2.13 99.5

average 0.80 99.2
S. typhimurium 12 0.05 52.9
S. typhimurium 107 2.70 99.9
S. derby 102 249 . 99.6
S. bredney 11 . 1.03 98.4
S. grumpensis 21 0.50 99.8

average 1.35 90.1
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Amostras de Escherichia coli, de origem animal, produtoras de enterotoxina termoestavel (ST)
isoladas de casos de diarréia em Sdo Paulo, SP, Brasil* '

Margaretti Simdes**, Marlene B. Serafim***,
Angela C. Rodrigues***, Waldyr Giorgi****; Luiz Pustlgllone Netto***** e
A.F. Pestana de Castro*** -

Resumo

Ocorréncia de 2 amostras de Escherichia coli, entre 61 isoladas de bovinos e suinos, produzindo unicamente.enterotoxina ter-
moestavel (ST), revelada pelo teste do camundongo recém-nascido. N&o foi observada a produgdo de enterotoxina termo-

- 1&bil (LT) nas amostras ST-positivas.

Summary

Heat-stable enteroiax/n-produbing stains of E. coli of animal origin isolated-from cases of diarrhea in Sdo Paulo State, Brazil

Occurrence of two strains of Escherichia coli, among 61 isolated from bovines and swines, producing only heat-stable
enterotoxin (ST) revealed by the infant mouse test. No productson of heat-iabile (LT) enterotoxin was detected in the

ST-positive strains.

Recentemente, foram isoladas em Campinas, de
diarréias em criangas, amostras de Escherichia coli pro-
dutoras de enterotoxina termoestdvel (ST) (Serafim,
M.B. & col. Rev. Inst. Med. trop., no prelo). Concomi-
tantemente, em S3o Paulp, vérias amostras deste mi-
crorgamsmo isoladas de adultos e criancas, demonstra-
ram produzir, isoladamente ou em conjunto, enterotoxi-
nas termoldbil (LT} e termoestavel (Giugliano, L.G.,
1976, Tese Mestrado, Escola Paulista de Medicina). Na
identificagdo das amostras enterotoxigénicas, produto-
ras de ST e LT, foram usados, respectivamente, o teste
do camundongo recém-nascido (Dean, A.G. & col. J.
Infect. Dis., 125:407-411, 1972) e cultivos celulares da li-
nhagem Y? derivada de tumor de adrenal de camundon-
go (Donta, S.T. & col. Science, 183:334-335, 1974).

Na presente comunicagdo, relata-se a ocorréncia,
em Sdo Paulo, de duas amostras de £. co/i, de origem
animal, produtoras de enterotoxina termoestavel, iso-
ladas de casos de diarréia em bovinos e suinos. Foram

examinadas 61 amostras de £. co// isoladas de casos de
diérréia, sendo 28 originérias de suinos; 14 de bovinos;
4 de eqiiinos; 3 de coelhos e 12 de diversos animais, al-
guns silvestres, como cangurus, macacos, veados e ca-
melos.

Os microrganismos foram identificados bioquimi-
camente, de acordo com o recomendado por Edwards
& Ewing (I/dentification of Enterobacteriaceae 3 ed.
Burgess-Publishing Company — 1972).

As amostras de £. coli foram primeiramente cultiva-
das em caldo nutriente, a 37°C, por 18 horas. A partir

destes cultivos, foram semeadas em Erflemmeyers de
500ml contendo 2bml de meio de Evans (Evans, D.J. &

, Infect. & Immun., 8:725-735, 1973)

Apos mcubacéo com agitag8io, as culturas foram
centrifugadas a 8000rpm por 30 minutos. Os sobrena-
dantes, cuidadosamente coletados, foram
examinados, quanto a presencga de ST, pelo teste do
camundongo recém-nascido, considerando-se como

*Trabalho realizado com auxilio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico, auxilio n® 2222-0732/75.

**Dep. Microbiologia Escola Paulista de Medicina-Bolsista da FAPESP.

*#*Departamento de Microbiologia e |munolog|a da Universidade Estadual de Campinas.
*#*xGacio de Bovinos, Ovinos e Caprinos do Instituto Biologico de Sdo Paulo.
***#*Djvisdo de Patologia Animal Especial do Instituto Bioldgico de S&o Paulo.
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" positivas as amostras cujos valores para a relag3o pe-
so dos intestinos/peso das carcacas fosse superior a
0,085.

As amostras que produziram ST foram também in-
vestigadas quanto a producdio de enterotoxina LT,
através do aumento da permeabilidade capilar (Evans,

'D.J. &col. Infect. & immun. 8:725-735, 1973) e da alte-
ragdo morfolbgica em células da linhagem Y,, de tu-
‘mor de adrenal de camundongo.

Apenas duas entre 61 amostras de E. cofi, fornece-
ram relacdes entre peso dos intestinos/peso das carca-
¢as superiores a 0,085. A presenca de intestinos dilata-
dos e cheios de lquido foi caracteristica das amostras
_positivas. Estas,'IB 2600 e IB 1340, isoladas reépectiva¥
mente de suino e bovino, produziram, em repetidos
testes, valores médios de 0,124 e 0,095. Trés amostras
apresentaram valores compreendidos entre 0,070 e
0,075 e poderiam ser consideradas como suspeitas.

Filtrado das amostras produtoras de ST, examina-
dos em cultura de tecido da linhagem Y, n3o produzi-
ram arredondamento, nem foram capazes de

M. Simbes, M.B. Serafim, A.C. Rodrigues, W. Giorgi, L.P. Netto & A.F.P. de Castro

provocar, mesmo em preparados concentrados, indu-
ramento e aumento da permeabilidade capilar na pele
de coelhos, do que se deduz n8o ter havido producio
de enterotoxina termolabil. '

Com relagdo as amostras de origem animal, n3o
existe, na literatura nacional, nenhum relato sobre a
ocorréncia de E. coli enterotoxigénica. Considerando-
se que nesta investigacdo apenas duas, entre 61 amos-
tras de £. coli, isoladas de. animais, foram capazes de
produzir enterotoxina do tipo ST, pode-se sugerir que
esta ndo desempenhe papel importante na etiologia
das diarréias entre animais. '

E conveniente lembrar, todavia, que muitos dos ca-
sos de diarréia examinados poderiam ser de natureza
ndo infecciosa. "

Outro aspecto é que, em nossa metodologia, so-
mente amostras produtoras de enterotoxina do tipo ST
foram examinadas, quanto a produgdo de enteretoxi-
na termolabil, sendo possivel que alguns destes casos
de diarréia tenham sido provocados por amostras que
produzissem exclusivamente enterotoxina do tipo LT.
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Frequency of E£. coli 0136 and 0152 in faeces of children and adults
living in the Recife area, Pernambuco, Brasil :

Diva Montenegro Melo*, Maria Regina Fernandes de Toledo** & Luiz Rachid Trabulsi**

At present about ten antigenic types of invasive £.
coli are known, including those belonging to 0136
and 0152 serotypes. The invasiveness of these two
serotypes was first shown by Trabulsi in 1964 who
called them strains 193T and 185T (Trabulsi, L.R., Rev.
Inst. Med. trop. S&o Paulo, 7:16-23, 1965 and Trabulsi,
L.R.; Zuliani, M.E. & Serrano, J.A., Rev. Inst. Med.
trop. S3o Paulo, 7:241-246, 1965). Later on, it was
shown that strain 185T was a new E. coli antigenic
O group (Trabulsi, L.R.; Fernandes, M.R.F. & Zuliani,
M.E., Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo, 9:31-39, 1967}
and that strain 193T was antigenically identical to
E. coli 0136 (Fernandes, M.R.F. & Trabulsi, L.R., Rev.
Inst. Med. trop. S#o Paulo, 11:101-103, 1969), described

by Sakasaki & Namioka in Japan {Sakasaki, R. & Na- -

mioka, S., Japan. J. Exp. Med., 27:411-416, 1957}, Due
to a mistake at the International Escherichia Center,
in Copenhagen, strain 185T was classified as £. colf
0115 (Trabulsi, L.R. & Toledo, M.R.F., Rev. Inst. Med.
trop. S#o Paulo, 11:358-362, 1969). However, recently,
Stenzel showed that strain 185T was identical to E.
coli 0152, an antigenic group -characterized by ﬁrskov-
& col. in 1972 (Qrskov, F.; Brskov, I. & Furowicz, A.J.,
Acta path. microbiol. scand., 80:435-440, 1972). The

very few data on the frequency of invasive £. coli in .

individuals with gastrointestinal disturbances prom-

pted us to publish this note in which we present the

results of the search of £ cofi 0136 e 0152 in 5588
>individua‘ls whase faeces were cultured in the labo-
ratory of one of us (Diva M.- Melo). The faeces were
directly cultured in Teague and SS Agar and in SS Agar

after enrichment in tetrathionate broth. £. cofi 0136 .

and 0152 were identified as described by Trabulsi
& col. (Trabulsi, L.R.; Fernandes, M.R.F. & Zuliani,
M.E., Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo, 9:31-39, 1967)

and Salmonella and Shigella in accordance with
Edwards & Ewing (Edwards, P.R. & Ewing, W.H,, /den-
tification of Enterobacteriaceae. 3 ed. Burgess-Publis-
hing Company, 1972). Approximately 100 strains to
the two bacteria were inoculated in the guinea-pig
eye and all of them caused a typical keratoconjun-
ctivitis. It is shown in Table | that E. coli 0136 was
found in 53 individuals. (28 adults and 25 children) and
E. coli 0152 in 107 (48 adults and 59 children). There-
fore, the two, bacteria, were found in 160 individuals
(2,86% of the cases). Sa/monella was found in 274

. cases (4,90%) and Shigella in 307 ones ({5,49%). The

rather low frequency of Shigella, Salmonella and of
the two invasive £. coli may be due to the inclusion
of faeces from many individuals without diarrhea.
However, the present results show that £. co/i 0136 and
01562 are relatively frequent and stress the need to look
for invasive E. coli in routine faeces culture.

Tabela 1

Frequency of £. coli 0136 and 0152 in faeces of children
and adults living in the Recife area, Pernambuco

Individuals : N? %
With £. coli 0136 53 0.95
With E. coli 0152 (17 . 1N
< With Salmonella 274 . 4.90
. With Shigella - 307 - - 5.49
Without any of the above bacteria 4,847 86.74
Total 99.99

5,588

* Hospital das Clinicas — Departamento de Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco, 50000 Recife, PE.
** Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Escola Paulista de Medicina, Rua Botucatu 862, 3° andar, 04023 Séo Paulo, SP
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