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Estafilococos hospitalares

Clara Pechmann Mendonc¢a*
& Carios Solé-Vernin**

Resumo

Em 1970-71; 1974 e 1975, coletou-se material de processos infecciosos adquiridos em um
hospital Geral de Araraquara. Embora o nimero de processos infecciosos tenha aumen-
tado, nas Gitimas etapas de estudo foram isoladas poucas amostras de Staphylococcus
aureus. A etiologia das infeccdes passou, praticamente, para as bactérias Gram negativas.
Em nosso trabalho levamos em consideracdo ndo s6 a espécie bacteriana, mas realiza-
mos, além da fagotipagem, o antibiograma, o estudo dos modelos de Barber & Burston
e o comportamento frente ao ion mercirico. ‘

Os estafilococos isolados mostraram-se com alta resisténcia frente aos antibioticos tes-
tados. Entre as amostras coletadas em 1975, surgiram grandes variacdes, especialmente,
com relacéio ao Cloranfenicol, € em conseqiiéncia houve alteracdo nos modelos de Barber
e Burston. A prova do ion merclrico revelou-se bastante importante na caracterizacdo
das amostras hospitalares. Foram identificadas amostras consideradas “perigosas’’, de-
monstrando que essas bactérias, embora em menor numero, estdo adaptadas ao ambiente
hospitalar, exigindo medidas preventivas racionais.

Summary

Study of hospitals Straphylococcus

In the years 1970-1971; and 1975, it was collected material of infections processes acquired
in a public hospital in Araraquara.

Althought the number of the infections processes was higher, the number of samples .of
Staphylococcus aureus isolated was few. The etiology of the infections proceeded practily
to Gram negatives bacteria.

In on research, we took in consideration not only the bacterian specie, but beyond the
fagotyping, we made the Antibiogram, the study of Barber & Burston's patterns, and the
behaviom face to Mercuric ion.

The isolated Staphylococcus showed a hight resistance face to the experimented anti-
biotics.- Among the samples collected in 1975, appeared great variations, specially with
regard to Cloranfenicol, and consequently the Barber & Burston's patterns were altered.
The Mercuric fon test was very important to the characterization of the hospitals samples.
Samples considered dangerous were identifyed, demonstrating that those bacteria, even
in less number, are adapted to the hospital midle, needing rational preventive measures.

Introducéo

55

A significante morbidade e mortalidade cau-
sada por Staphylococcus aureus pode ser ava-
liada pelo aparecimento de numerosas publi-
cacOes a respeito, em todo o mundo, relacio-
nadas, especialmente, com estafilococcias hos-
pitalares. E bem verdade que hoje se enfrenta
toda gama de agentes etiolégicos, causando

as mais diversas infeccdes.

Tem, porém, o estafilococo desafiado os 6r-
gdos de Saude Publica, talvez devido a sua
grande mutabilidade (STAMM***), confirman-
do-se, ainda depois de 20 anos, os dizeres do
Editorial Lancet (21} “The Unconguered Sta-
phylococcus”.

* Departamento de Ciéncias Bio-Clinicas. Fac, Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP, 14.800 Araraquara, SP.
** Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Fac. de Medicina de Riberido Preto, WSP, 14.100 Riberido Preto, SP

*** Comunicacdo pessoal.
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Com o aparecimento dos antibidticos e o
seu uso, as vezes indiscriminado, o problema
tornou-se sério, principalmente para os hos-
pitais. Nota-se que houve aumento de pro-
cessos infecciosos, adquiridos pelos pacientes,
durante a permanéncia no hospital, causados
por bactérias Gram negativas. Porém, os Es-
tafilococos apresentam-se com caracteristicas
especiais, sugerindo a presenca de nova li-
nhagem.

As amostras selecionadas, parece que sfo
mais ‘‘perigosas’’, porém, ndo se observam
mais os grandes surtos epidémicos e as in-
feccGes por esta bactéria s8o mais de carater
endémico ou surtos envolvendo poucos pa-
cientes (8, 17).

Na presente observacdo pretendemos: a —
verificar a evolucdo da resisténcia aos anti-
bioticos através do tempo; b — verificar o
possivel valor da prova do ion mercUrico, cor-
relacionando os seus resultados com os do
antibiograma para a caracterizacdo da amostra
hospitalar.

Material e Métodos

Coleta — Coletamos material de pacientes que
adquiriram processos infecciosos durante a
i0 hospital e as infeccd
apresentadas foram as mais variadas: supura—
cdo em incisdo cirlrgica, casos de diarréia-di-
senteria, afeccdo dermatolégica, fleimdo, in-
feccdo urinaria, etc.

Para a coleta das secrecdes utilizamos za-
ragatoa umedecida em caldo nutriente.

Consideramos o estafilococo como agente
causal de diarréia quando a sua presenca em
exames diretos e em cultura era numerosa (12).

A coleta se estendeu por trés periodos: a —
fevereiro de 1970 a fevereiro de 1971; b — ja-
neiro a novembro de 1974; ¢ — janeiro a maio
de 1975.

Semeadura e Identificacdo — Utilizamos o meio
de Manitol Salt Agar (BBL) e para identificar e
diferenciar realizamos as provas de catalase,
oxidacdio e fermentacdo da glicose (1). Atra-
vés da microscopia de esfregacos corados pelo
método de Gram, estudamos a pureza das
culturas e quando contaminadas, especial-
mente por Bactérias Gram negativas, foram
tratadas pelo éter etilico (5, 20},

Isolado o estafilococo, realizamos a prova
da coagulase em tubo com sangue oxalatado
de coelho normal (4, 5) com leituras em-1, 2,
4, 18 e 24 horas a 37°C., diferenciando as c¢s-
pécies.

Para caracterizacdo do germe isolado,
lizamos as seguintes provas:

rea-

Antibiograma — Utilizamos a técnica da difu-
sdo em meio sélido a partir de discos impregna-
dos em antibidticos, segundo o método de
Bauer-Kirby (3}, com revisdo de Rocha & col.
(19).

Os antibioticos e suas respectivas doses
por disco e a sigla usada foram as seguintes:

Penicilina G. 10 unid P Estreptomicina 30 mcg E
Cloranfenicol 30meg C Tetraciclina 30meg T
Ampicilina 10 meg A Meticilina 5mcg M
Cefaloridina 30 mecg Ce Gentamicina MOmeg G
Ac. Nalidixico 30 mcg Na Fosfomicina 50 meg F

Os discos de fosfomicina foram fabricados
pela Companhia Espanhola de Penicilina e An-
tibioticos e os demais pelos Laboratorios Difco,
que foram submetidos ao nosso controle com
amostras de Staphylococcus Oxford, 209.

Utilizamos os estafilococos a serem testa-
dos, em culturas jovens, de nfo mais de 18
horas de incubacdo, que eram levadas para
tubos contendo caldo infuso até dar turva-
cdo correspondente a obtida, com solucdo
padrdo de cloreto de bario.

Através de zaragatoa, embebida nesse meio,
semeamos em placas de Petri contendo meio
de Mueller-Hinton (Difco), que foram levadas
a estufa a 37°C, para secagem superficial, por
mais ou menos 15 minutos.

Posteriormente, os discos foram distribui-
dos, deixando-se, por periodo de 2 horas, em
temperatura ambiente para a pré difusdo do
antibidtico ao meio de cultura e depois incu-
bados a 37°C.

Apbs 24 horas, fez-se a leitura para todos
0s antibiodticos, menos para a meticilina, que
permaneceu por 48 horas (7).

Para a leitura usamos R como indicativo
de resisténcia e S de sensibilidade.

Com os quatros primeiros antibidticos, pe-
nicilina, estreptomicina, cloranfenicol e tetra-
ciclina, formamos os modelos de Barber &
Burston Barber & Burston {2).

ubmetemos os
irn (8 1R)

o do fon merclrico (6, 16)

Prova do ion mercurico —

X
estafilococos & acd

na tentativa de surpreender amostras epide-
miologicamente importantes para o meio hos-
pitalar.
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O cloreto de mercurio usado foi o de J.T.
Baker, numa concentracdo de 1:35.482. Essa
solucdo foi testada com as amostras forne-
cidas pelo Departamento de Microbiologia
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
U.S.P., que haviam respondido, satisfatoria-
mente, em divisdo dicotdmica na concentra-
¢do 1:34.333.

Utilizamos, sempre, uma cultura de né&o
.mais de 18 horas em meio de Hitchens. O in6-
culo foi levado ao meio através de uma alca
de 3 mm. de didmetro, utilizando-se um es-
cantilhdo dividido em 12 areas arredondadas
de 1 cm. de didmetro, que foi colocado em-
baixo da placa.

A leitura foi feita apds 24 horas de incuba-
cdo a 37°C, utilizando R como simbolo de re-
sisténcia e S como de sensibilidade.

Resultados

Consideramos os resultados de acordo com
as etapas de coleta do material.

1 — Estudo dos Estafilococos obtidos na
amostragem de 1970-1971.

S6 foram consideradas infeccGes adquiridas
no hospital, quando o paciente se encontrava
no ambiente ha mais de 48 horas e cuja causa
da internacdo ndo se relacionava com o pro-
cesso adquirido.

1.1 — Antibiograma — Os resultados do an-
tibiograma dos estafilococos isolados dos 133
casos de infeccdes adquiridas em hospital du-
rante esse periodo, encontram-se na Tabela 1.

1.2 — Modelos de Barber & Burston — Com
os antibidticos penicilina, estreptomicina, clo-
ranfenicol e tetraciclina, formamos os modelos

Tabela 1 — Comportamento dos estafilococos causado-
res de infeccdes intra-hospitalares, frente a 10 antimicro-
bianos — 1970-1971.

Resistentes Sensiveis
Antibidticos

n? % n? %
P. 110 82,7 23 17.3
E. 125 94,0 8 6,0
C. 75 56,4 58 43,6
T. 83 62,4 50 37,6
A. 98 73,7 35 26,3
M. 102 76,7 31 23,3
G. 55 41,4 78 58,6
Ce. 21 15,8 112 84,2
Na. 126 94,7 7 5,3
F. 6 45 127 95,5
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chamados de Barber & Burston cujos resul-
tados s8o encontrados na Tabela 2.

Entre os treze modelos formados, reconhe-
cemos varios chamados de peculiares (20),
isto & amostras que se afastaram da normali-
dade no comportamento frente aos antibibticos.

1.3 — Prova do ion mercirico — Obtivemos
47 (35,3%) amostras Hg++ S e 86 (64,7%)
amostras Hg** R. Na Tabela 3 encontramos
a correlacdo dos resultados do antibiograma,
segundo Barber & Burston e a prova do ion
mercdrico.

2 — Estudo dos estafilococos obtidos na
amostragem de 1974.

2.1 — Antibiograma — Os resultados das
58 amostras de estafilococos isolados de casos
de infeccOes intra-hospitalares, encontram-se
na Tabela 4.

Tabela 2 — Modelo de Barber & Burston — amostras co-
letadas em 1970-1971

Modelo de
Barber & Burston n? %
RRRR 53 39,8
RRRS 10 7.6
RRSR 21 15,8
RSRR 1 0,7
SRRR 3 2,3
RRSS 22 16,5
RSRS 1 0,7
RSSR 2. 15
SRRS 3 2,3
SRSR 2 1,5
SSRR 1 0,7
SRSS 1" 8,3
SSRS - 3 2,3

Tabela 3 — Correlacdo entre os resultados do antibiogra-

ma, segundo Barber & Burston e a prova do ion mercuri-
co — 1970-1971

Modelo de ion mercurico R ion mercirico S

Barber &

Burston n? % n? %
RRRR 46 34,6 7 5,3
RRRS 7 5,3 3 2,3
RRSR 18 13,5 3 2,3
RSRR 0 0,0 1 0,7
SRRR 2 1,5 1 0,7
RRSS 6 4,5 16 12,0
RSRS 1 0,7 0 0,0
RSSR 1 0,7 1 0,7
SRRS -0 0,0 3 2,3
SRSR 0 0,0 2 1,6
SSRR 0 0,0 1 0,7
SRSS 5 3.8 6 45
SSRS 0 0,0 3 2,3

TOTAL 86 64,7 47 35,3
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Tabela 4 — Comportamento dos estafilococos causado-
res de infeccBes intra-hospitalares, frente a 10 antimicro-
bianos 1974

Resistentes Sensiveis
Antibibticos

n? % n?® %
P. 52 89,7 6 10,3
E. 52 89,7 6 10,3
C. 39 67,2 19 32,8
T. 54 93,1 4 6,9
A. 50 86,2 8 13,8
M. 50 86,2 8 13,8
G. 17 29,3 41 70,7
Ce. 23 39,6 35 60,3
Na. 51 87,9 7 12,1
F. 6 10,3 52 89,7

2.2 — Modelos Barber & Burston — Se-
guimos a mesma metodologia de trabalho
usada na amostragem de 1970-1971 e os re-
sultados dos modelos de Barber & Burston
encontram-se na Tabela b.

2.3 — Prova do ion mercurico — Obtivemos
47 (81,0%) amostras de Hg+** R e 11 (19,0%)
amostras Hg** S. A correlac8o entre a prova
do ion merclrico e os modelos de Barber &
Burston encontram-se na Tabela 6.

Tabela 5 — Modelos de Barber & Burston — amostras
coletadas em 1974

3 — Estudo dos estafilococos obtidos na
amostragem de 1975.

Observamos, nesse periodo, uma diminui-
cdo acentuada da presenca de estafilococos,
passando a etiologia das infeccdes intra-hos-
pitalares quase sO por bactérias Gram negativas.

Na realidade, os dados encontrados ndo
diferem dos achados em vaérias partes do mun-
do (STAMMY¥).

3.1 — Antibiograma — Os resultados dos es-
tafilococos coletados em processos infeccio-
sos intra-hospitalares em 1975, frente aos an-
timicrobianos encontram-se na Tabela 7.

3.2 — Modelos de Barber & Burston — Os
modelos de Barber & Burston, entre amostras
coletadas em 1975, encontram-se na Tabela 8.

Verificamos uma predominancia do modelo
RRSR com 23 (59,0%) amostras, assim como
um nGmero menor de modelos de Barber &
Burston.

3.3 — Prova do ion merctrico — Esses esta-
filococos apresentam maior nimero de amos-
tras Hg++ R (33 - 84,6%). A correlacfo des-

Tabela 7 — Resultado do comportamento dos estafiloco-
cos causadores de infeccdes hospitalares, frente a 10 an-
timicrobianos — 1975

Modelo de
Barber & Burston n? %
RRRR 32 55,2
RRSR 1 19,0
RRRS 1 1,7
RSRR 1 1,7
SRRR 5 8,6
RSSR 4 6,9
RRSS 2 3,4
SRSR 1 1,7
RSSS 1 1,7
TOTAL 58 100,0

Tabela 6 — Correlacdo entre os resultados do antibiogra-
ma, segundo Barber & Burston e a prova do ion merca-
rico — 1974

Resistentes Sensiveis
Antibioticos

n? % n? %
P. 0 0,0 39 100,0
E. 9 23,1 30 76,9
C. 31 79,5 8 20,5
T. 6 15,4 33 84,6
A. 1 2,6 38 97,4
M. 6 15,4 33 84,6
G. 25 64,1 14 35,9
Ce. 33 84,6 6 15,4
Na. 4 10,3 35 89,7
F. 28 71,8 11 28,2

Tabela 8 — Modelos de Barber & Burston — amostras
coletadas em 1975

Modelo de fon mercurico R ion merclrico S

Barber & odelo

Burston n° % n° % Barber & Burston ne %
RRRR 30 51,7 2 3,4 RRRR 5 12,8
RRSR 11 19,0 0 0,0 RRSR 23 59,0
RRRS 0 0,0 1 1,7 RRRS 1 2,6
RSRR 1 1,7 0 0,0 RSRR 2 5,1
SRRR 1 1,7 4 6,9 RSSR 3 7.7
RSSR 2 34 2 3,4 RRSS 1 2,6
RRSS 1 1,7 1 1,7 RSSS 4 10,3
SRSR 1 1,7 4] 0,0
RSSS 0 0,0 1 1,7 TOTAL 39 100,0

TOTAL 47 81,0 1 19,0

*Comunicacéo pessoal.
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sa resisténcia com a apresentada a tetraci-
ciclina (84,6%), a meticilina (84,6%), e & pe-
nicilina (100,0%), fala favoravelmente da pre-
senca de amostras ‘‘perigosas’’.

Os resultados da correlacdo entre a prova
do fon merclrico e o antibiograma segundo
Barber & Burston encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9 — Correlac8o entre os resultados do antibiogra-
ma, segundo Barber & Burston e a prova do ion mercuri-
co — 1975

Modelo de ion merclrico R ion mercarico S

Barber &

Burston n?® % n? %
RRRR 4 10,3 1 2,6
RRSR 18 46,2 5 12,8
RRRS 1 2,6 0 0,0
RSRR 2 5,1 0 0,0
RSSR 3 7,7 0 0,0
RRSS 1 2,6 0 0,0
RSSS 4 10,3 0 0,0

TOTAL 33 84,6 6 15,4
Discussao

Em nossa primeira investigacdo isolamos
estafilococos em 133 processos infecciosos,
namero bem elevado em relacdo ao conse-
guido nas etapas 1974 e 1975. Em 1970-1971,
conseguimos surpreender surtos epidémicos
em varias partes do hospital, inclusive um na
maternidade envolvendo 15 pacientes. Esse
surto foi causado por amostras RRRR do mo-
deio de Barber & Burston e lisadas pelo fa-
go experimental 95 (13). Nas duas Ultimas eta-
pas verificamos um numero elevado de pro-
cessos infecciosos, causados por bactérias
Gram negativas (14).

Antibiograma — O método da difusdo com dis-
cos impregnados em antibidticos, por nés
escolhido, & recomendado pela Organizacéo
Mundial de Sa(de e usado no "Center for
Diseases Control”’, Atlanta, USA.

Apesar de o antibiograma ser um critério
dinamico e variavel, representando um dado
momento na biologia de uma amostra (23),
em nossa observacdo demonstra uma certa
seqliéncia nas diferentes fases que estuda-
mos, especialmente se levarmos em conside-
racdo apenas a penicilina, estreptomicina, clo-
ranfenicol e tetraciclina.
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Analisando a Tabela 1 vemos que a es-
treptomicina com 125 (94%) amostras resis-
tentes, demonstrou capacidade de resisténcia
superior & penicilina (110 - 82,7%), isso se
justificando, devido ao mecanismo de pro-
ducdo de mutantes R pelo primeiro antibio-
tico. lIsto se verifica também na Tabela 4
e com ligeira diferenca na Tabela 7. A tetra-
ciclina, segundo Williams (25) pode ser usada
como caracteristica de grande significado
na diferenciacio de amostras epidémicas.
Entre nos, apesar de fornecer resultados de
alta significacdo, sentimos que a penicilina
é ainda um importante marcador de amostras
de estafilococos hospitalares.

Ha também numerosas referéncias em re-
lacdo a meticilina, demonstrando que esse
antibidtico serve como marcador de amos-
tras de carater epidémico (10, 11, 15).

Whitehead (24), fazendo uma revisdo ve-
rificou que em 1960, em hospitais da Ingla-
terra, fora encontrado 1% de estafilococos me-
ticilino resistentes e que em 1970 atingia a
4,6% na regidio de Newcastle, em 1969 iso-
laram-se 356% de estafilococos meticilino re-
sistentes e em 1970 encontraram-se 58%.

Ridley & col. (18), verificaram num hos-
pital de Londres que houve um aumento de
resisténcia 4 meticilina, porém o namero de
infeccBes por estafilococos, e a resisténcia a
muitos outros antibidticos, diminuira.

A resisténecia ao cloranfenicol foi elevada
entre as amostras de 1970-1971 e de 1974,

caindo consideravelmente em 1975, e por in-
formaces diretas do Hospital soubemos que
o uso deste antibidtico diminuiu a partir do
més de julho de 1974. Essa queda da resis-
téncia ao cloranfenicol também foi observada
por Lacey {comunicacdo pessoal), quando es-
tudada o comportamento dos estafilococos
frente a varios antibiéticos e esta apareceu
depois de um periodo de pouco uso, 0 mesmo
ndo tendo ocorrido com a penicilina, mesmo
quando seu uso foi bem limitado.

Com a cefaloridina e gentamicina tivemos
resultados bem préximos aos obtidos por Hutzler
(8), porém, bem diferenciados dos de lto (9),
e para a fosfomicina houve um aumento de
resisténcia nas varias etapas de observacdo.

Quanto aos modelos de Barber & Burston
podemos verificar que em 1970-1971 obtive-
mos 39,8% do modelo RRRR enquanto, que,
1974 elevou-se para 55,2% e em 1975 atin-
giu a 12,8%, devido a modificacdo de com-
portamento frente ao cloranfenicol. Isso le-
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vou também, a uma diferenca sensivel no mo-
delo RRSR que em 1970-1971, apresentou
15,8% em 1974, 19,0% e em 1975, 59,0%.

lon mercirico — A resisténcia ao fon mercirico
foi bem acentuada nas trés amostragens, in-
dicando a predominancia de cepas hospita-
lares.

Entre a populacdo extra hospitalar podemos
encontrar amostras Hg++ R, porém verifica-
mos que had um predominio das Hg++ S. Para
Uthida Tanaka (22), em ambientes distantes
do hospital, a proporcdo foi de 4/5de Hg* * S
para 1/5 de Hg** R.

Apesar de existirem controvérsias sobre o
valor de prova do ion mercirico, Mendonca
{13) encontra amostras de fon mercdrico resis-
tentes, epidemiologicamente importante. Ou-
tros autores, entre eles, Solé-Vernin & Uthida
Tanaka (20), demonstraram que as amostras
de ion mercrico resistentes, sdo as que tém
condicGes de sobreviver em ambiente hospitalar.

Tivemos oportunidade de encontrar amos-
tras Hg' + S, causando processos infecciosos,
fato igualmente corroborado por Velazco-
Donayre (23) e Moore (16) que fez mencdo
de dois surtos epidémicos que grassaram na
Maternidade da Dinamarca com amostras
Hg'+ S.

Quando conjugado ao antibiograma, a pro-
va do ion merctrico pode fornecer a identidade
da amostra de. estafilococos, indicando-nos
as de maior “‘periculosidade’’, salvo condicdes
proprias dos pacientes.

Er verificamos que as
amostras que se apresentaram com maior re-
sisténcia aos antibidticos, forneceram igual-
mente resisténcia ao fon mercurico. Analisando
a atuacdo clinica destes estafilococos, verifi-
camos gue, na -maioria das vezes, foram res-
ponséaveis por processos infecciosos bem graves.
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Aspectos bactericlégicos e epidemiologicos
na glomerulonefrite difusa aguda
(pos-estreptocdcica)

de casos esporadicos em Londrina, PR*

Arléte Scrassolo Martini**
Carlos Solé-Vernin***
& Elvira Maria Caldas da Silva****

Resumo

Foi feito o. estudo de 48 pacientes com glomerulonefrite difusa aguda, pos-estreptocod-
cica, internados em trés hospitais de Londrina, PR, bem como de 38 grupos familiais desses
pacientes, para complementacéo epidemiologica. A piodermite (principalmente impetigo)
foi a infeccdo prévia a nefrite em 75% dos pacientes e esteve presente em 86,8% dos
grupos familiais, enquanto o processo infeccioso das vias aéreas superiores ocorreu na
proporcdo de 14,6% dos pacientes e em 36,8% dos grupos familiais estudados. O meio
de cultura (HPTH) e as condicBes de cultivo empregados para o isolamento do estrepto-
coco Beta hemolitico do Grupo A permitiram o achado, incomum na literatura, de 100%
de positividade entre os pacientes hdo medicados com substancia antimicrobiana, antes
da coleta de material para cultura, depois da manifestagdio da nefrite. O tipo mais fre-
qgliente de estreptococo do grupo A foi o T14(49) (24,3%), seguido dos tipos do com-
plexo T1/3/13/B 3264 (19,5%), T12 (15,4%) e T imp 19 (11,3%), todos considerados
nefritogénicos. Além de outros tipos netritogénicos isolados, duas novas combinacées de
fatores antigénicos ja conhecidos foram encontradas nessa investigacdo: o T2/28 e T2/4.
Houve 85,7% de simultaneidade do mesmo sorotipo entre pacientes ndo medicados com
antibiéticos e respectivos grupos familiais e, entre os pacientes medicados, encontraram-se
70,6% de seus grupos de familia com, pelo menos, um tipo nefritogénico.

Summary

Bacteriological and epidemiological aspects of acute post-streptococcal glomerulonephritis
in sporadic rases from Londrina, PR

A study was made of forty-eight patients {from three hospitals in Londrina, PR) with acute
post-streptococcal glomerulonephritis. In order to complete the epidemiological investiga-
tion, thirty eight members of their families were also investigated. A streptococcal pyo-
derma infection (mainly impetigo) preceded the onset of nephritis and was present in 75%
of the patients and in 86.8% of the family groups. In 14.6% of the patients and 36.8% of
their relatives there was streptococcal infection of the upper respiratory tract. The HPTH
broth an the special culture conditions, for group A streptococci isolation, revealed an
unusual finding, of 100% positivity among patients not medicated with antibiotics, before
the coliection of material for culture, and after the manifestation of nephritis. The most
frequent type of group.A streptococci was T14(49) (24.3%), followed by types of the
complex T1/3/13/B3264 (19.5%), type T12 (15.4%) and T Imp 19 {11.3%), all previously
considered nephritogenics. Besides other nephritogenic types isolated, two new combi-
nations of previously known antigenic facters were found in this investigation: T2/28 and
T2/4. The same type of group A streptococci was found among untreated patients and
their families in 85.7%, and 70.5% of nephritogenic types in family groups of treated
patients. These tests were made simultaneously.

* Sintese do trabalho de tese de Doutoramento de Arléte Scrassolo Martini, apresentada ao Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.
** Departamento de Ciéncias Bio-Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmaceut:cas de Araraguara UNESP, 14800
Araraguara, SP.
*“Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP,
14100 Ribeirdo Preto, SP.
**** Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Farmacia e Odontologia de Ribeirdo Preto — USP, 14100 Ri-
beirdo Preto, SP.
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Introducdo

A glomerulonefrite difusa aguda (GNDA)
pos-estreptocécica apresenta grande variabili-
dade de manifestacGes clinicas. Entre nds héa
escassos dados sobre o problema, motivo que
nos levou a empreender este estudo, que diz
respeito a cidade de Londrina, PR, onde a mo- -
léstia ocorre na forma endémica.*

A ocorréncia da nefrite precedida por infec-
cdo estreptococica das vias aéreas superiores
(VAS) é conhecida desde 1907 (5), mas s6 re-
centemente, nas duas (ltimas décadas, os in-
vestigadores se tém preocupado com as es-
treptococcias da pele (3, 25, 28). Embora outras
bactérias, virus e diferentes condicdes patolo-
gicas possam causar a GNDA (1, 4, 8, 20), a
maior incidéncia vem conseqliente a uma in-
feccdo estreptococica (10, 20, 22).

Os estreptococos Beta hemoliticos do grupo
A podem ser identificados através da tipagem
de dois de seus componentes: as proteinas
M e T. A primeira determina a tipo-especifici-
dade do estreptococo e tem grande significado
na viruléncia, na resisténcia a fagocitose e na
imunidade, enquanto a proteina T tem maxima
importancia epidemiolégica na identificacdo,
aquisicdo e transmissdo dos estreptococos do
grupo A, entre populaces sob condicdes en-
démicas e/ou epidémicas (30), sendo esta Ul-
tima aplicada por nés.

Ha tabelas de correspondéncia entre os tipos
M e T, possibilitando comparacdo de achados
das amostras isoladas {16).

A maioria dos casos de GNDA, pos-estrep-
tococcias de VAS, tem como agente etiolo-
gico o tipo M12, seguido dos tipos M4 e M25
dos estreptococos Beta hemoliticos do grupo
A (18), enquanto na pbs-piodermite, t&m sido
freqlientes os tipos M49, M52, M53, M54, M55,
Mb57, entre outros (9, 13, 25).

Nosso objetivo foi verificar o grau de asso-
ciacdo da piodermite e/ou processo infeccioso
das vias aéreas superiores (VAS) com a GNDA,
bem como a verificacdo do grau de positivi-
dade para estreptococos Beta hemoliticos do
grupo A nos portadores de GNDA e pessoas
de suas familias. Secundariamente, foram pes-
quisadas a predominncia de determinado tipo
nefritogénico na regido estudada, a simulta-
neidade de tipos entre pacientes e grupos de
familia respectivos e a ocorréncia simultanea
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do mesmo sordtipo em diferentes locais ana-
tomicos (orofaringe, cAmara nasal anterior, e
lesdo de pele) em um mesmo individuo.

Material e Métodos

Nosso material primario foi representado por
48 individuos com diagnostico clinico de GNDA,
internados em trés hospitais da cidade de Lon-
drina, PR, no periodo compreendido entre
agosto de 1972 e marco de 1974.

Desses pacientes, 41 tinham menos de 15
anos de idade e os outros sete, respectiva-
mente, 16, 17 (2}, 25, 29, 31 e 44 anos.

Através desse material primario alcancamos
os respectivos grupos familiais, em nimero de
38, que somaram 187 pessoas.

Dos casos examinados, 31 eram leucoder-
mas, 15 melanodermas e dois xantodermas.
A amostra correspondia a 50% de cada sexo.

O diagnostico clinico de GNDA foi feito atra-
vés de sinais e sintomas-edema, hipertensio,
alteracdes urinarias e resultados de exames la-
borajcoriais — proteinlria, hematuria, cilindr(-
ria, dosagens séricas de anti-estreptolisina 0 e
teor de complemento.

Dos 48 pacientes, 24 haviam tomado uma
ou mais doses de antibidtico. Consideramos
‘como antibioticoterapia recente aquela que
precedeu de 18 horas ou menos a coleta de
material para cultura, e antibioticoterapia re-
mota, aquela superior a 18 horas em relacio a
coleta.

A pesquisa sobre os grupos de familias foi
feita dentro de duas semanas, a contar do diag-
nostico de GNDA no paciente. Os 38 grupos
pesquisados corresponderam a 40 pacientes;
ndo foram localizadas as familias de oito pa-
cientes.

Para a pesquisa bacteriologica foi colhida
secrecdo da orofaringe, cdmara nasal anterior,
material de lesdo de pele, quando presente a
piodermite, e de secrecdo ocular, em um dos
pacientes com conjuntivite. O procedimento
de coleta foi o mesmo para pacientes e coabi-
tantes.

Foi utlizado o meio de HPTH — Hitchens-Pike-
-Todd-Hewitt (23), que também serviu’ como
meio de transporte (24). A recuperacdo das
culturas de estreptococos Beta hemoliticos foi
feita com transferéncia para caldo Todd-Hewitt
(23) para classificacdo antigénica.

* Informac8o obtida pelos clinicos do Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina, PR, Junho de 1972.
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A grupagem foi realizada pelo processo de
Maxted (12) para extrac8o do polissacaride C
do estreptococo e posterior reacdo com soros
precipitantes dos grupos A, C e G de Lancefi-
eld.

Foi utilizado o método de aglutinacio de
Griffith, modificado por Moody & col. (15},
para a tipagem da proteina T dos estreptococos
do grupo A.

Resultados

Pacientes — Foram analisados, em percentuais
{Figura 1), os dados clinicos e laboratoriais dos
48 pacientes com GNDA, onde podemos ob-
servar as alteracdes daqueles, na maioria dos
pacientes. -

Figura 1 — AlteragBes, em percentuais, dos dados clini-
cos e laboratoriais dos 48 casos de GNDA estudados
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Quanto ao processo infeccioso, foram ob-
servados 36 {75%) casos de piodermite, sendo,
grande parte, casos de impetigo, entre os quais,
alguns com histéria de escabiose. Dos pacien-
tes estudados, sete (14,6%) apresentaram so-
mente infeccdo das vias aéreas superiores,
como infeccdo prévia a nefrite, enquanto houve
concomitancia dos dois processos, em nove
{(18,7%) e auséncia de processo infecciosc em
cinco (10,4%), nas trés semanas anteriores a
coleta de material para cultura.

Na Figura 2 podemos também verificar a
ocorréncia do antecedente infeccioso da doenca
renal, nos periodos sazonais estudados.

Os casos de infeccdo de VAS, entre os pa-
cientes com GNDA estudados, foram mais
freqlientes no inverno de 1973, enquanto a
piodermite, predominante em todas as esta-

Arléte S. Martini, Carlos Solé-Vernin & Eivira M.C. da Silva

Figura 2 — Distribuicfio sazonal do nimero de casos de
GNDA, notificados, da regifio de Londrina, relacionada
com a infecclo prévia, no periodo entre agosto de 1972 e
marco de 1974
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Auséncia de Infeccdo prévia nas trés
semanas antecedentes

cBes sazonais, teve seu climax de freqtén-
cia na primavera de 1972.

Entre os 24 (60%) pacientes estudados que
ndo tomaram antibiético, antes da coleta de
material para cuitura, houve 100% de positi-
vidade para estreptococo Beta hemolitico do
grupo A. A tipagem da proteina T deste per-
mitiu a verificacdo da maior freqiiéncia do so-
rotipo T14(49) (19,4%), seguido do tipo T12 e
tipos do ““pool”’ T1/3/13/B3264 (Tabela 1).

Na Tabeia 1, além da freqiiéncia dos tipos
encontrados, podemos observar qual a fonte
de isolamento da amostra. Entre as 35 amos-
tras de estreptococos Beta hemolitico do grupo
A, isoladas dos pacientes com GNDA, 22 fo-
ram de material de pele.

Grupos familiais — Entre as 187 pessoas cons-
tituintes dos grupos familiais estudados, 102
{64,2%) tiveram piodermite nas trés Gltimas
semanas, sendo que 55 (29,4%) apresentavam
piodermite em atividade. Destas, 41 (74,5%)
eram menores com até 15 anos e apenas 14
{25,4%) tinham idade superior a 15 anos.
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Tabela1 — Tipos de estreptococos Beta hemoliticos do
grupo A, isolados de pacientes com GNDA e nimero de
casos guanto ao sitio anatdmico de isolamento

Fonte de isolamento
T Tipos isolados Total
Pele Garganta Nariz
14(49) 3 3 1 7
12 3 1 1 5
3/13/B3264* 4 0 0 4
3 1 0 0 1
6 1 1 1 3
Imp 19 3 0 0 3
55 1 1 0 2
23 0 2 0 2
15/17/23/47/19 1 0 0 1
28 0 1 0 1
2/28 1 0 0 1
NT* 3 1 1 5
Total de amostras x
isoladas 22 9 413

* Amostra de cada um desses tipos, isolada de pacientes
com antibioticoterapia remota

** Esse total é acrescido de uma Unica amostra NT, isolada

de secrecdo ocular de um dos pacientes, somando por-

tanto 36 amostras isoladas de estreptococo do grupo A

Legenda: NT = N3o tipavel Imp = Impetigo

Em 33 (86,8%) grupos familiais, a pioder-
mite esteve presente em um ou mais elementos
de cada grupo; em 14 (36,8%) grupos, houve
ocorréncia de infeccdo de VAS.

Foi considerado como grupo familial positivo
aquele em que foi isolado estreptococo do
grupo A, em pelo menos um de seus membros.
Tivemos assim 35 (92,1%) grupos positivos e,
entre as 183 pessoas sem antibioticoterapia,
na ocasido da coleta de material para cultura,
foram isoladas 87 amostras (47,5%) de estrep-
tococo do grupo A.

Pela tipagem da proteina T das amostras
de estreptococo Beta hemolitico do grupo A,
dos diversos materiais biolégicos, dos coabi-
tantes dos 38 grupos familiais investigados,
verificou-se maior freqiiéncia do sorbtipo
T14(49), seguido dos sorotipos do ‘‘pool”
T1/3/13/B3264, do T12e T Imp 19.

Relacdo dos resultados obtidos entre os pa-
cientes e respectivos grupos familiais — Com-
parando-se os resultados obtidos entre os pa-
cientes com GNDA e seus respectivos grupos
familiais, foram verificados os T tipos de es-
treptococos do grupo A encontrados no pe-
riodo estudado (Tabela 2}, ressaltando-se que
os tipos encontrados nos pacientes o foram
também nos grupos de familia, na mesma or-
dem de fregliéncia.

A distribuicdo dos tipos mais freqlientes,
com relacdo as estacGes sazonais (Figura 3),
permitiu a verificacdo da predominancia ou
auséncia de determinado tipo de estreptococo
nos periodos estudados.

Verificamos predominancia de tipos do padréo
T1/3/13/B3264 na primavera de 1972 e inverno
de 1973; predominancia do tipo T14{49) no
verdo de 1973 e verdo de 1974; que o tipo T12
teve um pico maior no outono de 1973 em
todo o periodo estudado e, que o tipo T Imp
19 teve sua prevaléncia na primavera de 1972,

Procuramos demonstrar a ocorréncia de um
determinado tipo de estreptococo no grupo
familial (Tabela 3), a fim de detectarmos a
simultaneidade de achadoc do mesmo sorétipo
no paciente ndo medicado e grupo familial
respectivo. Essa ocorréncia foi de 85,7% (em
21 dos 38 grupos).

Devido a impossibilidade do isolamento de
estreptococo Beta hemolitico dos pacientes
tratados com antibidtico, antes da coleta de

. material para cultura, procuramos relacionar os

tipos encontrados em cada elemento de seus
grupos familiais, a fim de surpreendermos os
tipos nefritogénicos ainda prevalentes na uni-
dade epidemiolégica familial. Temos assim, na
Tabela 4, essa relagdo e verificamos que, em

Tabela 2 — Namero de pacientes notificados com GNDA
e membros dos grupos familiais relacionados com os T tipos
de estreptococos isolados no periodo de 8/72 a 3/74 na re-
gido de Londrina

Membros | o
familiais

Estreptococo T tipo Pacientes

N
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(48]
(=

14 (49)

3

3/13/B3264
1/3/13/B3264
13

13/B3264
3/13

—_
(=)

24

—_

Q-2 NWWHAEDAORO—=2 2NN

28
16/17/23/47/19
2

2/4

2/28

NT

3
kel
-
©
DL OO R S WNNWAIOD O Oy~

(98]
[«
oe]
~

Total 123

Legenda: Imp
NT

Impetigo
Ndo tipavel




66 Arléte S. Martini, Carlos Solé-Vernin & Elvira M,C. da Silva

Figura 3 — Distribuicdo dos quatro T tipos mais frequentes e amostras NT de estreptococos do grupo A, quanto as
estacGes sazonais, na populacdo e periodo estudados
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Tabela 3 — Simultaneidade de achado do mesmo sorotipo  Tabela 4 — Relacdo dos T tipos de estreptococos do grupo
de estreptococo do grupo A no paciente ndo medicado e A isolados e proporgéo de pessoas do grupo familial de pa-

respectivo grupo familial cientes com medicacdo antibibtica
T Tho sofad o L L
Cason® ino isolado & Cason? | T tipo isolado do grupo familiat ¢
Paci Famil
aciente amilia 38 12 (M 12) 1/5
1 14(49) 14(49) | 1/6 57 _ 0/2
1a | 15/17/23/47/19,6  15/17/23/47/19 | 1/1
8" 3/13/B3264 3/13/B3264, 13 | 1/8 128 2 175
19 14(49) 14(49) | 1/3 135 — 0/6
23 Imp 19 3,13, Imp 19 | 1/8 142 12 4/8
50 NT NT | 1/6
60 28,2/28 14149), 28 | 2/5 170 12, NT, 14(49), 2/4 3/4
64 Imp 19 Imp 19 | 1/5 177 12 171
70 Imp 19 Imp 19, 14{49}, 3/13 [ 2/8 179 1/3/13/B3264, 14(49) 3/6
8t 12 12|13 '
85 14(49) 14{49) | 4/7 202 2,3/13/B3264 2/4
96** 12(M-12) 12, 1mp 19 [ 1/7 203 3 3/7
97** 12, 14(49) 12, 1mp 19 | 177 5
106 55 M55 55 MBS, 14(49] | 1/8 11? 2§ 9/2*
17 14(49) 14(49), Imp 19 11/3 232 12, imp 19 /5
121 23,3 232 | 1/4 1/2
239 NT NT [1/3 343 mp 19 0;2
244 14(49) 14(49) | 1/2 5 - £
263 14(49) 14(49), 2/4,23 | 4/13 259 12 1/2
143 23 14(49) | 0/6
077 P 3/13/832604 | 0/6 286 14(49), 13/B3264 2/3
224 6 2810/ 292 imp 19,6 2/2
,®’= Relacdo entre o niumero de pessoas do grupo fami- &f=Relacdo entre o nimero de pessoas do grupo familial
lial que tBm o mesmo sorétipo do paciente e namero com estreptococo nefritogénico e nimero de elementos
de membros desse grupo desse grupo
* Pacientes com antibioticoterapia remota * Dois tipos nefritogénicos isolados de locais anatémicos

** Irmdos consanglineos diferentes, em um mesmo paciente
g
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82,3% desses grupos, foram isolados estrepto-
cocos nefritogénicos.

Dos 38 grupos familiais investigados, 29
(76,3%) foram positivos e apenas nove (23,7%)
foram considerados negativos para estrepto-
cocos nefritogénicos.

Entre os 48 casos de GNDA estudados, oito
pacientes ndo tiveram seus grupos familiais
investigados e em quatro deles foram isolados
estreptococos do grupo A. Nos quatro restan-
tes, ndo se isolou a bactéria, pois todos eles
haviam tomado antibi6tico.

Discussao

Os achados clinicos e laboratoriais dos pa-
cientes com GNDA foram consistentes com o
quadro caracteristico da doenca, ressaltando-se
que todos eram casos internados (Fig. 1).

O processo infeccioso mais comum como
determinante da GNDA foi a piodermite, em
75% dos pacientes. Nos 25% (12 casos) res-
tantes, embora ndo houvessem apresentado
piodermite nas trés semanas anteriores ac diag-
nostico de GNDA, as informacdes obtidas ndo
permitem afirmar sobre a presenca ou auséncia
de piodermite anterior.

O impetigo foi a forma de piodermite mais
comum do processo infeccioso. Wannamaker
(29) e Martini (11) fazem amplas considera-
coes sobre a importadncia da piodermite no
aparecimento da sequela em estudo.

Quanto a distribuicdo sazonal dos casos no-
tificados de GNDA, com relacdo a infeccdo
prévia, no periodo estudado, verifica-se, pela
Figura 2, o pico correspondente a 14 casos na
primavera de 1972, com 11 antecedentes de
piodermite®. No inverno de 1973, ha outro pico,
com 10 casos de GNDA, sendo que, em dois
destes, o antecedente foi somente de VAS; em
quatro, houve somente piodermite e, nos qua-
tro restantes, houve concomitancia do pro-
cesso infeccioso. Portanto, de apenas um an-
tecedente de VAS na primavera, houve seis
casos de VAS no inverno, em concordancia
com os conceitos definidos e citados por Mar-
tini {(11).

Em nossa opinido, o meio de cultura empre-
gado e as condigdes de cultivo sdo respon-
saveis pelos altos indices de positividade encon-
trados por Martini (11) e por Toporovski (27),

sendo dos mais elevados em estudos desse gé-
nero.

Entre os 24 pacientes ndo medicados com an-
tibi6ticos, antes da coleta de material para cul-
tura, foram isolados 34 amostras, indicando alto
indice de contaminacdo, abrigando, esses pa-
cientes, estreptococo do grupo A, em mais de
um local anatébmico pesquisado, isto &, 17
amostras de pele; 12 em material de orofarin-
ge; quatro em material de cdmara nasal ante-
rior e uma amostra de secrecdo ocular.

Em quatro pacientes, todos com piodermite,
houve concomitidncia do mesmo sorotipo nos
vérios sitios anatémicos pesquisados, achados
estes consistentes com os de Ferrieri & col.
(7), quanto ao “‘ciclo migratério”” do estrepto-
coco.

Tivemos 93,6% de tipabilidade em 36 amos-
tras de estreptococo do grupo A, isoladas dos
diferentes materiais colhidos de 24 pacientes
ndo medicados e dois medicados, pelo méto-
do de aglutinacdo da proteina T, resultado
compativel com os de Parker {(16). Verifica-se,
na Tabela 1, que o tipo T14 (49) foi o mais
fregliente entre os pacientes com GNDA,
seguido dos tipos T12, e tipos do ‘“‘pool”’
T1/3/13/B3264. Deve-se salientar que utiliza-
mos um soro T, que permite a deteccdo dos
tipos 14 e 49, embora haja, atualmente, outro
soro T, especialmente preparado para aglutinar
o tipo especifico T49 (= M49).

O tipo T14 (49) é de vasta distribuicdo geo-
gréafica, tendo sido isolado de casos de GNDA
seguidos a infeccdo de VAS (29) e principal-
mente a piodermite {13), em vaérias partes do
mundo.

O tipo T12 M12 é sor6tipo classico, asso-
ciado com nefrite aguda apos faringite ou ami-
dalite {28, 29), nos EUA, Canada, Austrdlia,
Inglaterra, Chile, Japdo, Holanda, Nova Esco-
cia, Trinidad, Suécia e Brasil e também isolado
de pele, como citado por Martini (11), Dillon &
col. (B6) e Anthony & col. {2}, entre outros.

Entre as amostras do padrdo T1/3/13/B3264
isoladas, quatro foram tipo T3/13/B3264, sen-
do que esse tipo nefritogénico de pele j4 havia
sido isolado no Brasil (19, 27) e nos EUA (6).
O tipo T3, considerado amostra epidémica, é
também nefritogénica (5, 31).

Além desses tipos mais freqlientes, outros,
também de pele, foram isolados por nos.

e O tipo T Imp 19, nefritogénico (6), pertence

* O levantamento para este trabalho teve inicio nas Ultimas semanas do inverno de 1972, razéo pela qual s6 tivemos um

caso notificado de GNDA nesse periodo.
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ao padrio T 8/25/ Imp 19 e ja foi isolado em
Israel, Trinidad, nos EUA e no Brasil (27),
sendo classificado com + + + de positivi-
dade e como nefritogénico de pele.

e O tipo T6, que encontramos, é considerado
nefritogénico (5) e freqliente em portadores
sadios, no Japdo (14).

e O tipo M55 foi inicialmente isolado em Tri-
nidad e posteriormente em pacientes com
GNDA, no Egito, Singapura, Africa do Sul
e Venezuela (17). O tipo de combinacéo por
nos encontrado, Thb Mb5, ndo foi encon-
trado na literatura revisada, foi isolado de pele
e garganta de um Unico paciente.

e O tipo T23 encontrado pertence ao padrdo
T16/17/23/47/19 e esta associado com le-
ses de pele (2).

e Quanto ao tipo T28, que freqientemente é
também Tbh6 e Mb6, & isolado de pele, em
casos de nefrite, em outras areas do mun-
do (26). *

e O tipo T2/28 isolado de pele de um paciente,
foi o (nico organismo obtido nesse individuo
na ocasido. Considerando-se que o T28 possa
ser nefritogénico, essa amostra poderia ser
nova combinacdo de tipo nefritogénico.
Com relacdo aos grupos familiais, alguns in-

vestigadores t8m sugerido que certas unidades

familiais possam ser mais susceptiveis a aqui-
sicdo do estreptococo e da doenca estreptocd-
cica (32), constituindo o foco primério da ma-
nutencdo e propagacdo do microrganismo,
dentro da comunidade. Porém, a introducdo
do estreptococo dentro da unidade familial é

P P ey
ia auc

o e frian -~
1

feita freqlientemente por uma crianca
escolar (32).

Zimmerman & Wilson (32) observaram, além
do alto percentual de 97,56% de introdugdes do
estreptococo na familia, por criancas na idade
escolar, que as familias portadoras mostraram
maior susceptibilidade para a aquisicdo e pro-
pagacdo intrafamilial do que as familias néo
portadoras. Nossa observacdo que, em trés
(7,8%) dos grupos familiais estudados, ocorreu
mais de um caso de nefrite, evidenciam o con-
tagio intratamilial.

As condicdes higiénicas dos grupos familiais
investigados, residindo em um ou dois c¢6-
modos, aglomerados e sem condicoes sanitarias
adequadas, com infrequiéncia de banhos e a
ocorréncia de casos de escabiose, que se tor-
nam impetiginosos, facilitaram a propagacdo e
manutencdo dos estreptococos de pele, den-
tro de cada grupo familial.

Embora o ambiente tenha grande influéncia

na propagacio da infeccdo estreptococica, o
maior problema & o proprio homem, que &€ um
reservatorio do agente infeccioso, ja que a trans-
missdo ocorre de pessoa a pessoa.

Os tipos mais freqglientes de estreptococos
isolados entre os pacientes foram também iso-
lados entre os constituintes dos grupos familiais,
resultados consistentes com a epidemiologia
do estreptococo do grupo A, cuja unidade epi-
demiolégica fundamental é o grupo familial.

O tipo T2 foi isolado de uma lesdo de pele
em trés individuos com piodermite, sendo esie
tipo, T2 M2, relacionado com nefrite por Ro-
drigues (21). O tipo T2/4 foi por noés isolado
de individuos com piodermite, de material de
lesdo de pele de um deles e de orofaringe, no
outro, sendo combinacdo ndo citada na litera-
tura consultada.

Na Tabela 2, podemos verificar que os T tipos
de estreptococos do Grupo A, isolados dos
pacientes e respectivos grupos familiais foram
o T14 (49), seguido dos tipos do padrdo T1/3/
13/B3264, T12 e T Imp 19, todos considerados
nefritogénicos, sendo o T14 (49), nefritogénico
com + + + + de positividade (29).

Quanto & distribuicdo sazonal dos T tipos
mais freqiientes isolados dos pacientes e gru-
pos familiais, observamos, na Figura 3, os vérios
picos daqueles e também, que cada tipo tem
sua evolucdo que lhe é propria, independente
dos demais.

Estudo semelhante da freqiiéncia de tipos de
estreptococos encontrados em um quinguénio,
na cidade de Ribeirdo Preto — SP, foi feito por
Solé-Vernin & Moody (24},

O achado de 85,7% de simultaneidade do
mesmo sordtipo entre paciente e grupo familial
investigado é bastante elevado e evidencia in--
dubitavelmente o contégio intrafamilial. ‘

Devido & impossibilidade de dchado simul-
tdneo do mesmo sorotipo entre os pacientes
medicados e seus grupos familiais (Tabela 4),
um achado muito importante foi o do alto per-
centual (70,5%) desses grupos com amostras
consideradas nefritogénicas. Essa informacéo
ndde fornecer elementos para considerar gue
o mesmo tipo encontrado no grupo pudesse
ser o agente etiolégico da GNDA no paciente,
considerando-se ainda os conceitos ja firmados
sobre as condicBes habitacionais, como aglo-
meracdo, condigdes sanitarias adequadas, casos
de escabiose etc. Entre os grupos dos quais
ndo se isolou estreptococo grupo A nefritogé-
nico estd o do caso n? 135, cujos membros
também haviam tomado antibi6tico.
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O tipo T14 (49), embora tenha sido o mais
freqliente, ndo teve predomindncia absoluta,
uma vez que foi encontrada grande variedade
de T tipos. Estes poderiam estar relacionados
com as caracteristicas de desenvolvimento da
regido que, em curto espago de tempo, recebeu
imigrantes de vérias regioes do globo.

Considerando em conjunto, os resultados
obtidos, podemos concluir:

1?) Ficou constatada uma maior associacio
da piodermite como determinante da GNDA
do que o processo infeccioso das vias aéreas
superiores, nos pacientes estudados na regido
de Londrina, no periodo entre agosto de 1972
e marco de 1974,

2°) A positividade de 100% para estrepto-
cocos Beta hemoliticos do grupo A nos pa-
cientes ndo medicados constitui fato incomum
na literatura, certamente pela utilizacdo de con-
dicBes muito adequadas de cultura, quando se
visa ao isolamento a partir de pequeno namero
de bactérias (meio de cultura utilizado: HPTH).

3?) A tipagem de 93,6% de amostras do
grupo A, pela proteina T, permitiu a verifica-
cdo da predominancia do sorétipo T14 (49)
(24,3%) entre os pacientes e grupos de fami-
lia estudados, no periodo em investigacéo.

4?) Outros tipos nefritogénicos foram também
isolados com freqiiéncia, a saber: tipos do com-
plexo T3/13/B3264 (19,5%), T12 (15,4%) e
T Ilmp 19 (11,3%) e os tipos T66 M55, T6, T28,
em menor proporcdo.

5°) Foram encontradas, entre os tipos de
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estreptococos do grupo A, duas novas.combi-
nacdes de fatores antigénicos ja conhecidos:
0T2/28 e T2/4.

6°) A ocorréncia de 85,7% do mesmo sord-
tipo, nos pacientes ndo medicados com antibio-
tico e respectivos grupos familiais, veio con-
firmar o conceito de que o grupo familial é a
unidade epidemiologica das estreptococcias.

7?) O achado de 70,5% de grupos familiais
com tipo nefritogénico, de cujos pacientes me-
dicados com antibidticos ndo se isolou estrep-
tococo do grupo A, forneceu-nos elementos
para supor gque o tipo encontrado em cada
grupo pudesse ser o mesmo sorétipo respon-
sivel pela GNDA do paciente.

8°) A concomitancia do mesmo sorétipo em
um mesmo individuo (do paciente ou do grupo
familial), nos diferentes sitios anatdémicos pes-
guisados, € consistente com a hipotese do ‘‘ci-
clo migratério”’ do estreptococo, no material
em estudo. ,

9°) Além do alto percentual de ocorréncia
do mesmo sorétipo entre pacientes e grupos
de familias, o contagio intrafamilial foi também
observado em nosso estudo, pela ocorréncia de
mais de um caso de GNDA em 3 das 38 (7,8%)
familias investigadas.
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Distincdo entre Yersinia enterocolitica
e de Yersinia pseudotuberculosis
frente a antibidticos e quimioterapicos*

D.P. Falcdo**
J.J. Farmer HI***
& V.R. Dowell Jr.***

Resumo

Investigando a acdo de 12 drogas sobre Yersinia enterocolitica e Y. pseudotuberculosis,
pela técnica do disco Gnico de Bauer e Kirby, verificou-se que as duas espécies sdo sen-
siveis a grande nimero de antibibticos e quimioterapicos e que essa sensibilidade pos-
sibilita uma diferenciaco entre Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis. As penicilinas
e a colistina constituem os antibi6ticos diferenciadores. N3o se observou, com Y. entero-
colitica e Y. pseudotuberculosis, correlacdo entre origem das amostras e comportamento
frente a drogas.

Summary

Differentiation betwenn Yersinia enterocolitica and Yersinia pseudotuberculosis by using
antibiotics and chemotherapeutic agents

After an investigation of the action of 12 drugs on Yersinia enterocolitica and Y. pseudo-
tuberculosis by the single disk technique of Bauer and Kirby, it was observed that the
two species of bacteria are sensitive to a great number of antibiotics and chemothera-
peutic agents. This sensibility allows the differentiation between Y enterocolitica and
Y. pseudotuberculosis with colistin and the penicillins being the differentiating antibiotics.
No relationship between the origin of the strains and sensitivity to the drugs was observed

71

among the strains of Y. enterocolitica and Y. pseudotuberculosis.

Introducao

A literatura sobre o comportamento de Yer-
sinia enterocolitica e Y. pseudotuberculosis
frente a antibidticos e guimioterapicos revela,
em certos casos, consideraveis divergéncias
de resultados ou de interpretactes. Muitas sdo
devidas a variedade de métodos e detalhes de
técnicas utilizadas por diversos autores.

Este fato foi demonstrado em Y. enterocoli-
tica, frente a inGmeros antibioticos, por Son-
nenwirth (16}, com o uso do método de difusio
em agar de Bauer-Kirby e da técnica de dilui-
¢cdo em tubo.

Entre as drogas testadas, a penicilina é a
que da maior diversidade de resultados quanto
a sensibilidade ou resisténcia, em amostras de
Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis (1, 3,

4, 6, 7, 10, 15, 17). No caso da benzilpenicili-
na, Kanazawa & Kuramata (9) relacionaram a
resisténcia a capacidade de sintese da enzima
beta-lactamase.

As amostras de Y. enterocolitica, além da
variedade frente & penicilina, apresentam dife-
rencas de comportamento em relacdo a estrep-
tomicina e ampicilina (1, 4, 5, 8, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18).

O estudo do comportamento de amostras de
Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis, fren-
te a varios antibidticos e quimioterapicos, ob-
jetivou verificar a diferenciacdo entre as duas
espécies bacterianas, através das drogas estu-
dadas, e a existéncia de relacdo entre a origem
das amostras e sua sensibilidade ou resisténcia
a drogas.

* Trabalho realizado no Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, EUA, com Bolsa da Fundacdo de Amparo a

Pesquisa do Estado de S&o Paulo (74/803).

** Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, SP.

*** Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, EUA.
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Material e Métodos

Foram estudadas 43 amostras de Y. entero-
colitica e 49 amostras de Y. pseudotuberculosis,
de origem humana e animal, todas pertencen-
tes a colecdo.

Para antibiogramas, foi adotado o método
da Difusdo em Agar (2}, empregando-se discos
BBL, com as seguintes drogas: sulfadiazina,
4cido nalidixico, estreptomicina, kanamicina,
gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol, penici-
lina G, ampicilina, carbenicilina, cefalotina, co-
listina.

Resuitados e Discusséo

Todas as amostras de Y. enterocolitica fo-
ram sensiveis d sulfadiazina, acido nalidixico,
estreptomicina, kanamicina, gentamicina, te-
traciclina, cloranfenicol e colistina. O compor-
tamento foi varidvel com relacdo as penicilinas,
sendo que as amostras mostraram-se resisten-
tes, moderadamente sensiveis e sensiveis (Ta-
"bela 1).

Quanto a Y. pseudotuberculosis, todas as
amostras foram sensiveis & sulfadiazina, acido
nalidixico, estreptomicina, kanamicina, genta-
micina, tetraciclina, cloranfenicol, penicilina G,
ampicilina, carbenicilina e cefalotina. O com-
portamento foi varidvel em relacdo a colistina
(Tabela 1)."

Ndo se observou qualquer correlacdo entre
a origem das amostras e o modelo de sensibi-
lidade as drogas testadas.

A anélise dos dados observados, comparati-
vamente aos relatados por outros autores, quan-
to a sensibilidade de Y. pseudotuberculosis ao
cloranfenicol, ampicilina, cefalotina, estrepto-
micina, tetraciclina, penicilina e colistina, ob-
servamos alguns resultados semelhantes e ou-
tros divergentes (1, 9, 10, 11, 15). Ndo h4 da-
dos para comparar resultados de sensibilidade

de Y. pseudotuberculosis, em relacdo ao acido

nalidixico, sulfadiazina, gentamicina e kanami-
cina.

Comparando os resultados obtidos, quanto
ao comportamento de Y. enterocolitica aos re-
latados por outros autores, ha concordéancia
qguanto a colistina, tetraciclina, cloranfenicol,
kanamicina, 4cido nalidixico, gentamicina, sul-
fadiazina, ampicilina e cefalotina (1, 4, 5, 8, 12,
13, 14, 16, 17, 18); sdo concordantes e diver-
gentes aos de alguns autores (1, 4, 5, 7, 8, 15,
17, 18), quanto as penicilinas e estreptomicina;
mas ndo hé dados para comparar os resultados
aprésentados por Y. enterocolitica frente a
carbenicilina.

Os resultados obtidos mostram que as duas
espécies estudadas sdo sensiveis a grande ni-
mero de antibidticos e quimioterapicos e que
essa sensibilidade possibilita a diferenciacdo
entre Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculo-
sis, pois héa relacdo entre cada uma das espé-
cies e sua sensibilidade aos quimioterapicos e
antibioticos. As penicilinas e a colistina cons-
tituem os antibidticos diferenciadores.

Todas as amostras de Y. pseudotuberculosis
mostraram-se sensiveis a penicilina G, ampici-
lina, carbenicilina e cefalotina, enquanto todas
as amostras de Y. enterocolitica mostraram-se
sensivels a colistina.

Analisando o comportamento de amostras
de Y. enterocolitica, tanto as bioguimicamente
tipicas, como aquelas cuja presenca, na espé-
cie, sdo contestadas, devido a suas caracteris-
ticas bioguimicas andmalas, bem como de
amostras de Y. pseudotuberculosis, tentando
correlacionar origem das amostras e compor-
tamento frente as drogas, ndo observamos
qualquer correlacdo. Assim, um critério de ca-
racterizacdo dessas bactérias, que associe ori-
gem das amostras & sensibilidade ou resistén-
cia as drogas, ndo se mostrou eficiente.

Tabela 1 — Comportamento de 43 amostras de Y. enterocolitica e 49 amostras de Y. pseudotuberculosis trente as peni-

cilinas e colistina

Resistente Intermediario Sensivel
D Y. entero. Y. pseudo Y. entero. Y. pseudo Y. entero. Y. pseudo
rogas e % R % ne % e % Nt % %
Penicilina G 40 93,0 0 - 3 6,97 0 - 0 . 0 -
Ampicilina 13 30,23 0 - 8 18,6 0 - 22 51,16 0 —
Carbenicilina 27 62,79 0 - 1 2,32 0 - 15 34,88 0 —
Cefalotina 28 65,11 0 - 5 11,62 0 — 10 23,25 0 —
Colistina 0 — 33 76,74 0 — 1 2,04 0 — 15 30,61
Y. entero = Yersinia enterocolitica

Y. pseudo = Yersinia pseudotuberculosis
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Opportunist mycobacteria isolated
from the mesenteric lymph nodes
of apparently healthy pigs

in Sdo Paulo, Brazil
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Summary

Mesenteric lymph nodes of 500 apparently healthy pigs were examined bacteriologically
for the isolation of mycobacteria. Ninety five strains were isolated and classified as follows:
M. gordonae (2 strains), M. flavescens (2 strains), MAIS complex (74 strains), M. terrae
complex (14 strains), and M. fortuitum (3 strains). These isolates were studied according
to their biochemical, cultural and serological properties. Studies on drug resistance and
histopathological examinations of positive lymph nodes were also carried out. Except
pigment and peroxidase production by some strains of the MAIS complex the remaining
biochemical tests provided results similar to those reportes by other authors. The MAIS
complex isolates belonged to serotypes 1, 4, 6, 7, 8, 10, 12, 13, 14, 15 and 41 with nitid
predominance for serotypes 6 (18 strains) and 8 (19 strains) followed by serotype 7 {10
strains), representing 48,46% of them all. Drug resistance tests revelead that the general
behavior of MAIS complex strains in relation to tuberculostatic drugs was more or less
homogeneus. All isolates of this group were resistant to PAS and isoniazid. Resistance
to ethionamide, ethambutol, rifampicin, thiosemicarbazone, capreomycin, kanamycin
and viomycin showed variable results. Strains belonging to M. terrae complex were more
sensitive to streptomycin than MAIS complex microorganisms. In the histopathological
examinations it was verified that strains classified as MAIS complex (serotype intracell-
ulare), M. flavescens and M. fortuitum may be found in the mesenteric lymph nodes of
apparently healthy pigs without causing any lesion similar to those present in classical
tuberculosis.

Resumo

Micobactérias oportunistas isoladas de nédulos linféticos mesentéricos de suinos aparen-
termente normais em Sdo Paulo, Brasil

Nodulos linfaticos mesentéricos de 500 suinos aparentemente normais foram examinados
bacteriologicamente para o isolamento de micobactérias. Noventa e cinco amostras foram
isoladas e classificadas como: M. gordonae (duas amostras), M. flavescens (duas amos-
tras}, complexo MAIS (74 amostras), complexo M. terrae (14 amostras) e M. fortuitum
(trés amostras). Estas amostras foram estudadas de acordo com suas propriedades bio-
quimicas, culturais e sorologicas, tendo também sido feitos estudos sobre resisténcia a
drogas e exames histopatologicos. Exceco feita a produc8o de pigmento e peroxidase
por algumas amostras do complexo MAIS, os testes bioquimicos restantes forneceram
resultados semelhantes aos descritos por outros autores. As amostras do complexo MAIS
pertenceram ao sorotipos 1, 4, 6, 7, 8, 10, 12, 13, 15 e 41 com nitida predominancia para
os sorotipos 6 (18 amostras) e 8 (19 amostras}, seguido pelo sorotipo 7 (10 amostras)
perfazendo estes trés Gltimos sorotipos 48,46% do total. Os testes para resisténcia a dro-
gas revelaram que o comportamento das amostras do complexo MAIS, em relacdo as
drogas tuberculostaticas, foi mais ou menos homogéneo. Todas as amostras deste grupo
foram resistentes ao PAS e isoniazida. Os testes para resisténcia a etionamida, etambutol,
rifampicina, tiosemicarbazona, capreomicina, kanamicina e viomicina mostraram resulta-
dos variaveis. Amostras pertencentes ao complexa M. terrae foram mais sensiveis a es-
treptomicina do que microrganismos do complexo MAIS. Nos exames histopatologicos
foi verificado que amostras do complexo MAIS (sorotipo intracellulare), M. flavescens e
M. fortuitum podem ser encontrados nos ganglios linfaticos mesentéricos de suinos, apa-
rentemente normais, sem causar nenhuma les8o semelhante aquelas presentes na tuber-
culose cléssica.

* Department of Microbiology and fmmunology University of Campinas. 13.100 Campinas, SP, Brazil.
** Biological Institute, S8o Paulo, SP. Brazil.
*** Biosciences Institute — University of S8o Paulo, S8o Paulo, SP, Brazil.
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introduction

The importance of opportunist mycobacteria
has increased in the last years because of the
correlation which has been establised between
these microorganisms and tuberculosis — like
disease in animals and human beings (5, 8, 16,
20, 26, 27, 28).

On account of the increasing significance of
the opportunist mycobacteria for domestic
animals and considering that as far as Brazil is
concerned many studies in this field were still
required we decided to investigate the presence
of these microorganisms among pigs. For this
purpose, mesenteric lymph nodes of apparently
healthy pigs were examined bacteriologically
for acid-fast bacilli. The mycobacteria isolated
were then studied biochemically and when
recommended serologycally. Complementary
studies on drug resistance and histopathology
were also carried out in order to help the clas-
sification of the microorganisms and to evaluate
‘their importance in veterinary and public health.

Material and Methods

Strains — For the isolation of opportunist my-
cobacteria, 500 mesenteric lymph nodes of
apparently healthy slaughtered pigs, from re-
gions of Sdo Paulo and Parana, Brazil, were
examined bacteriologically for the presence of
acid-fast bacilli.

A mesenteric lymph node was collected from
each slaughtered animal. A fragment was kept
in 10% of formaldehyde for histopathological
examination. The remainder portion was then
dipped in boiling water for approximately five
seconds being afterwards ground with sterile
fine sand in a mortar. After that, enough saline
was added in order to make a 10% suspension
which was subsequently treated by Petroff's
technique and inoculated in Loewenstein-Jen-
- sen, Stonebrinks and Sula media which were
then incubated as recommended previously?.

Ninety-five strains of mycobacteria were
isolated by this procedure representing 19%
of isolations among 500 materials examined
between August 1973 and September 1974.
The isolates were next kept on Loewenstein-
-Jensen medium and subcultured each three
months. All strains isolated by us were desig-
nated by the letter S followed by the material
number from which isolation was achieved.

Biochemical and cultural behavior — Tests
for nitrate reduction, catalase production and
its inactivation at 68°C, tween 80 hydrolysis,
pigment production, arysulfatase and tolerance
to 5% of sodium chloride were carried accor-
ding to the methods recommended by the
Center for Disease Control, Atlanta, Georgia (31).

The rate of growth was measured by cultu-
ring diluted inocula (4mg of bacilli per ml of
saline) on Loewenstein-Jensen slants with a 2mm

diameter loop. Those cultures showing visible
growth before four days were considered as

- rapid growers (Runyon’s group V). Other tests

used for identical purpose were formamidase
activity and growth on nutrient agar (1).

Niacin production (1), peroxidase activity (1),
amidases (2), growth on p-nitrobenzoic (PNB)
medium and on media containing either picric
acid (0,1 and 0,2%) or sodium salicylate (0,5
and 1,0mg/ml) as well as tolerance to 0,2%
of PAS (29, 30) were also included in this work.

To evaluate the best temperature for growth
all isolates were subcultured, with diluted ino-
cula, on Loewenstein-Jensen media and incu-
bated at 256°C, 30°C, 37°C and 42°C for at
least 60 days.

Immune sera — Fifty-six antisera against the
representative serotypes of the MAIS complex
were prepared in rabbits according to the sche-
ma of Schaefer (22).

Antigens preparation for agglutination tests —
Using as inocula a loopful of growth obtained
from Loewenstein-Jensen medium and ressus-
pended in bml of sterile saline, Roux bottles
with L.J. medium were inoculated with stan-
dard strains and our isolates. After incubation
at 37°C for three weeks enough PBS with 0,5%
of phenol was added to each culture in order
to obtain standard suspensions, two for each
microorganism, with turbidities matching tubes
numbers 2 and 10 of Mac Farland’s scale.

Agglutination tests — Two kinds of agglutina-
tion tests were performed in the present work:
the tube agglutination test — TAT (16, 21, 22,
26) and the slide agglutination tests — SAT (6)
slightly modified.

Regarding to the slide agglutination test the
first step was to determine the recommended
test dilution for each antiserum. That was achie-
ved by reacting two-fold dilutions of each anti-
serum in PBS, starting 1:5, and homologous
antigen standardized to tube 10 of Mac Far-
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_land’s scale. Using fifty-dropping pippettes,
0,02ml of each antiserum dilution was drop-
ped on a slide. Equal amounts of homologous
antigen were dropped over the antiserum dilu-
tions and mixed with a toothpick, starting al-
ways from the highest dilution. Readings were
made within a minute and the titre was consi-
dered as the highest antiserum dilution which
showed complete agglutination.

Concerning the test carried out with antigens
prepared with our isolates a strain was classi-
fied into a particular serotype if the bacterial
suspension was agglutinated by both antisera
of this type and not by the remaining antisera.
Agglutination caused by a single serum was
not considered as type specific. All isolates
even if negative in the SAT, were retested by
the TAT. In this latter test, Schaefer’s recom-
mendations (22) were followed with no modi-
fications.

Drug resistance tests — All our isolates were
examined for drug resistance by the proportion
method (3) slightly modified (19). Drugs in
appropiate concentrations were incorporated
to L.J. medium before inspissation. Drugs used
and respective concentrations are found in
Table 1.

Table 1 — Drugs, concentrations used and critical propor-
tions adopted for the determination of resistance to each
tuberculostatic

Concentrations in Critical

Drugs ) ;
ug/mi of medium  proportions

Isoniazid 0,2 1%
Streptomycin 4,0 10%
PAS 0,5 1%
Ethionamide 20,0 10%
Cycloserine 30,0 10%
Ethambutol 2,0 10%
Thiosemicarbazone 20 10%
Rifampicin 20,0 1%
Kanamycin 20,0 10%
Viomycin 20,0 10%
Capreomycin 20,0 10%

Histopathological studies — Fragments of the
mesenteric lymph nodes, from which myco-
bacteria were isolated were sent to the “Instj-
tuto Biolégico de Sdo Paulo, Brasil’”. These
were processed by the haematoxilin-eosin me-
thod to verify tissue alterations and by the
Ziehl-Neelsen’s staining to look for the presen-
ce of acid-fast bacilii. As controls, about 10%
{40 strains) of lymph nodes fragmenis, from

which no mycobacteria were isolated, were
examined by the same methods.

Results

Cultural and biochemical behavior — Based

upon the biochemical properties the ninety-five

mycobacteria isolated from swine were classi-

fied as follows: five (5,26%) belonged to Ru-

nyon’s group I, 87 {91,57%) to Runyon’s group

[Il and only three (3,15%) to group IV. Neither

Mycobacterium tuberculosis nor M. bovis as -
well as representative of Runyon’s group | were

isolated. Among group I, two strains (2,10%)

were classified as M. flavescens, two (2,10%)

as M. gordonae and one (1,05%) as MAIS

complex, serotype scrofulaceum. Concerning

group lll, 73 (76,84%) strains were classified

as MAIS complex, comprising 71 (74,73%)

strains of serotype intracellulare and two (2,10%)

of serotype avium. Fourteen (14,74%) strains

belonged to M. terrae complex. The isolates

of Runyon’s group IV behaved as M. fortuitum.

The results of biochemical and cultural be-

havior are presented in Table 2. The list of

strains belonging to Runyon’s group I, il and

IV as well as their designation are shown in

Table 3.

Serological properties — Among 14 strains with
biochemical behavior similar to MAIS complex
serotype scrofulaceum only one has been sero-
logically confirmed as that (serotype 41). The
remaining 13 and other 60 not pigmented which
had biochemical characteristics of MAIS com-
plex included two strains, one chromogenic
and other nonchromogenic which were clas-
sified as serotype 1, previously named M.
avium serotype /ntracellulare, and were distri-
buted among the following serotypes: 3,15%
(S143, S163, S4b7) belonged to serotype 4;
18,94% (S79, S98, S102, S104, S106, S117,
S118, S124, S134, S136, S148, S215, S350,
S45h8, S462, S480, S483 and S492) to serotype
6; 10,62% (S114, Sib56, 5168, S194, 5197,
$223, S233, $S250, S413 and S499) to serotype
7: 20,00% (S44, S80, S82, S95, S101, S159,
S164, S181, S188, S191, 5206, S231, S276,
5286, S3bb, S402, S440, S442 and S487) to
seiotype 8; 3,15% {574, S113, S414) to sero-
type 10; 3,15% (S190, S281 and S427) to se-
rotype 12; 1,06% (S125) to serotype 13; 2,10%
{8138 and S269) to serotype 14 and 1,06%
{5140} to serotype 15. The results concerning
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these findings are presented in Table 4. Four
strains (S226, $227, S242 and S245) showed
cross reactions with antisera 8 and 9; one
{S166) with antisera 6 and 8 and finally one
(S78) with antisera 7 and 12. Five strains (S777,
S128, S158, S284 and S419) were considered
as not identified since their antigens have not
reacted with any standard antisera. No strains
belonging to serotype 2, 3, 9, 11, 16, 17, 18,
19, 20, 24, 42 and 43 were isolated.

Drug resistance tests — All strains belonging
to the MAIS complex were resistant to isonia-
zid and PAS and sensitive to cycloserine. With
relation to streptomycin, ethionamide, etham-
butol, rifampicin, thiosemicarbazone, capreo-
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mycin, kanamicyn and viomycin the number
of resistant strains was higher as it can be seen
in Table 5. Concerning to the M. terrae com-
plex it was observed that all strains were resis-
tant to isoniazid, PAS and thiosemicarbazone
and sensitive to ethambutol, ethionamide, ri-
fampicin and viomycin. With reference to other
drugs the results were variable. Since the num-
ber of strains classified as M. gordonae, M.
flavescens and M. fortuiturn was low, no relia-
ble comparative study could be made.

Histopathological studies — Histopathological
examination of the lymph nodes from which
opportunist mycobacteria were isolated did not
reveal typical tuberculous lesions when exami-

Table 2 — Biochemical and cultural properties of mycobacteria isolated from the lymph nodes of swine in S&o Paulo,
Brazil. Number of positive tests in relation to the total number of strains in each species or complex studied

Species and complexes

Biochemical and cultural g 2 % % .
properties H Ee
Sa Sa Sx s So
Siow growth 2 2 74 14 0
Growth on nutrient agar 0 0 0 0 3
Growth on PNB 2 2 74 14 3
Growth at 25°C 2 2 74 14 3
Growth at 30°C 2 2 74 14 3
Growth at 37°C 2 2 74 14 3
Growth at 42,5°C 0 1 64 0 0
Growth at 45°C 0 0 43 0 0
Rough colonies on Loewenstein-Jensen medium 1 1 0 12 0
Photochromogenicity 0 0 0 0 0
Pigmentation 2 2 15 0 0
Niacin 0 0 0 0 0
Catalase 2 2 74 14 3
Catalase-pH 7,0/68°C 2 2 74 14 3
‘Semiquantitative catalase {more than 45mm) 2 2 9 14 3
Peroxidase 0 0 14 0 0
Nitrate reduction 0 2 0 14 3
Tellurite reduction 0 0 74 0 3
Arilsulfatase (3 days) 0 0 0 8 3
Arilsulfatase (15 days) 2 2 40 8 3
Tween 80 hydrolysis 2 2 0 14 2
Acetamidase 0 0 0 0 3
Benzamidase 0 0 0 0 0
Urease 0 2 56 0 3
Isonicotinamidase 0 0 0 0 0
Nicotinamidase 0 2 74 7 3
Pyrazinamidase 0 2 74 7 3
Salicilamidase 0 0 0 0 0
Allantoinase 0 0 0 0 3
Succinamidase 0 0 0 0 0
Malonamidase 0 0 0 0 0
Formamidase 0 0 0 0 0
Tolerance to PAS (0,2%) 0 0 53 14 3
Tolerance to picric acid (0,1%) 1 0 30 5 3
Tolerance to picric acid (0,2%) 0 0 0 0 3
Tolerance to sodium salicylate (0,5 mg/ml)} 0 2 71 14 3
Tolerance to sodium salicylate (1,0 mg/mi) 0 2 70 14 3
Tolerance to sodium chloride (5%) 0 0 0 7 3
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Table 3 — Strains of mycobacteria isolated from swine according to species or complex. S&o Paulo, Brazil, 1976

Species or .

complexes Strains

M. gordonae S$128, S130

M. flavescens S142, 5261

MAIS complex S44, S63, S74, S77, $78, S79, $80, S$82, S9%
S98, S101, $102, S104, S$106, S113, S114, S117,
S118, $124, S125, 5128, S134, S$136, S$138, $140,
$143, $148, S51586, S158, S159, $1863, 5164, S166,
5168, $181, 5188, 5180, 5191, 5194, $196, $197,
$206, S$215, $§223, 5226, S227, $231, $233, 5236,
§242, $245, S§250, $269, S276, $281, 5284, 5286,
S350, S§355, S402, S413, S414, S419, 5427, $440,
S442, S457, 5458, $462, $480, 5483, $487, $492,
S$499

M. terrae complex S4, S17, S$30, S37, Sh8, S67, S86, S139, S201,
$381, $390, 5408, 5435, 5489

M. fortuitum $193, $252, $264

Table 4 — Distribution of serotypes among MAIS complex strains isolated from the mesenteric lymph nodes of apparen-
tly healthy swine. S#o Paulo, Brazil, 1976

Serotypes Ni?::ii;Of % Strains
1 2 2,10 S195, $236
4 3 3,15 5143, $1863, 5457
6 18 18,94 S$79, 598, S102, S104, $106,
S117, S$118, S124, S134, 5136,
$148, S215, $350, $458, S462,
5480, $483, 5492 i
7 10 10,52 S114, 51586, 5168, S194, 5157,
5223, $233, S250, S413, 5499,
8 19 20,00 S44, S80, $82, S95, $101, S159,
S164, $181, 5188, S$191, S$2086,
5231, $276, $286, S355, 3402,
$S440, $442, 5487
10 3 3,15 S74, S113, S414
12 3 3,15 $190, $281, $427
13 1 1,05 S125
14 2 2,10 $138, S$269
15 i 1,05 S140
41 1 1,05 $63

ned by hematoxylin-eosin staining. Some ma-
terials showed inespecific alterations: also found
in lymph nodes from which no mycobacteria
were isolated.

Staining by Ziehi-Neelsen’'s method revealed
acid-fast bacilli in the following materials: 74,
118, 134, 136, 194, 233, 261, 264, 262 and 492.
Usually the baciili were found either dispersed
or assembled into giant cells, fig. 1. No lesion

characteristic of tuberculosis could be found
in the respective materials examined by hema-
toxylin-eosin staining.

The list of lymph nodes in which mycobac-
teria could be seen by Ziehl-Neelsen’'s staining
and the most evident lesions observed in tissue
sections stained by hematoxylin-eosin are pre-
sented in Tabie 6.
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Table 5 — Number of strains resistant to tuberculostatic
drugs among mycobacteria isolated from swine. S&o Paulo,
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Table 6 — Histopathological lesions more frequently ob-
served in lymph nodes from which mycobacteria were
isolated, S3o Paulo, Brazil, 1976

Histopathological lesions

Mycobacteria

Brazil, 1976
Strains
8
x Q

Concentraton § & & § &

. SS9 Qv E£au o £a

Drugs inyg/miof 85 §£ 85 8k 35

medium 8% 2% 2% 35 8%

Sa So =¥ S¥ 5o
Isoniazid 0,2 1 2 74 14 3
Streptomycin 4,0 1 2 68 1 3
PAS 0,5 2 2 74 14 3
Ethionamide 20,0 0 0 62 0 1
Cycloserine 30,0 0 0 0 2 1
Ethambutol 2,0 o 1 71 0 3
Rifampicin 20,0 1 2 61 0 1
Thiosemicarbazone 2,0 2 2 57 14 3
Capreomycin 20,0 1 0 69 3 2
Kanamycin 20,0 1 1 63 7 3
Viomycin 20,0 1 1 69 0 2

Material more frequent observed isolated
74 Hyperplasia of lymphoid MAIS complex
tissue serotype 10
118 Oedema of lymphatic MAIS complex
sinuses serotype 6
134 Rarefaction of lymphoid MAIS complex
tissue serotype 6
136 Hyperplasia of lymphoid MAIS complex
tissue serotype 6
194 Hyperplasia of lymphoid MAIS complex
tissue serotype 7
233 Hyperplasia of lymphoid MAIS complex
tissue serotype 7
261 Rarefaction of reticular M. flavescens
cells and discret eosinophilia
264 Discret eosinophilia M. fortuitum
462 Oedema of lymphatic MAIS complex
sinuses serotype 6
492 Hypoplasia of lymphatic MAIS complex
tissue serotype 6

Figure 1 — Histological section of lymph node (Material 74} stained by Ziehi-Neelsen’s method. Dispersed and agglo-
merated bacilli are seen in the tissue which showed no tuberculous-like lesions around bacilli. Magnification 100X




80 A.F. Pestana de Castro, O. Campedelli Filho & E. Waisbich

Discussion

Biochemical and cuftural properties — Detailed
comments on the biochemical and cultural pro-
perties of the isolated mycobacteria shall be
made only within Runyon’s group IHl, where
were allocated most strains of opportunist my-
cobacteria isolated in the present work, though,
in some instances, considerations will be made
in regard to other groups.

An unexpected result was provided by 14
strains of the MAIS complex which showed
pigmentation very similar to that found among
scrofulaceum serotype strains fact also obser-
ved with some strains of the MAIS complex
included on the avium serotype (25).

With relation to the production of niacin,
catalase and its inactivation at 68°C for 20’
with the exception of nine strains of the MAIS
complex which were able to produce more than
45mm of foam, nothing has been observed
different of other reports. Peroxidase activity
mentioned as negative for opportunist myco-
bacteria gave positive results in 14 strains of
the MAIS complex. Similar results have been
seldom reported by other workers (11, 14).

Regarding to the amidases it was frequently
observed that strains belonging to the MAIS
complex hydrolysed amidas 5 and 6, respecti-
vely nicotinamide and pyrazinamide. Rarely

.......
a typical behavior of the serotype scrofula-
ceum of the MAIS complex.

Though some slight differences were obser-
ved concerning temperature of growth, nitrate
reduction, tellurite reduction, arysulfatase and
tolerance tests it can be concluded that the
results were similar to those described by other
authors and did not give any additional infor-
mation which could be conclusive in the clas-
sification of these strains.

Serological properties — Our results indicated
that the SAT was very useful on the typefica-
tion of strains belonging to the MAIS complex.
Since no discrepancies were observed between
the SAT and the TAT, we believe that the for-
mer can substitute in routine work the tube
agglutination test.

Only five out of 74 strains of the MAIS com-
plex were not classified and might be new se-
rotype as it has been recently described for
MAIS complex microorganisms (17},

it is curious that among the 74 strains none
belonged to serotypes 2, 3, 9, 11, 16, 17, 18,

19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 42 and 43. On the
other hand it was verified a strong predomi-
nance of the tollowing serotypes: 6 (18 strains),
7 (10 strains) and 8 {19 strains) followed by
serotypes 4, 10, 12 (3 strains), 14 (2 strains)
and 13 and 15 with one strains each. The
fact that some serological types were not found
among our isolates perhaps could be explained
on the basis of the number of strains isolated
in the present work, in our oppinion still low.
Nevertheless it became evident the importance
of at least three serotypes as far as swines
are concerned: 6, 7 and 8. Regarding serotype
7 nothing can be said but the remaining two
have been both reported as very common in
other countries (12, 23, 26, 27, 28, 32).

The isolation of two strains of the MAIS
complex serotype 1 (formely called M. avium)
seems to be a frequency extremely low when
compared with other data reporting avium se-
rotype much more frequently (9). However it
must be observed that those authours have
used for the classification of their strains only
biochemical and pathogenic tests. It was pos-
sible that many of their isolates might be intra-
cellulare strains virulent for chickens (32). Ano-
ther fact is that many reports on the literature
(12, 23, 32, 15) have pointed out the MAIS
complex, serotype 2, as the most frequent
among swine contrasting with our findings
where both isclates belonged to serotype 1.

The isolation of the scrofulaceum serotype
from the lymph nodes of swine appears to be
a very rare event being very difficulf to evaluate
the role played by it as well as by other MAIS
complex strains, belonging to other serotypes
than 6, 7 and 8, in regard to disease among
swine.

Based upon other authors findings (6, 22)
and in the low frequency observed in the pre-
sent work we could say that the participations
of Runyon’s group H and iV on the pathoge-
nesis of swine mycobacteria are very poor and
probably not significant. The same could be
applied to the strains belonging to the M. terrae
complex, included in Runyon’s group iii.

Drug resistance tests — The behavior of dif-
ferent strains of mycobacteria as far as drug
resistance is concerned has demonstrated that,
generally, when a comparison was possible,
our findings were not opposite to those obser-
ved by other authors (13, 24).

On account of the higher number of MAIS
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complex isolates only this group deserves dee-
per considerations, as it has been done so far
in the present work. It was observed that the
resistance pattern of the scrofulaceum serotype
- was similar to other strains of the MAIS com-
plex. This kind of behavior has also contribu-
ted for the species M. scrofulaceum be inclu-
ded in the MAIS complex group (24). With
reference to this group it was observed that
these strains were resistant to most drugs used
in the sensitivity tests. With the exception of
cycloserine to which all strains were sensitive,
in relation to other drugs, most strains were
resistant. Usually M. terrae complex strains
were more sensitive to streptomycin than MAIS
complex strains and as a rule were sensitive
to ethionamide, ethambutol, rifampicin and
viomycin. These data confirmed other authors’
oppinion (13} concerning the use of drug resis-
tance tests as a clue for mycobacteria identifi-
cation at least in Runyon’s group Ill.

Histopathological studies — In the histopatho-
logical examinations carried out with fragments
of lymph nodes from which mycobacteria were
isolated two aspects deserve to be commented:
a) presence of acid-fast bacilli in tissues. b)
verification of tuberculous-like lesions in the
histological preparations.

In the first case our aim was to confirm that
the animals from which mycobacteria were iso-
lated were actually infected. Though fragments
of all lymph nodes positive on culture were
examined by Ziehl-Neelsen’s staining, only 10
materials (respectively numbers 74, 118, 134,
136, 194, 233, 261, 264, 262 and 492) showed
acid-fast bacilli either dispersed or agglomera-
ted in the tissue. This low number of positive
materials in Ziehl-Neelsen's staining and its
significance may be explained as follows. If
serial cuts had been made probably more ex-
tensive areas would be studied giving conse-
quently a higher number of positive results.
Though in mycobacteriosis may occur extensi-
ve lesions indistinguishable of typical tubercu-
losis, generally they are very tiny (26). Thus, it
is probable that the fragments collected for
examination had not either lesions or fast acid
bacilli. As it was commented in the results,
in all cases, the histopathological findings did
not reveal lesions which suggest tuberculosis.
Most alterations, found were also seen in the
lymph nodes from which no mycobacteria were
isolated. Among these lesions the following
appeared more cgmmonly: hyperplasia and
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hypoplasia of the lymphatic tissue, edema of
the lymphatic sinuses and decreasing of reti-
cular cells. It seems that these alterations are
found very ofterr in mesenteric lymph nodes
of swine and the fact that it was possible to
find acid-fast bacilli in some lymph nodes with
no significant lesion sorrounding them allowed
us to concluded that the alterations observed
in some lymph nodes from which mycobacteria
were isolated can not be correlated with the
opportunist mycobacteria.

Another important point is that-with the ex-
ception of materials 261 and 264 from which
were isolated respectively M. flavescens and
M. fortuitum, all the remaining have provided
isolates which were classified as one of the
intracellulare serotypes of the MAIS complex.
Although this fact could be explained by the
higher frequency of isolates within this group,
it shall be advisable reminding that other au-
thors have also found that this group of mi-
croorganisms is more pathogenic for swine than
other opportunist mycobacteria (16, 26, 27).

Based upon our results we think that Ziehi-
-Neelsen’s staining of lymph nodes is an auxi-
liary tool for the diagnosis of sub-clinical my-
cobacteriosis, mainly when lymphatic tissue is
involved in the process with the presence of
very tiny lesions.

Epidemiological considerations on the oppor-
tunist mycobacteria isolated from apparently
healthy swine — The examination of 500 me-
senteric lymph nodes of swine permited the
conclusion that Runyon’s group il strains, re-
presented by the MAIS complex, are the most
important among pigs. That was confirmed by
other authors who observed that intracellulare
serotypes, mainly serotype 6 can cause mesen-
teric lymphadenitis in hogs (16, 26, 27).
Though at least 23 serotypes have been des-
cribed in the MAIS complex (22), it became
evident in this work that in Brazil strains of
serotypes 6 and 8 are the most frequent among
swine. The remaining MAIS complex strains
found in low number by us and others (12,18,
23) probably do not play an important role as
aetiological agents of swine mycobacteriosis.
It is probable that opportunist mycobacteria
are mainly transmitted by soil which can con-
taminate water and food to be given to animals
{20). How can we therefore explain the rela-
tionship between the higher frequency of sero-
types 6 and 8 swine and the presence of these
serotypes in soil? In Brazil, there is no work on
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the serology of opportunist mycobacteria iso-
lated from soil. The isolation of several strains
of the MAIS complex from soil in Brazil was
not completed with serological studies (7).
Thus, since data are missing concerning sero-
logy of strains isolated from soil, we think that
spme of the following possibilities should be
considered: a) serotypes 6 and 8 are more pre-
valent in soil either due to a direct influence ot
pigs or not and have more possibilities of in-
fecting these animals; b) the different seroty-
pes of the MAIS complex are more or less
equally distributed in soil and pigs are more
susceptible to infection by serotypes 6 and 8;
c¢) pigs are more liable to be infected by these
serotypes and the infected animals keep the
soil constantly contaminated, causing conse-
quently a higher frequency of these serotypes
in soils where pigs are bred.

Since soll and consequently air dust can
harbour these microorganisms we could accept
the hypothesis that the contamination of lymph
nodes might have happened during collection
of them in slaughterhouses. This possibility
shall be eliminated since special care has been
undertaken to avoid that, by quick boiling of
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influéncia de fatores de
crescimento em Chiorella

Cenira Vanacor Barroso”
& Auta Marietta de Jesus Nonato*

Resumo

Influéncia de vérios fatores sobre o crescimento de duas amostras de algas unicelulares,
designadas Chlorella 2 | e Chlorella 11 |. Foram estudadas fontes de carbono como saca-
rose, glicose e acetato, na proporcio de 0,4g de carbono por 100m! de solucdo, na pre-
senca e auséncia de luz, sem aeracio e com agitacdo. Os dados obtidos confirmaram os
da literatura, demonstrando que a glicose, para ambas as amostras, foi a melhor fonte de
carbono. A troca da fonte de nitrogénio, de nitrato (0,1g%) para polipeptona (0,1g%}),
sem aeracdo forcada, em presenca de luz e agitacdo, ndo apresentou resultados satisfato-
rios. Usando glicose e nitrato, como fontes de carbono e nitrogénio, foi testada a adicio
de algumas vitaminas. A adicdio de cianocobalamina (0,01mg%), tiamina (0,01mg %), bio-
tina (0,01mg%) e extrato de levedo (0,01mg%) nfo provocou aumento, em qualquer das
duas espécies.

Summary

The influence of growth factors upon Chlorella

The influence of several factors on the growth of unicellular algae named Chlorella 2 /1
and Chlorella 11 1. Carbon sources as sacarose, dextrose and acetate in a proportion of
0.4g of carbon per 100mti of solution were assayed in presence and absence of light, wi-
thout aeration. Dextrose behaved as the better carbon source in both conditions.

When polipeptone (0.1g%) was used instead of nitrate {0.1g%), without aeration in pre-
sence of light and agitation the results were unsatisfactory. Using dextrose and nitrate as
carbon and nitrogen source, some vitamins were assayed. The adition of cyanocobalami-
ne {0.01mg%), thiamine {0.0img%), biotin (0.01mg%]) and yeast extract {0.1g%) did not
improve growth of both strains.

Introducido

A influéncia da fonte de carbono no cresci-

mento de Chlorella foi observada por varios
pesquisadores. Griffths & col. (5), testaram va-
rios compostos de carbono na proporcdo de
1g%, no crescimento de Chlorella vulgaris,
mostrando que a glicose foi melhor assimilada.
Mais tarde Griffths (4}, trabalhando com Ch/o-
rella vulgaris cepa Emerson, demonstrou ser a
glicose uma fonte de nutriente, na concentra-
cdo de 0,05M ou 0,99%, usando ar com 1%
de CO, e CO, isento de ar, na presenca e na
auséncia de luz. Rodrigues-Lopes (7), em estu-
do mais completo, confirmou os dados de Gri-
ffths, trabalhando com varias monoses, na
proporcdo de 16mM {ou 0,28g% ) em auséncia

e presenca de luz, com e sem aeracdo. De-
monstrou haver melhor crescimento com fru-
tose e manose, sem aeracdo, em presenca de
luz.

Os objetivos do presente trabalho foram:
verificar a validade dos dados da literatura, com
relagdo a utilizac8io de fonte de carbono, para
as duas espécies de Chlorella isoladas; estabe-
lecida a melhor fonte de carbono, observar o
efeito ‘da troca de nitrogénio, de nitrato para
polipeptona, no crescimento das amostras; fi-
nalmente, verificar se a adicdo de vitaminas,
em meio padronizado quanto a fonte de car-
bono e nitrogénio, acelera ou n3o o cresci-

mento.

* Universidade Federal do Rio de Janeiro, Escola de Quimica, llha do Funddo, 20000 Rio de Janeiro RJ.
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Material e Métodos

Amostras — Algas isoladas de aguas proximas
ao pontilhdo, atrds do Bloco H na llha do Fun-
ddo; classificadas segundo Bicudo & col. {1} e
Chapman & col. (2): Chlorella 21 — células de
dimensdes diametrais de 3,6 a 4,5um; e Chlo-
refla 11 1 — células de dimensdes diametrais
de5,4a8,1Tum.

Meios — Para obtencdo de cultura estoque:
Meio Difco Bacto Algae culture — codigo 0545;
Nitrato de sédio 1,0g/%; Fosfato dipotéssico
0,25g/%; Sulfato de magnésio 0,513g/¥; Clo-
reto de amdnio 50mg/¢; Cloreto de célcio
58mg/R; Cloreto férrico 3mg/#; Bacto agar
16g/L. Esterilizacdo: 1/2 atmosiera, por 15 mi-
nutos. Para obtencdo das curvas de cresci-
mento. Meio da Difco sem o agar-agar.

Cultura Estoque — Cultura axénica de Chlorella
2 | e Chlorella 11 | foram mantidas a 30°C, no
periodo de 7 dias, em 4ml de meio Difco incli-
nado. O meio foi colocado em tubns de ensaio,
de 16mm de didmetro por 160mm de compri-
mento, colocados em plano inclinado, sob 1dm-
padas de 20 watts, situadas a 20cm e distan-
cia. As células obtidas foram lavadas e ressus-
pensas com solucdo salina contendo 0,8bg de
NaCl por litro de solucdo e utilizadas para a
determinacdo das curvas de crescimento.

Curvas de crescimento — Determinadas em
frascos Erlenmeyer de 250ml, contendo 50ml
de meio Difco ndo agarizado, com pH inicial
6,0. Os frascos foram colocados em agitador
mecéanico Thomas Scientific American, modelo
8-287-E, com 50 a 100 oscilacdes por minuto.
A iluminacdo dos cultivos foi feita por duas
lJuminérias, contendo, cada uma, guatro lam-
padas fluorescentes de 20 watts, dispostas ho-
rizontalmente a 20cm. de distancia. A absor-
bancia inicial dos cultivos era 0,1 e correspon-
dia, na curva de peso seco, a 0,3bg de células
secas para Chlorella 2 | e 0,23 de células secas
para chlorella 11 |, no coprimento de onda de
430nm, medido em aparetho Spectronic 20
da Bausch Lomb. Em intervalos de 24 horas
as amostras foram retiradas, lavadas com so-
lucdo salina e ressuspensas na mesma solu-
¢do, para a leitura da absorbancia. O tempo
total das experiéncias foi de 7 dias, que inclui-
ram: a — curva de crescimento em meio Difco
sem fonte de carbono e sem aeracdo forcada,
em presenca de luz. Obs.: nas experiéncias
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seguintes, foi feito um branco, dentro das con-
dicdes deste item; b — Curvas de crescimento
em meio Difco com as seguintes fontes de car-
bono, em presenca e auséncia de luz: sacarose
0,959%, glicose 1,0g% e acetato 1,359%. Es-
tes valores correspondem a 0,4g de carbono %.
Obs.: nas experiéncias em auséncia de luz, os
frascos foram envolvidos em papel laminado
“Reynold Wrap'’; ¢ - curvas de crescimento
em meio Difco sem nitrato, com 1g% de gli-
cose, no claro, onde se adicionou 0,1g% de
peptona; d — curva de crescimentd em meio
Difco com nitrato, com 1g% de glicose, no
claro, onde se adicionou 0,1g de extrato de le-
vedo; e — curvas de crescimento em meio Dif-
co com 1g% de glicose, no clarc, sem extrato
de levedo, onde se estudou, em separado, a
influéncia da adic3o de vitaminas: 0,01mg%
de cianocobalamina, 0,1Tmg% tiamina ou
0,01mg% biotina, segundo Endo & col. (3).

Em base as curvas de crescimento obtidas,
foi calculado o valor da velocidade especifica
de crescimento e do tempo de geracdo para
cada curva.

Resultados e Discussao

A representacio grafica do crescimento da
alga esta contida nas figs. 1-4 e os dados agre-
gados na Tabela 1. Os resultados revelam que
a glicose foi o aclcar melhor utilizado, princi-
palmente em presenca de luz. Isto é dedutivel,
pois, nessas condicoes, o metabolismo auto-
trofico é adicionado do heterotrofico, confir-
mando os dados na literatura.

A sacarose foi mau utilizada pelas duas amos-
tras. Ndo houve, basicamente, influéncia da
adicdo de sacarose, como se verifica pelas
curvas de crescimento, em que, a em meio
mineral, apresenta praticamente 0 mesmo per-
fil que a curva com sacarose. Deduz-se que as
algas estudadas ndo contém invertase em seu
aparelhamento enzimatico ou as condicOes de
pH adotadas ndo favoreceram a atividade des-
sa enzima. Griffths & col. (5}, verificaram re-
sultado semelhante com Chlorella vulgaris.

O acetato foi utilizado por Chlorella 21, tanto
em presenca como em auséncia de luz, porém
com crescimento inferior ao obtido em meio
adicionado de glicose. A utilizacdo ndo foi
comprovada para Chlorella 11 1, tanto no claro
€COMOo No escuro, pois o crescimento foi menor
do que o obtido com meio base.

Nakayama & col. (6} estudaram a adicdo de
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Tabela 1 — Crescimento da Chiorella 11} e da Chlorella 2| Figura 2 — Crescimento de Chlorefla 2| em meio Difco
em mg células/ml de meio Difco Algae Culture 0545 adicio-  adicionado de fontes de carbono
nado de 1g% de glicose em presenca de juz

Chlorella 111 Chlorella 2 |
Tempo | A) Com ni- | B} Com poli-| A} Com ni- | B) Com poli-
(dias} trato peptona trato peptona

A {mg/mi) | B) (mg/ml) | A) {mg/mi}| B {mg/mi} d
0 0,23 0,23 1,75 1,3 £
1 1,2 1,7 18 7.7 :
2 4,4 4,8 3,8 10,6
3 8,8 8,2 47,0 13,0 i
4 10,5 8,1 44,0 15,1 &
5 10,2 8,2 47,0 14,1 §
6 10,2 8,2 47,0 14,1 3
7 10,2 8,2 47,0 14,1

A) Com nitrato 0,19% B

B) Com polipetona 0,19%

Figura 1 — Crescimento de Chlorella 111 em meio Difco

.. Tempo (dias)
{Base) adicionado de fontes de carbono
— O — Base + luz

— /\ — Base + glicose com luz
— A — Base + glicose sem luz

— [J — Base + acetato com luz
— B — Base + acetato sem luz

— @ — Base + sacarose com luz

20 —

Figura 3 — Crescimento de Chlorella 111 em meio Difco
adicionado de vitaminas

10—

Concéntragio de células (mg/ml)

Concentracio de células {mg/ml}
1

01 T T I T T T |
o 2 4 8 8 i Z/Z/ o
Tempo (dias} 4
o1 ' I ' T T ml
o 2 4 6
Tempo {dias}
— Q — Base + luz
— /\ — Base + dlicose, com luz — 3 — Base + dlicose + luz
— & — Base + glicose, sem luz — O — Extrato de levedo
— [} — Base + acetato, com luz — @ — Cianocobalamina
— B — Base + acetato, sem luz — /A — Tiamina
— @ — Base + sacarose, com luz — & — Biotina
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Figura 4 — Crescimento de Chlorefla 2| em meio Difco
adicionado de vitaminas

Concentracio de célutas {mg/mi}

Tempo (dias}

— [J — Base + glicose + luz
— O — Extrato de levedo

— @ — Cianocobalamina

— /\ — Tiamina

— A — Biotina
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tina, ha inibicdo do crescimento, para ambas
as amostras.

As observacdes feitas permitem destacar as
conclusBes mencionadas em seguida. 1 —
Quando se trabalha com meio adicionado de
glicose, em presenca de luz, com agitacdo me-
canica, sem aeracio forcada, o melhor cresci-
mento & conseguido em quatro dias para a
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Influéncia da concentracéo
de NaNo; na producdo

de biomassa

de Chilorella homosphaera®

F.P. de Franca™*
& M.C. Yuan™*

Resumo

A microalga Chlorella homosphaera foi cultivada em condig8o mixotrofica usando 1,00%
(p/v) de glicose. Como fonte luminosa, foram usadas seis ldmpadas fluorescentes G.E.
de 20 watts, a distancia de 30 cm, assegurando iluminacdo homogénea para todo o cul-
tivo. A agitac8o foi em agitador reciproco a 200 oscilacdes por minuto e a concentracéo
inicial de células de 0,03% (p/v). As concentragbes de NaNO, testadas foram de 0,06 a
5,00% (p/v). Maiores quantidades de biomassa foram obtidas nas concentracdes de 0,10
a 1,00% (p/v) de NaNO,, resultando em rendimento 0,50g de biomassa/g de glicose.
Inibicdo de crescimento ocorreu quando a concentracdo de NaNO, foi de 3,00% (p/v).
O aumento da concentracdo de nitrato no meio de cultura resultou no aumento do con-
teGdo de proteina nas células. O estudo cinético da utilizac8o de glicose 1,00% {p/v) e
nitrato (0,10% - p/v) mostrou o consumo de 75% desses nutrientes, apos 72h de cultivo.

Summary

Influence of the NaN03 concentration on the production of Chlorella homosphaera biomass

The microalga Chlorella homosphaera was cultivated in mixotrophic conditions using
1.00% (w/v) glucose concentration. As luminous source, six fluorescent light bulbs placed
at 30 cm distance were used, assuring an homogeneous illumination for all cultures. Agi-
tation was in a reciprocal Shaker at 200 strokes/min. and initial cell mass concentration
0.03% {w/v). Experiments on the influence of NaNO, concentration, both in biomass
production and protein content of the cell were carried out. Concentrations of NaNO
employed were in the range of 0.06 — 5.00% (w/v). From 0.10% (w/v) to 1.00% (w/v?
the production of biomass was quite satisfatory, resulting in a yield factor of 0.50g of
biomass/g of glucose. Inibition of the algal growth ocurred at a sodium nitrate concen-
tration of 3.00% (w/v). Increasing the nitrate concentration in the culture medium resul-
ted in a increase in the cell protein content. Kinetic study of both glucose 1.00% (w / v)
and nitrate 0.10% (w / v) utilization showed a 75% comsuption of these nutrients after
72 hours of cultivation.

introducgdo

A producdo de proteinas por fontes ndo con-
vencionais, como a partir de leveduras, bolores
e algas, tem conduzido a utilizacdo de algas
microscopicas como fonte de alimentacdo hu-
mana ou para rac8o animal, motivando inves-
tigactes no campo da ficologia (1, 2 e 4).

Recentemente, &as microalgas assumiram
importéncia fundamental, na determinacdo do
grau de eutroficacdo de lagoas e no tratamento
de residuos nitro-fosfatados, com a subseqlien-

te transformac8io desses em racfo animal (5,
18 e 19).

Entretanto, & fundamental, para a obtencdo
de biomassa, o conhecimento do valor nutriti-
vo e a padronizacdo biclogica, para determina-
cdo das condicdes necessarias a producdo (8).

A utilizacdo de compostos inorgénicos por
microalgas tem sido estudada por numerosos
pesquisadores (10, 12 e 14), os quais tém de-
monstrado que a fonte de nitrogénio, as dife-

* Departamento de Engenharia Bioquimica, Escola de Quimica, U.F.R.J. llha do Fund3o, 20000 Rio de Janeiro RJ. —
Trabalho realizado com auxilio do CNPq e CEPG — U.F.R.J.

** Bolsistas do C.N.Pq.
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rentes velocidades de utilizacdo do nitrogénio
e a variacdo do metabolismo conduzem ao au-
mento no teor de varios aminoacidos, na célu-
la. Spoehr & Milner (15} observaram que o con-
tetdo de nitrogénio em células varia muito,
dependendo do suprimento da fonte nitroge-
nada. Pratt & Johson (11}, trabalhando em
condic8o fotoautotrofica, verificaram que os
teores de lipidios e proteinas, em células de
Chlorella, variavam quando usaram apenas dois
valores para relacdo carbono/nitrogénio no
meio.

Este trabalho visa verificar a influéncia da
concentracdo de nitrato, na producéo de bio-
massa e no teor proteico da célula.

Material e Miétodos

Meio de Cuftura (base) — NaNO,, 1,0g; K,HPO,,
0,250g; MgSQ,, 0,513g; CaCl,, 0,058g; FeCls,
0,003g; agua destilada g.s.p., 1.000ml.

Inéculo — Foi usada cultura de Chlorefla ho-
mosphaera, isolada de &gua represada, na ci-
dade do Rio de Janeiro. Para padronizacédo do
inéculo, a microalga foi mantida em meio de
cultura base, em condicdo mixotrofica. Em in-
tervalos de 12h, foram retiradas aliquotas de
bml e as células separadas por centrifugacéo a
8.000xg, lavadas trés vezes com agua destilada
e ressuspensas também em agua destilada.
A concentracdo celular fol determinada atra-
vés da curva de calibracdo que relacionava
absorbancia a 430nm, medida em espectrofo-
tdmetro Spectronic 20, com peso seco de cé-
lulas. A temperatura para determinacédo da por-
centagem de umidade de secagem foi 90°C, e
as medidas feitas até peso constante. Com os
dados obtidos, foi tracada a curva de cresci-
mento, obtendo-se o maximo de crescimento
com 72h de cultivo, com velocidade especifica
de crescimento igual a 0,14h-",

Em todas as experiéncias, foi usado, como
in6culo, 0,03g de células para 100m! do meio
de cultura.

Condi¢cdes de cultivo — Volume do meio de
cultura: 100mi/Erlenmeyer de 500ml. Agitacdo:
100 oscilagGes por minuto, em agitador reci-
proco marca Artur H. Thomas. Temperatura,
30°C; pH inicial, 6,0; células iniciais, 0,03%
(p/v). lluminacdo: seis lampadas fluorescentes
GE, de 20 watts a distancia de 30 cm.

Os experimentos foram feitos em meio de
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cultura base — isento de sua fonte original de
nitrogénio — adicionado de 1,00% {p/v) de
glicose, sendo testadas as seguintes concen-
tragdes de NaNO,: 0,06 — 0,10 — 0,12 — 0,18
- 0,24 — 0,50 — 1,00 — 2,00 — 3,00 — 4,00
e 5,00% (p/v).

Determinacdo da biomassa — Apds 72h de
crescimento, as células foram centrifugadas e
lavadas trés vezes com Agua destilada. A ab-
sorbancia, determinada apds a ressuspensdo
das células foi relacionada com o peso seco
celular.

Determinacdo de proteinas — Apbs 72h de
cultivo, as células foram centrifugadas e lava-
das trés vezes com agua destilada e, em segui-
da, tratadas trés vezes com metanol P.A. para
extracdo da clorofila e duas vezes com éagua
destilada, para remocdo de excesso de meta-
nol. Depois de clarificadas, foram ressuspensas
em Aagua destilada, tratadas com solucdo de
NaOH a 20% e aquecidas em B.M. a 100°C,
por 10 min. Em seguida, foi feita a dosagem
de proteinas pelo método de Stickland (16).

A curva padrdo foi feita usando Albumina
Bovina Fracdo V — SIGMA, contendo 16%
de nitrogénio total.

Determinacdo de nitrato — foi feita de acordo
com os trabalhos de Smith {13) e Swann &
Adans (17).

Determinacdo de glicose — Feita segundo a
técnica da glicose oxidase, de acordo com Har-
tel & col. (6). '

Resultados e Discussao

A influéncia da concentracdo de NaNQ,,
na producdo de biomassa e proteina celular em
Chlorella homosphaera, esta representada na
Tabela 1. O consumo de glicose (1% - p/v) e
NaNO, (0,1% - p/v), na producdo de biomassa
de Chlorella homosphaera, na fig. 1.

Estudos realizados por Nielsen & Ludin (9),
em leveduras, demonstraram que a quantidade
de proteinas na célula, depende da concentra-
¢do de nitrogénioc no meio de cultura.

Posteriormente, Miller & col. (7), trabalhando
com Chlorella sorokoniana, ratificaram esses
resultados, obtendo 39,1% de proteinas, usan-
do a concentracdo de 0,50% (p/v) de KNO.,.
No presente trabalho, o maximo de biomassa
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Figura 1 — Producd@o de biomassa de Chlorella homosphaera: consumo de glicose e NaNO;

3 F1.0 F0.10
t ® ®
s °
N y
1S ®
4] - E _
g ? 2 E
© = o
v O ] —
" '+ < o~
v [) ©
= "3 o
3 tos stoos £
. © 2
®
o
¥
o
o 117
[=3
]
x X
o o
G
0 T v T T v : y . r 0 0
10 20 30 40 50 60 70 80 90
® celutas
M glitose
o NaNog

Tabela 1 — Influéncia da concentracdio de NaNO, na pro-
ducdo de biomassa e proteina celular de Chlorella homos-
phaera com 72 horas de cultivo

NaNO3 Peso seco de células| Quantidade de protei-
% plv % p/v nas nas células secas.
g%
0,06 0,340 + 0,027° 20,10° + 0,07°
0,10 0,500 + 0,015 20,12 + 0,04
0,12 0,530 + 0,008 20,22 + 0,04
0,18 0,530 + 0,100 24,42 + 0,08
0,24 0,530 + 0,010 24,67 + 0,08
0,50 0,502 + 0,041 25,67 + 0,08
1,00 0,460 + 0,070 27,07 + 0,08
2,00 0,400 + 0,004 30,12 + 0,08
3,00 0,042 + 0,005 32,67 + 0,08
4,00 0,042 + 0,003 40,07 + 0,08
5,00 0,042 + 0,003 44,07 + 0,08

@ — Meédia de quatro experimentos

b _ Desvio padrio da média

foi obtido quando se usou NaNO, na faixa de
0,10 — 1,00% (p/v); o aumento da concentra-
cdo de nitrato no meio de cultura resultou no
aumento do contetido de proteina na célula.
Witsch (20), trabalhando com Chlorella sp.,
obteve uma producdo maxima de biomassa —
0,50% (p/v) de células secas em 20 dias de

cultivo. Analisando os resultados de Witsch

{20), embora o mesmo tenha trabalhado em
condicdes fototréfica, torna-se possivel, sob
certo aspecto, tracar um paralelo com 0s nos-
sos resultados. Os resultados obtidos neste
trabalho — 0,53% (p/v) de células secas com
72h de cultivo — sugerem que a condicdo mi-
xotrofica proporciona methor rendimento na
producdo de biomassa e, considerando princi-
palmente o fator tempo, 0 seu conseqiiente
aproveitamento industrial.

Considerando ainda que o efeito inibidor de
NaNO, sobre a Chlorella homosphaera tornou-
se estatisticamente significativo somente a par-
tir de 3,00% (p/v), o que ndo & fativel para
Chlorella pyrenoidosa — cujo crescimento tor-
na-se inibido a partir de 1,00% de KNO, (8) —
conferido aquela alga forte tolerncia ao ni-
trato, torna-a passivel de utilizacdo na conver-
sdo de residuos nitrogenados em racdo animal.

Ao relacionar a producdo de biomassa aos
consumos de glicose e nitrato, ocorrido ao ni-
vel de 75%), torna-se bioquimicamente com-
preensivel, visto que, a glicose nestas condi-
cdes de cultivo — mixotrofica — suprime a
maior quantidade dos metabdlitos intermedia-
rios do ciclo de Calvin (3), enquanto o nitrato
é utilizado na producdo proteica.
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isolamento e caracterizacao
parcial de um tipo de
herpesvirus bovino*

Falvio José Alice**

Resumo

Nove amostras de um virus foram isoladas de bovinos. Sete foram encontradas no epi-
télio podal, enviado ao laboratério para diagnostico de febre aftosa. Outra estirpe foi ob-
tida do pulmé&o hepatizado de bovino abatido em matadouro e a nona, isolada de um noé-
dulo cutaneo. As propriedades fisicas e quimicas foram caracteristicas do grupo dos her-
pesvirus. Em cultivo de RFB, as amostras produziram ECP semelhante, entretanto, no
houve formacdo de sincicios. Os bezerros, coelhos, cobaios, camundongos adultos e de
0-1 dia de idade e frangos inoculados com o virus, permaneceram clinicamente normais.
O virus ndo cresceu, nem produziu lesdes em embrides de galinha e ndo teve atividade
hemaglutinante ou hemadsorvente. Sorologicamente, mostrou-se ‘distinto de BHV-1,
BHV-2 e PHV-1.

Summary

Isolation and partial characterization of a type of bovine herpesvirus

Nine strains of a virus were isolated from cattle. Seven were found in foot epithelium
submitted to the laboratory for foot-and-mouth disease diagnostic. Another strain was
isolated from a hepatized lung of a steer killed at an abattoir, and the ninth was isolated
from a skin nodule. The physical and chemical properties were chacacteristic of the
herpesvirus group. The strains produced a similar CPE in BEK culture, but there was no
syncytia formation. The calves, rabitts, guinea-pigs, adult and 0-1 day old mice, and

cockerels inoculated with the virus remained clinically normal. The virus failed to grov

or to produce lesions in chicken embryos, and had no hemagglutination or hemadsorption
activity. Serologically the virus was distinct from BHV-1, BHV-2 and PHV-1.

Introducéc

ginarias de bovinos, cujas qualidades asseme-

Iham-se as do grupo herpético.

Nos ultimos anos, tém ocorrido varias adi-
¢Oes a lista dos herpesvirus de origem animal.
Entre os bovinos, além dos ja catalogados (21),
foram encontrados outros, que apresentaram
caracteristicas anélogas as do grupo herpético.

Material e Métodos

Estes virus foram isolados de bovinos acome-
tidos por diferentes afeccdes (10, 15, 16, 19),
inclusive de animais cancerosos {9, 12, 20). O sig-
nificado patogénico dessas estirpes ndo ficou
perfeitamente definido, do mesmo modo ocor-
rendo com as cepas por nos estudadas.

No presente relato sdo apresentados os resul-
tados dos estudos sobre o isolamento e carac-
terizacdo parcial de nove amostras de virus ori-

Origem e processamento do material — Nestes
estudos, procedeu-se ao exame de diferentes
tecidos, colhidos de bovinos, como: epitélios
da boca e patas enviados ao laboratorio para
diagnostico da febre aftosa, porc8es de pulmic
e raspados de nodulos cutdneos. Depois de
lavados com solucdo fisiologica, os espécimes
foram emulsionados na proporcdo de 10% em
meio de manutencdo (solucdo de Earle, com

0,6% de lactalbumina hidrolizada e 0,1% de

* Trabalho realizado no Instituto Biolégico da Bahia, 40.000 Salvador BA
** Escola de Medicina Veterinaria. Universidade Federal da Bahia (UFBa.), Salvador, Bahia. Pesquisador do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico {CNPq.). Resumo apresentado ao XV Congresso Brasileiro de
Medicina Veterinaria. Rio de Janeiro, RJ 25-30 de outubro de 1976.
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extrato de levedo — ELL), a emulsdo centrifu-
gada a 3.000 rpm, por 30 min a 5°C e o sobre-
nadante tratado com antibioticos. No caso dos
espécimes suspeitos de aftosa, reservavam-se
2.3mi das emulsdes antes da adicdo do cloro-
formio, utilizando-se, apenas, 08 negativos.

Cultura de tecido — A preparacdo das culturas
primarias de rim fetal bovino (RFB) seguiram o
processo referido anteriormente (2). Os cultivos
em garrafas de Roux serviram para culturas
secundarias, cujas células foram congeladas a
— 70°C em meio nutritivo, contendo dimetil-
sulféxido. O meio de crescimento dessas cé-
julas foi o de Johnson & Smith (8). Outros sis-
temas celulares também foram empregados,
como: MDBK e AUBEK, LLC-MK, e 1B-RS-2
(células renais de bovino, macaco reso e suino,
respectivamente).

Caracteristicas fisico-quimicas — A sensibili-
dade do virus ao éter etilico e ao cloroférmio
foi examinada segundo os métodos de Andre-
wes & Horstmann (3) e de Feldman & Wang
(7), respectivamente. A atividade ao desoxico-
lato de sodio foi ensaiada nas diluicdes a 1:500
e 1:1.000, titulando-se o virus ap6s 60 min de
incubacio em banho-maria a 37°C. A estabi-
lidade ao pH 3,0 e ao aguecimento foi determi-
nada pelos métodos descritos anteriormente (2),
sendo que, nestes experimentos, a tempera-
tura foi de 56°C, por 30 min. O tipo do &cido
nucleico foi determinado, indiretamente, pela
5-iodo-2'-desoxiuridina (IDUR), na concentra-
c3o de 35 ug/ml, isoladamente, ou em combi-
nacdo com a timidina, na proporcdo de
25 ug/ml. Um grupo de tubos previamente la-
vados com solucdio de Hank’s foi tratado pelo
IDUR, por 2h a 37°C, antes da inoculacéo do
virus (500-1.000 DICT,). Depois de 60 min de
adsorcdo o material infectante foi removido, adi-
¢ionando-se novo meio com |DUR. Outro gru-
po de tubos, tratado da mesma maneira, re-
cebeu a timidina e todas as culturas foram rein-
cubadas a 37°C, incluindo-se os respectivos
controles. Quando o efeito citopatico (ECP)
atingiu a0 maximo nos controles do virus, as
culturas foram congeladas a — 70°C. Uma vez
descongeladas, foi o material reunido conforme
o tratamento, centrifugado para clarificagéo e
o sobrenadante titulado.

Hemaglutinacdo e hemadsor¢cdo — As provas
de hemaglutinacio seguiram o método de
Salk (17) e as de hemadsorcdo, o de Shelokow -
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& col. (18), empregando-se eritrocitos de co-
baio, galinha e humano do tipo 0. Utilizou-se,
como diluente, a solucdo de Dulbecco, sem o0s
fons Ca++ e Mg++ e as leituras foram realiza-
das depois de 2h de incubacdo a temperatura
ambiente ou em geladeira a 5°C.

Animais de experimentacdo e embrides de ga-
linha — O material infectante foi inoculado pelas
vias e doses usuais, em camundongos de 3-4
semanas e de 0-1 dia de idade, cobaios, coe-
lhos e frangos. Em outro experimento, foram
utilizados quatro bovinos de 6-8 meses de idade.
Um deles recebeu 10ml da suspenséo virulenta
por via venosa; ao segundo, aplicou-se 3ml por
via intradermolingual e 1ml por instilagdo nos
olhos: no terceiro, foram infiltrados 3ml na
coroa e espaco interdigital dos cascos diantei-
ros, praticando-se as injecdes no animal anes-
tesiado pelo ““Rompum’’ (Bayer). O Gltimo bo-
vino serviu como contacto.

Ovos de galinha embrionados receberam o
virus na membrana alantéide e cavidade alan-
téica. Grupos de embrides eram sacrificados a
intervalos regulares, aproveitando-se 0s liquidos
embrionarios e os proprios embrides para ino-
culacdo em cultivos de RFB.

Preparacdo de soros imunes — Grupos de
coelhos, cobaios e frangos foram submetidos
a diferentes processos de imunizac8o, injetan-
do-se doses repetidas do material infectante,
por diversas vias. Coelhos também foram imu-
nizados pelo método recomendado para pre-
paracdo de soro anti-poliomielite (13). Doze a
15 dias apos a série de inoculacdes, os animais
foram sangrados por puncdo cardiaca, o Soro
separado por centrifugacéo e inativado a 56°C,
por 30 min.

Provas de neutralizacdo — Nos testes de neu-
tralizacdo adotou-se o método de virus diluido-
soro constante. As misturas soro-virus foram
incubadas por 60 min em banho-maria a 37°C
e, entdo, mergulhadas em banho de agua com
cubos de gelo. Apés 3h, procedeu-se & inocu-
lacio em tubos de cultura de RFB, na dose de
0,2ml, utilizando-se dois tubos para cada dilui-
cdo. Provas de neutralizacdo também foram
realizadas com soros imunes contra os virus
da rinotraqueite infecciosa bovina (BHV-1),
mamilite bovina (BHV-2) — cepa Sta. 0/700
{(2) — e pseudoraiva (PHV-1).
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Resultados

Isolamento do virus — Dos 325 espécimes de
epitélio da boca e das patas de bovinos sus-
peitos de aftosa, cujas provas nfo confirma-
ram o diagnostico daquela virose, foram isola-
das sete estirpes de virus, todas provenientes
do tecido podal. Outra amostra foi obtida do
pulméo hepatizado de bovino abatido em ma-
tadouro e, posteriormente, o exame do tecido
de um nédulo cutdneo de outro bovino, reve-
lou nova estirpe. Todos os isolados produziram
efeito citopatico (ECP) com as mesmas carac-
teristicas. Entre 3-7 dias depois da inoculacéo
apareceram células redondas, isoladas, granu-
losas, mais evidentes na periferia das culturas.
Com o prolongamento da incubaco, a dege-
neracdo estendeu-se, ocasionando completa
destruicdo da cultura e desprendimento das
células das paredes do tubo. Nas passagens
subseqlientes o ECP foi mais precoce, inician-
do-se 36-48 horas apoés inoculacdo, pelo apare-
cimento de pequenos aglomerados de células
redondas e a degeneracio celular completou-
se 2-3 dias depois. Entretanto, ndo foram ob-
servadas formacgdes sinciciais.

Preparacdes fixadas pelo Bouin e coradas
pela hematoxilina-eosina revelaram corplscu-
los eosinofilicos, intranucleares, do tipo A. Os
titulos infectantes variaram de 104 3 106. Nos
controles bacterianos ndo ocorreu desenvolvi-
mento, bem como, em meios especiais, ndo
foi possivel comprovar a presenca de organis-
mos ‘do grupo PPLO. No caso das amostras
provenientes de animais suspeitos de febre
aftosa, foram feitas novas provas de fixacdo de
complemento que ndo confirmaram a presenca
do virus aftoso.

Nas culturas celulares de origem bovina,
MDBK e AUBEK, ocorreu ECP caracteristico
e os titulos foram equivalentes aos verificados
em RFB. No entanto, nas linhagens LLC-MK,
e IB-RS-2 ndo houve ECP, nem evidéncia de
muftiplicacdo do virus.

Caracteristicas fisico-quimicas — A Tabela 1
revela que as estirpes examinadas e o BHV-2
foram particularmente sensiveis ao éter etilico
e cloroférmio. O desoxicolato de sodio inativou
a estirpe GF-867 e o BHV-2. Por outro lado,
os titulos infectantes do virus PAIN — entero-
virus bovino, La Placa tipo | — nfo foram afe-
tados. As Tabelas 2 e 3 revelam tratar-se de

Tabela 1 — Efeito do éter etilico, cloroférmio e desoxicolato de sédio sobre a infecciosidade do virus

Titulo do virus em log. 4 DICTg/ml

ratamento
GF-812 GF-830

Eter 20% Neg Nt
Controle (MN) 5,5
Cloroférmio 5% Neg Neg
Controie (M) 5,0 45
Desoxicolato de sodio
1:500 Nt Nt
1:1000 Nt Nt
Controle (MN)

GF-867 GF-1026 PF JB BHV-2 PAIN
Neg Neg Neg Nt Neg 8,0
55 5,6 5,0 5,0 7.5
Neg Neg Neg Neg Neg 7.5
4,5 5,0 5,0 5,0 5,0 7.5
Neg Nt Nt Nt Neg 7,5
Neg Nt Nt Nt Neg Nt
4,5 5,0 7.0

BHV-2 = Bovideo herpesvirus 2;: PAIN = Enterovirus bovino; Nt = N&o testado; Neg = < 10-1; MN = Meio nutritivo

Tabela 2 — Sensibilidade do virus ao pH acido

Titulo em log.,, DICT Pyl

MN
Virus pH 3,0 pH 7,0
GF-812 Neg 4,75
GF-867 Neg 5,0
GF-1026 Neg 6,0
PF Neg 5,5
BHV-2 Neg 5,5
PAIN 7.5 8,0

Neg = < 107"; BHV-2=bovideo herpesvirus 2;
PAIN = Enterovirus bovino; MN = Meio nutritivo

Tabela 3 — Sensibilidade ao aquecimento

Titulo em log. ,, DICT /mi

Virus SEﬁTin . Néc_o
56°C aquecido
GF-812 Neg 5,0
GF-867 Neg 45
GF-1026 Neg 5,5
PF Neg 5,0
Neg = < 1077
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virus labil, a pH 3,0 e aquecimento a 56°C, por
30 min. A Tabela 4 reune os resultados das
provas com o IDUR e IDUR-timidina. Nota-se
que o IDUR, isoladamente, exerceu marcante
acdio inibidora sobre as amostras e o BHV-2;
entretanto, em combinac¢do com a timidina, o
efeito. foi reverso. O ECP e o titulo da cepa
PAIN permaneceram inalterados.
Hemaglutinacdo e hemadsor¢do — Pelos mé-
todos empregados, o virus ndo mostrou ativi-
dade hemaglutinante ou hemadsorvente.
Animais de experimentacdo - Independente-
mente da espécie, idade, doses e vias de apli-
cacdo do material infectante, os animais n&do
revelaram manifestacGes patolégicas que pu-
dessem ser incriminadas ao virus. Nos embrides
de galinha, ndo ocorreram lesdes, assim como
foram infrutiferas as tentativas para recuperar
o virus do material embrionario.

Tabela 4 — Efeito da 5-iodo-2'-desoxiuridina (IDUR) sobre
" areplicag8o do virus

Titulo em
Vi Trat 1 ECP
e ratamento '09.10 D’CTm/ml
GF-812 IDUR — Neg
IDUR + timidina + 4+ 4,0
Controle (MN) 4 5,0
GF-830 IDUR ¥ 1,0
IDUR + timidina b+ 5,0
Controle (MN) + 4+ + 6,0
GF-867 IDUR — Neg
Controle (MN) L 55
GF-1026 iDUR + 1,0
IDUR + timidina +4 4 55
Controle (MN) bt 55
PF IDUR - Neg
Controle (MN) +o o+ 5,0
BHV-2 IDUR _ Neg
IDUR + timidina + 4+t 5,0
Controle (MN) o 5,5
PAIN IDUR o 7.5
Controle (MN} o+ 8,0

— = ECP n#o observado; Neg =< 10""; + = Focos ECP no
progressivos; + + + = 70-80% destruicdo celular; + + + + = ECP
Pleno: BHV-2 = Bovideo herpesvirus 2; PAIN = Enterovirus bo-
vino; MN = Meio nutritivo

Discusséao

As qualidades fisico-quimicas das amostras
estudadas sfo analogas as dos herpesvirus.
Das nove estirpes isoladas, quatro foram exa-
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minadas mais detalhadamente, as quais mos-
traram-se labeis ao éter etilico e ao clorofor-
mio, indicando a presenca de lipidio no envol-
torio do virus. O desoxicolato de sodio inativou
a cepa que foi submetida & prova e o BHV-2,
ndo influindo sobre o enterovirus bovino. O
IDUR exerceu particular acdo inibidora sobre
o ECP e titulos do virus, cujo efeito foi anula-
do pela timidina, sugerindo, desta forma, tra-
tar-se de virus ADN.

Como outros virus herpéticos, as novas es-
tirpes mostraram-se sensiveis ao pH baixo e
ao aquecimento. Nas culturas de RFB, infec-
tadas, foram observados corpulsculos intranu-
cleares eosinofilicos, do tipo A. Todas as amos-
tras produziram ECP com idénticas caracteris-
ticas e, a despeito das suas analogias com 08
herpesvirus, ndo foram observadas formagdes
sinciciais, aspecto que as distingue do BHV-1,
BHV-2, BHV-3 (febre catarral maligna) e do vi-
rus de van der Maaten & Boothe {12), isolado
de bovinos linfosarcomatosos.

Os atributos citopatolégicos desses agentes
apresentam certa semelhanga com outros (1,
4, 10, 15), particularmente com os herpesvirus
ndo formadores de sincicios, isolados por
Rweyemamu & Loretu (16), na Tanzénia. Os
referidos autores encontraram quatro amostras
do virus provenientes de material diverso.

Soros imunes contra o BHV-1, BHV-2, BHV-3
e ““Movar 33/63"’ de Bartha & col. (4), ndo
neutralizaram o virus. Estudos posteriores, con-
firmaram a sua classificagdo como herpesvirus
(14).

Outros virus relacionados sorologicamente
com o ““Movar’’ foram encontrados em animal
com broncopneumonia {6) ou em cuitivo de rim
bovino que degenerou espontaneamente (5).

Um agente verificado em condicdes seme-
thantes, mas relacionado sorologicamente com
a cepa “‘Reims’’ de Liebermann & col. (10},
foi estudado por Luther & col. {11). Estes ‘au-
tores aventam a hipdtese de que o virus por
eles isolado possa existir em estado latente,
no hospedeiro, por longo periodo.

Os virus referidos no presente trabalho néo
foram neutralizados pelos soros imunes contra
o BHV-1, BHV-2 e PHV-1. Os soros dos ani-
mais submetidos a diferentes processos de imu-
nizacdo ndo neutralizaram o virus homblogo
ou outros que foram examinados. Alias, os
mesmos fendmenos ocorreram, também, com
os herpesvirus ndo formadores de sincicios {16).
Experimentalmente, ndo foi possivel determi-
nar o significado patolégico desses virus; a
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inoculacdo em animais de laboratorio e bezer-
ros ndo ocasionou processo moérbido aparen-
te, parecendo que se trata de um grupo de
herpesvirus 6rféo.

Adenda

Enquanto o presente trabalho encontrava-se
no prelo, o exame das erosdes da gengiva de
um bezerro revelou outra amostra de virus,
idéntica as referidas nestes estudos.-
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Resumo

A inativacio do virus Marituba pela luz ultravioleta reduziu sua atividade interferente sobre
o crescimento do virus da estomatite vesicular, em fibroblastos de embrido de pinto,
quando o periodo de exposicéo a luz foi maior que 10 segundos. O aquecimento do virus
a 56°C até 40 minutos (maior tempo investigado), nédo teve efeito sobre sua capacidade
indutora de interferéncia, embora diminuisse a infetividade em mais de 99,9%. A cinética
de estabelecimento desta interferéncia mostrou que se trata de um fendmeno lento, pois
pode ser demonstrado apenas depois de 12 horas de infeccio dos fibroblastos de embrido
de pinto pelo virus Marituba. Como a interferéncia é lenta e 0 4cido nucléico do virus & o
responsavel pela induco, a hipotese mais provavel é que se trata de uma interferéncia
por interferon.

Summary

Properties of interference caused by Marituba virus

inactivation of Marituba virus by ultraviolet light diminishes its interfering activity on the
growth of vesicular stomatitis virus in chick embryo fibroblasts, when the time of exposure
is greater than 10 seconds. Heating the virus at 56°C for periods up to 40 minutes (greater
time interval used) although abolishes infectivity more than 99.9% has no effect in the
interference-inducing ability of the virus. The kinetics of establishment of the interference
shows that the process is slow, because it can be demonstrated only after 12 hours of
infection of chick embryo by Marituba virus. Since interference is slow and the viral
nucleic acid is the inducer it should be interferon mediated.

Estes resultados sugeriram tratar-se de inter-
feréncia mediada por interferon ou com um sitio

Introducéo

A inoculacdo do virus Marituba em fibroblas-
tos de embrifio de pinto tornou as células resis-
tentes & inoculacdo posterior com diversos virus
n3o relacionados, como o vaccinia, o da esto-
matite vesicular (VSV) e o Sindbis. Células de
origem humana ou murina também ficaram pro-
tegidas contra a infeccdo pelo VSV(6,7). Alem
do virus Marituba, outros arbovirus do grupo C
investigados — os virus Apeu, Murutucu, Ne-
puyo, Oriboca, Itaqui e Caraparu foram capazes
de induzir esta interferéncia em fibroblastos de
embridio de pinto e em células aminioticas hu-
manas de cultivo primério (6,7).

intracelular de atuac#o. Neste trabalho, sdo apre-
sentadas algumas propriedades do fendmeno,
a fim de se esclarecer seu mecanismo de acédo.

Material e Métodos

Células — Qs fibroblastos de embrido de pinto
foram preparados conforme a técnica de Henle
& col. (9). As células Vero eram multiplicadas
em meio 199 com 5% de soro de carneiro, bicar-
bonato de sodio e antibioticos e o meio de ma-
nutencédo tinha 1% de soro.

* Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG
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Virus — Os estoques foram obtidos em celulas
Vero e mantidos a -70°C. O VSV (cepa Indiana),
fornecido por Dr. Kurt Paucker, de Filadélfia,
EUA, foi titulado, determinando-se o niimero
de unidades formadoras de placa (PFU). Para
tal, diluicBes do virus foram inoculadas em gar-
rafas de 60ml drenadas com fibroblastos de em-
brido de pinto. Apos a adsorcdo, as células fo-
ram cobertas com meio 199, em concentracdo
dupla, suplementado com vitaminas, bicarbonato
de sbdio e antibidticos, também em dupla quan-
tidade, misturado com igual volume de agar a
2%, tudo a 47°C. As garrafas foram incubadas
e quando as placas atingiam tamanho apropria-
do, as células foram fixadas, coradas e feita a
contagem das PFU. O virus Marituba (Be An 15)
foi cedido por dr. Francisco de Paula Pinheiro,
Belém, PA e sua infetividade medida em células
Vero pelo célculo das TCDy, {15) como também
pela enumeracdo das PFU, utilizando-se duas
garrafas de 60ml por diluicdo e agarose a 1,8%
em substituicdo ao 4gar.

A inativacdo do virus Marituba pela luz ultra-
violeta (UV) foi feita, diluindo-se o virus em so-
lucdo de Hanks para dar uma multiplicidade de
infeccdo de 10 (ver adiante) e, em seguida, usan-
do-se aparelho especial, com ldampada germicida
GE (" General Electric”, Schenectady, New York,
USA) a distancia de 19cm de uma plataforma,
na qual colocava-se uma placa de Petri, com
10cm de didmetro, contendo 10mi da suspensio
de virus. A plataforma oscilava, para baixo e para
cima, cerca de 80 vezes por minuto, com excur-
soes de 3,5¢cm.

O tratamento peio caior foi realizado em ba-
nho-maria, a 56°C, apds a diluicdo do virus como
acima, tendo-se o cuidado de homogeinizar-se
a temperatura rapidamente, no inicio da inati-
vacdo.

Experimentos de interferéncia — As células de
duas garrafas de 60ml de fibroblastos de embyridio
de pinto foram tripsinizadas e contadas em he-
macitometro. Calculava-se a quantidade de virus
a ser adicionada as células — multiplicidade de
infecc8o {m) — |, levando-se em conta o nGmero
de TCDg, por célula, em 0,4ml. Diluia-se o virus
com meio de manutencdo e acrescentava-se esse
volume da suspens&o a uma garrafa sem meio,
utilizando-se duas por grupo. Deixava-se o virus
adsorver durante duas horas, sendo as garrafas
agitadas de 30 em 30 minutos. O volume de meio
foi aumentado para 6ml, e as células incubadas
a 37°C, por 48 horas. Outros periodos de tempo
utilizados serdio mencionados adiante.

A inibicdo do crescimento do VSV foi verifi-
cada, retirando-se o meio das garrafas e ino-
culando-se o virus diluido com meio sem soro,
de modo a conter cerca de 100 PFU/0,4ml. O res-
tante do procedimento foi o descrito na deter-
minacdo das PFU.

Maiores detalhes dos materiais e métodos po-
dem ser encontrados em outras publicaces
(6,7).

Resultados

Estudaram-se, comparativamente, os efeitos da
luz ultravioleta na capacidade indutora da inter-
feréncia e na infetividade do virus Marituba. O
estoque de virus foi diluido e a suspensdo divi-
dida em aliquotas de 10ml; cada uma foi exposta
a UV durante determinado tempo, sendo empre-
gados 0; 5; 10 e 30 segundos. Pequeno volume
foi retirado, congelado e mantido a -70°C para
a medida de infetividade, que foi feita verifican-
do-se o niimero das PFU sobreviventes. O res-
tante foi imediatamente inoculado em fibroblas-
tos de embridio de pinto, a fim de realizar um ex-
perimento de interferéncia.

Os resultados obtidos estdo na Fig. 1. O virus
Marituba teve sua infetividade rapidamente abo-
lida pela UV e a curva formada segue uma equa-
cdo exponencial. A curva da capacidade de in-
ducdo da interferéncia mostra que, até 10 se-
gundos, a inibicdo causada pelo virus inativado
na formac,:éo de placas de VSV ndo diferiu da-

Fig. 1 — Inativacdo do virus Marituba pela luz ultravioleta.
Efeito na infetividade e na capacidade indutora de inter-
feréncia
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quela do virus-controle, ndo submetido a UV.
Com exposicdo mais longa, entretanto, essa ca-
pacidade caiu drasticamente, de modo a formar
uma paralela & curva de infetividade e, também,
de acordo com uma equacdo exponencial.

Foi examinado como essas duas atividades
biologicas do virus — infetividade e inducéo de
interferéncia — seriam influenciadas pela sua
inativacdo pelo calor. O virus estoque foi diluido
e manteve-se pequeno volume a 0°C (tempo de
tratamento zero). O restante foi colocado a 56°C;
depois de 5, 10, 20 e 40 minutos, uma aliquota
da suspensdio foi retirada e dividida em duas
partes. A primeira foi guardada a -70°C para a
medida de infetividade e a segunda utilizada
para um experimento de interferéncia conforme
detalhado anteriormente.

A exposicdo do virus Marituba a 56°C dimi-
nuiu sua infetividade exponencialmente, porém
sua atividade indutora de interferéncia perma-
neceu estavel até o mais longo periodo de tem-
po empregado, de 40 minutos. O pegueno de-
créscimo verificado neste Ultimo ndo é signifi-
cativo (fig. 2).

Fig. 2 — Inativac8o do virus Marituba pelo calor. Efeito na
infetividade e na capacidade redutora de interferéncia
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Para se ver ficar a cinética do estabelecimen-
to da interferéncia, fibroblastos de embrido de
pinto foram inoculados com duas doses de virus
Marituba nas multiplicidades de 0,1 e 1,0. Trans-
corridas 0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas, as célu-
las foram infetadas com o VSV,
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A contagem das PFU do virus-desafio forne-
ceu os dados da Tabela 1. Quando a multiplici-

dade de infeccdo foi de 0,1, a interferéncia so
se estabeleceu apds 72 horas. Aumentando-se
a quantidade de virus 10 vezes, j& se pode cons-
tatar o fendmeno nas 24 horas. Quando as doses
de virus eram pequenas e o tempo de infec¢do
curto, foi observado ligeiro aumento no numero
de PFU do virus-desafio, em vérias ocasioes,
em torno de 20%. Tal ““facilitacdo’ ainda ndo
foi convenientemente estudada.

Conclui-se que o estabelecimento da inter-
feréncia é lento, necessitando de certo nimero
de horas de interac@io virus-célula para ser de-
monstrado.

Tabela 1 — Cinética da interferéncia de virus Marituba na
multiplicacio de VSV, em fibroblastos de embridio de pinto

VSV - PFU/garrafa® (% do controle)

Horas de infeccdo

com virus Marituba Infeccdo com virus Marituba

m = 0,10 m = 10
0 100 100
6 >100 >100
12 >100 5100
24 93,4 56,5
48 87,4 sD¢
72 20,5 1,8
96 5,3 0,5

a — Média de duas garrafas
b — Multiplicidade de virus Marituba adicionada
¢ — Sem dado

Discussao

O exame das curvas da Fig. 1 mostra que pa-
ra a inativacdo da infetividade do virus Marituba
bastou um impacto {"’hit”’) por particula de vi-
rus, de acordo com a teoria do alvo (14); por
outro lado, a extrapolacdo da curva de ativida-
de interferente revela que foram necessarios
aproximadamente 1000 impactos por particula,
para atingir a area responsavel pela interferén-
cia. Esta diferenca de magnitude talvez esteja
ligada & natureza do genoma do virus, pois foi
recentemente comprovado que alguns Bunya-
virus tém genoma segmentado (2). Também com
o virus influenza, a dose de radiacdo suficiente
para torna-lo ndo infetante foi muito menor (10).
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Embora os efeitos da UV sobre os mixovirus
tenham sido amplamente abordados (11), os
dados referentes aos arbovirus s§o escassos. A
radiacdo aboliu o poder indutor de interferéncia
do virus Mayaro (8), o mesmo acontecendo com
o virus da encefalite do carrapato (17). Contudo,

o virus da febre do Colorado, transmitida por
carrapato, fol capaz de induzir interferon, apds
o tratamento pela UV (4). Conforme verificamos,
a supressdo da atividade interferente depende
da area-alvo e, em conseqliéncia, do tempo de
exposico empregado. O virus Marituba, expos-
to até 10 segundos, ndo modificou seu compor-
tamento (Fig. 1) mas se o periodo de tratamento
fosse prolongado, sua capacidade de produzir a
interferéncia caia rapidamente. Os achados
conflitantes poderiam ser explicados pela pro-
vavel diferenca existente entre as areas-alvo
dos virus estudados.

O poder indutor de interferéncia do virus Ma-
rituba & relativamente resistente a 56°C (Fig. 2)
pois o percentual de inibicdo do VSV permane-
ceu praticamente inalterado, enquanto a infeti-
vidade do virus reduziu-se em mais de 99,9%.
Como o calor age, preferencialmente, nas pro-
teinas do virion (3), a divergéncia das curvas
sugere a presenca de uma proteina essencial a
multiplicacdo do virus — talvez um enzima as-
sociado ao virion — que ndo é necessaria para
a adsorcdo do virus, e que é inativada a 56°C.

Os resultados da exposicdo de outros arbovi-
rus ao calor tém sido discordantes. A inativacio
por longos periodos, a 37°C, fez com que o vi-
rus da encefalite eqlina do oeste (WEE) tivesse
inibida sua capacidade de causar a interferén-
cia via interferon, mas permaneceu sua atividade
interferente com o virus homélogo (13). Entre-
tanto, células de embrido de pinto produziram
interferon quando inoculadas com virus Chi-
kungunya inativado a 35°C (5). Os virus WEE e
Sindbis, submetidos a 37°C, por 10 a 14 dias,
induziram interferon em fibroblastos de embrido
de pinto, mas ndo o fizeram em células L (12).
Em temperaturas mais elevadas, como a empre-
gada neste trabalho, a-inativacdo do virus Maya-
7o a 56°C, durante duas horas, eiiminou sua
interferéncia, com o crescimento do virus Sind-
bis em fibroblastos de embrido de pinto (8); a
mesma temperatura, os virus WEE e Sindbis
tiveram sua atividade indutora de interferon
abolida {12} e a 60°C por 15 minutos, o virus da
febre do Colorado, transmitida por carrapatos,
teve sua infetividade e acdo indutora de inter-
feron reduzidas {4). As discrepancias entre es-
tes dados € os por nds encontrados talvez pos-

sam ser explicadas pelas diferencas existentes
nas proprias particulas dos virus ou nos siste-
mas empregados; mas como a inativacdo do

virus Marituba reduz a populacio de virus infe-
tante de mais de 99,9% e o virus multiplica-se
em fibroblastos de embridio de pinto, atingindo
baixo titulo (Golgher, R.R. e Mezéncio, J.M.S.,
dados n8o publicados), isto implica que o virus
inativado a 56°C, embora ndo se multiplique,
induz a interferéncia. )

A cinética do estabelecimento da interferén-
cia (Tabela 1) indicou que o processo é lento,
pois esta s6 apareceu apos 24 horas de intera-
cdo virus-célula, com o virus indutor na multi-
plicidade de infeccéo de 1,0. Experimento reali-
zado com dose maior do virus Marituba (m = 10)
mostrou que a interferéncia j4 podia ser vista 12
horas apos a infecc8o (ndo ilustrado). Existe,
portanto, uma relacdo entre a dose e a cinética
de interferéncia, nas quantidades de virus Mari-
tuba utilizadas. Ndo sabemos se a interferéncia
seria iniciada mais cedo, caso a infeccio fosse
feita com multiplicidades ainda maiores, pois
era muito fregliente a degeneracdo dos fibro-
blastos nestas condicdes. _

Os dados obtidos revelam que a interferéncia
é lenta e que a parte do virus Marituba respon-
savel pelo seu estabelecimento é o acido nucléi-
co. A possibilidade de interferéncia por compo-
nente estrutural do virion (1) fica praticamente
afastada, pois dificilmente uma endonuciease
presente no virion e indutora da interferéncia

-resistiria ao aquecimento a 56°C por 40 minutos.

Ademais, nesta interferéncia, os dois virus sio
inoculados a um s6 tempo nas células; isto tam-
bém elimina a hipdtese de uma interferéncia in-
trinseca (16).

O mecanismo de acdo mais provavel é o de
uma interferéncia por interferon. Resultados
preliminares indicam a existéncia de um fator
extravirico, nas culturas de fibroblastos de em-
brido de pinto infetadas com virus e que devera
ser caracterizado.
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