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SumMARIO: Esferoplastos foram obtidos em Proteus vulgaris, cultivado em meio sintético
simples, tendo como agente indutor a penicilina, em diferentes concentracoes.

Estabelecida a dosagem ofima, de sensibilidade da bactéria ao antibidtico, para obtencao
de ‘“grandes corpos” do Ciclo “L”, definidos, morfologicamente, como esferoplastos. foi
feita a coloracido de massas nucleares, em diversas fases do crescimento bacteriano. A
colheita do material foi feita por impressio em laminula, usando-se acido 6smico como
fixador, seguindo-se hidrolise cloridrica, com aquecimento, e coloragido pela fucsina.

Dos resultados conseguidos ficou evidenciado: 1.2 — a possibilidade de obtencio de
“grandes corpos” em Proteus vulgaris em um meio sintético simples, a base de sais minerais
e glicose; 2. — que houve uma concentra¢io otima de penicilina para surgir o efeito in-
dutor de esferoplasto, na fase logaritmica de crescimento; 3.2 — a facilidade de colo-
racao de massas nucleares nos esferoplastos em varios periodos de crescimento: 4° — a
reversao ao tipo morfoldégico normal, depois de 24 horas de crescimento no meio com o
antibiotico; 5.° — modificacdo no crescimento do Proteus vulgaris em superficie de agar,
com dose minima de penicilina formando coloénias localizadas.

UANDO Klieneberger (19) isolou Contra a sua idéia primitiva de

de Streptobacillus moniliformis for- simblose entre o Streptobacillus € aque-
mas bacterianas aberrantes, deu ini- les corpos protoplasmaticos frageis,
cio a uma série de pesquisas visando que lhe lembravam pelo tipo de colo-
ao estudo dessa alteragao morfolégica. nia e morfologia celular os PPLO,
Diferindo do tipo bacilar normal, foi surgiu o conceito, aventado por va-
0 germe mantido em cultura pura, rios pesquisadores, principalmente por
com a designacao de “Forma L”. Dienes (2:3: %), de que essas formas es-

1 Recebido para publicagdo a 26 de novembro de 1971. .
* Trabalho do Laboratéorio de Bacteriologia, Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz.

** Trabalho realizado com o auxilio do Conselho Nacional de Pesquisas.



oot
o ._ -._.. I;"- j"’:v.. N
e ¥ ;% V2 E‘L"f

oA Cely e R T ey T
! . . L I . ' I+ .
1 N ' y i

70 Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 70 (1), 1972

tranhas eram derivadas dos proprios
bacilos. Ficou, entao, provado que o
Streptobacillus moniliformis poderia, es-
pontaneamente, transformar-se, mor-
fologicamente, quando semeado em
certos meios de cultivo.

Inicialmente, Klieneberger - Nobel
(11) usou somente caldo-soro, com O
envelhecimento da cultura e passa-
gem seriada em agar-soro, obtendo a
Forma “L” do Streptobacillus. Posterior-
mente, foi verificado que outros gé-
neros de bactéria, sob a acao de agen-
tes indutores e condicoes de cultivo
especiais, também apresentavam a
sua, morfologia tipica alterada. Assim,
pleomorfismo aparecia em Klebsiella
prneumoniae, segundo Grasset e Bonifas
(?), em altas concentracoes salinas;
em Salmonella typhosa, Dienes et al (7),
usando anti-soro e complemento, Vi-
ram formas aberrantes; em Corynebac-
terium Sp, crescendo em soro bovino
normal e anaerobiose, Poetschke (1%)
cbservou idéntica deformacao e, ainda,
Dienes ¢ Zamecnik (8) conseguiram
Forma “L” em Salmonella typhimurium
e Haemophilus influenza sob a acdo de
glicina, metionina e fenilalanina.

Um dos agentes indutores mais
utilizados para a obtencao de Forma
“L” tem sido a penicilina — e antibio-
ticos relacionados. Usada por Dienes
(6) em varios géneros bacterianos e
em diferentes condicoes de -cultivo,
ligadas, principalmente, a composicao
do meio.

Afastando o emprego dos meios
naturais iniciais, Medill e O’Kane (!2)
usaram meio sintetico, enriquecido
com aminoacidos e solidificado com
agar, para ter, sob a acao da penici-
lina, colonias de Proteus em Forma
“L”. Também, Abrams (1) empregou
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caldo-casamino acidos com penicilina
e muitos outros tentaram induzir
Forma “L”, associando o antibiotico
ao melo que era, geralmente, rico em
substancias nutritivas.

Procuramos, neste trabalho, esta-
belecer técnica simplificada para ob-
tencao de Forma “L” em Proteus vul-
garis, usando meio sintético, basea-
do no de Monod ¢ Wollman (13), mi-
nimo em nutrientes e solidificado com
agar, comparando-o com 0 melo em-
pregado por Abrams (!). Paralela-
mente, procuramos determinar a con-
centracao oOtima de sensibilidade da
amostra a penicilina, depois de veri-
ficar certa disparidade nas doses co-
mumente empregadas. Finalmente,
ocbtida a forma de transicao no Ciclo
“1”, definida, morfologicamente, co-
mo esferoplasto, fizemos a evidencia-
cao de massas nucleares, em diferen-
tes fases do crescimento bacteriano,
por hidrodlise cloridrica e coloracao
simples.

MATERIAL E METODOS

Amostra: Proteus vulgaris, isolada de
agua de esgoto (Colecao IOC, n.° 2.375).

Meios de cultura: Caldo-simples, Agar-
simples, Caldo-coracao. Meio Monod e Wol-
Iman (13), modificado e solidificado com

agar: -
KH,PO, ................ 1,5 g
Na,HPO, -2H,O ........ 16,5 g
SO,Mg - TH,O . ......... 0,2 g
NHCL. ........... ...... 20 g
CLCa ................. . 0,01 g
SO,Fe - TH,O ........... 0,0005 g
Agug destilada ........ 1000 ml

pH 7.5, esterilizar 121°C - 15 minutos.
Adicionar glicose a 0,4% (esterilizada por
filtracao) e agar (Difco) a 1,5%.

Meio Abrams (1) (CAA — agar casa-
mino-acidos) : K, HPO, - 16 g; KH,PO, - 2
g, citrato de sédio . 5H,0 - 1g; MgSO, .



1
‘..'1
i
RirE
(i
oAt
3
n

eV et T - 1
-----------
. \'ll.l." ,,,,,

Silva & Palmeira:

TH,O - 0,2 g; nicotinamida - 35 mg; ca-
samino-acidos - 10 g; OH,, destilada - 1.000
ml; agar - 1,1%. |

Antibiotico: Penicilina G-potassica cris-
talina Squibb - 5.000.000 U.

Tecnica — Em uma série de experiéncias
complementares procuramos:

a) Verificacao da sensibilidade do
germe & penicilina em estudo compa-
rativo, usando o meio sintético e caldo
simples: |

b) Deferminacao da dose minima
do antibiotico para induzir a formacao
de colénia tipo “L”.

a) Em experiéncias prévias, a amostra de
Proteus vulgartis, recentemente isolada de
agua de esgoto, foi cultivada a 37°C, em
caldo simples e no meio Monod e Wollman,
sintético, liquido, contendo ambos, con-
centracoes de penicilina, variaveis de 100
a 600 U/ml. Verificada a maior sensibilida-
de da bactéria para 500 U/ml, considerou-
se esta concentracao, como sendo a 6tima
para o trabalho. A afericao da sensibilida-
de foi feita por turbidimetria, em colori-
metro Klett-Summerson, filtro n.° 66.

b) Obtengio de colonias tipo “L” -

Preparadas as placas com o0 meio sin-
tético solidificado, contendo a penicilina
na concentracao desejada, foi feita a se-
meadura de modo a cobrir toda a super-
ficie com a cultura do Proteus, crescida em
caldo-coracao, durante 24 horas a 37°C.
Cbservadas em periodos de tempo varia-
veis, apareciam nas placas colonias, com as
caracteristicas de Forma “L’”, mesmo para
dose do antibiotico muito inferior a esco-
lhida para o trabalho (Figs. n.° 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27).

Técnica para coloracdo de massas
nucleares

Usamos 0 método de Smith (16), seme-
ando a bactéria (cultivada em caldo-cora-
cao, durante 24 horas, a 37°C) no meio sin-
tético solidificado (Monod e Wollman) e
no de Abrams, contendo 500 U/ml de pe-
nicilina, de modo a cobrir toda a superfi-
cie. Apos 2, 4, 6, 8 € 24 horas de incubacao
a 37°C, foram retirados blocos do agar
(5mm), com O crescimento, e feita a fi-
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Xacao em vapores de acido 6smico a 2%.
Transferido, por impressao, o crescimento
bacteriano para uma laminula, tratou-se
0 material com &acido cloridrico N a 60°C,
durante 5 minutos. Apos lavagem com agua

destilada, foi colocado em formol (1%) por

2 minutos, lavado, novamente, em agua
destilada e corado em 15 a 30 segundos,
com solucao aquosa de fucsina basica a
0,3%. Depois de lavar em agua destilada,
a preparacao foi montada com agua em la-
mina e selada com parafina. Examinada
em Microscopio Reichert, ocular 10 e obje-
tiva 100, imersao, filtro verde, as massas
nucleares apareciam coradas em vermelho
no citoplasma incolor ou levemente roseo.

Resultados

Trabalhando com amostra de Pro-
teus vulgaris, nas condicoes descritas,
variando as concentracoes de penici-
lina de 100 U/ml a 600 U/ml, o ger-
me apresenfou maior sensibilidade
para a dose de 500 U/ml. Nas concen-
tracoes de 100 e 200 U/ml, depois de
5 e 7 horas de crescimento no meio
de Moned e Wollman o aspecto do
Proteus era normal, em cadelas longas,
nao sendo possivel distinguir as mas-
sas nucleares, depois da hidroélise aci-
da e coloracao (Figs. n.os 1, 2). Com
300 a 400 U/ml do antibiotico, apos 5
e 7 horas de incubacao a 37°C, as ca-
deias apresentavam deformacao ini-
cial com localizacdo central, sem, en-
tretanto, permitir evidenciar as mas-
sas nucleares (Figs. n.os 3, 4, 5, 6).
Finalmente, usando 300 U/ml de pe-
nicilina, ja nas 2 horas iniciais do tra-
tamento, surgiram distor¢oes nos ba-
cilos, que se acentuavam com 4 horas.
No fim de 6 e 8 horas de crescimen-
to, apareciam os ‘“grandes corpos”,
resultantes da modificagcao da parede
da célula bacteriana, contendo as
massas nucleares coradas e bem visi-

.. ). DAL .
R TNEA

T
. . |l’;'li.:")‘
g
e g

S
¢ \““.lli

Al
'.‘..:
3
N .‘.:]
'.-::;;-J
A)l
£
Y




72 Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 70 (1), 1972

vels nos dois meios usados (Figs. n.os
7, 8, 9, 10). E interessante observar
que a técnica empregada apresentou
idénticos resultados, tanto no meio de
Abrams, enriquecido de nutrientes,
como no sintético de Monod e Wol-
Iman, modificado, e minimo em subs-
tancias nutritivas. (Figs. n.os 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14). '

Observadas as culturas depois de
24 horas de crescimento, verificou-se

a reversao ao tipo morfologico bacilar,

em ambos 0s meios, com a auséncia
de cadelas no meio de Monod e¢ Wol-
Iman, restando, ainda, nas prepara-
coes alguns esferoplastos (Figs. n.os
15, 16). .
Numa tentativa de observar o com-
portamento da bactéria diante de alta
dose de penicilina, seguimos a mes-
ma técnica, empregando 10.000 U/ml
e verificamos o aparecimento dos es-
feroplastos logo no inicio da incuba-

cao (Fig. n.° 17); desaparecendo o0s

bacilos quase totalmente com 6 horas
e, no fim das 24 horas, nao houve re-
versao e, sim, explosao dos esferoplas-
tos, ficando no preparado um mate-
rial de aspecto granular (Fig. n.° 18).

Estudo macroscépico das colénias

Em experiéncia complementar, ten-

tamos verificar a menor dose de pe-
nicilina que induziria a formacao de
colonia tipo “L”. Usando, somente, 12
U/ml, conseguimos um crescimento
localizado, divergindo completamente
do ‘“véu” invasor, caracteristico do
Proteus, € observado na amostra em-
pregada.

‘Inicialmente, o0 desenvolvimento
foi minimo, visivel no fim de 7 dias
nas colonias limitadas, isoladas ou

confluentes e de bordo elevado (Fig.
n.° 19). Com 15 e 18 dias granulacoes
internas surgiram, tendo em algu-
mas, crescido colonias secundarias
(Figs. n.os 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27).

Discussao

As observacoes descritas neste tra-
balho, estap baseadas em estudo mor-
fologico da bactéria e das culturas,
sob a acao da penicilina.

As Formas “L” de Proteus € de ou-
tras especies foram descritas, em re-
visao detalhada, por Dienes (°). Con-
sidera ele as Formas “L” \ipicas, cor-
respondentes a bactéria sem a pare-
de celular, e envolvida somente, pela
membrana citoplasmatica ou tendo,
além desta, presente na célula, a pa-
rede externa altamente alterada.

O estudo de Formas “L” de Proteus
é de particular interesse, desde que,
nesta espécie, varias amostras inter-
mediarias entre a bactéria e a Forma
“L”, tém sido isoladas (¢). Segundo
Dienes (%), a tendéncia para a varia-
cao nas propriedades da parede celu-
lar € aparente no Proteus, durante o
crescimento normal da bactéria, assim
como no desenvolvimento da Forma
“L”. Quando exposto & penicilina, o
Proteus produz 2 tipos de Forma “L”,
distintos em suas propriedades:. o de-
signado como tipo A, apresentando
apenas a membrana citoplasmatica, e
0 B, possuindo, além da membrana,
uma parede celular carente de ri-

gidez.

Salton (1°) confirma que a forma-
cao de esferoplastos em bacilos Gram
negativos, resulta de um enfraqueci-
mento da parede celular externa, mais
do que de sua remocao. Podem ser
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obtidos pela acao direta da lisozima
sobre componentes glicosaminopepti-
deos ou, indiretamente, pela 1inibi-
cao da biosintese do mucopeptideo
pela penicilina. Uma das caracteristi-
cas comumente encontradas em es-
feroplastos, induzidos por caréncia de
acido diamino-pimélico, ou por cres-
cimento em presenca de penicilina ou
glicina, é a formacao de grande re-
giao vacuolar, onde a parede defici-
ente fica separada da membrana cli-
tcplasmatica.

No nosso trabalho, acreditamos ter
censeguido o tipo B de Forma “L”
para a bacteria estudada, porque ob-
servamos que as ceélulas submetidas
acs detalhes da técnica para colora-
¢cao de massas nucleares, conservavam
as formas arredondadas sem rompl-
mento e expulsao do conteudo celular,
como poderia acontecer se o0 mesmo
estivesse contido, apenas, pela mem-
hrana citoplasmatica. Entretanto, nas
condicoes da técnica realizada, nao
cbservamos a regiao vacuolar, carac-
teristica dos esferoplastos de parede
cclular deficiente.

Extensa bibliografia sobre o mo-
do de acao da penicilina, descreve a
ligacao do antibiotico, bloqueando lo-
cais na periferia da ceélula bacteria-
na. Admite-se que as zonas de ligacao
s20 areas especificas para a sintese da.
parede basal, e que, esta sintese ces-
ca quando as zonas sao ocupadas
pelo antibidético. Ha uma velocidade
de recomposicao da parede, muito ra-
pida apds a retirada da penicilina do
meio de cultura. Este fenomeno deixa
implicito que a penicilina combinada,
evita a polimerizacao das unidades do
mucopeptideo, impedindo a formacao
da parede celular e que a polimeriza-
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cao recomeca, desde que o0Ss esfero-
plastos sdo transferidos para um meio
sem a penicilina.

Nas experiéncias que reallzamos,
verificamos haver uma inter-relagao
entre as diferentes doses de penicili-
na usadas e a inducao de Forma “L”.
O aparecimento de deformacao do
ccrpo bacteriano estava condicionado
a dose do antibiotico, sendo progres-
csiva com aumento da penicilina e em
relacao com o tempo de contato desta
com o germe. Assim, o blogqueio da
polimerizacdo do mucopeptideo se fa-
zia, também, em funcao desses dois
fatores que, geralmente, nao tem si-
dos ressaltados.

Observamos, também, ser desne-
cessario retirar os esferoplastos para
meio de cultura livre de penicilina,
pois, com 24 horas de crescimento,
junto com a pencilina, havia a rever-
sdo ao tipo bacilar normal. A reversao
teve lugar na auséncia de nutrientes
exdgenos, nao tendo sido por nos pes-
guisada, ainda, a possibilidade da 1na-
tivacao da penicilina por enzima adap-
tativa ou por outros fatores.

SUMMARY

“L”-Forms of Proteus wvulgaris —
Nuclear masses in spheroplasts having
Penicillin as the inductor agent.

Spheroplasts were obtalned from
Proteus vulgaris, in sinthetic culture
media, having Penicillin as the indu-
ctor agent, in different concentrat-
ions.

Once stablished the optimum do-
sage of sensibility of the bacterium,
to the antibiotic to obtain “large bo-
dies” from the “L” Cicle, morpholo-
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gically defined, as spheroplasts, nu-
clear masses, in several stages of the
bacterial growth, were stained. The
material was collected by cover-slip
iImpression, using osmic acid as fixa-
tive, with heated cloric hydrolysis,
and staining by fuchsin.

From the obtained results it be-
came evident:

1 — the possibility of obtaining
“large bodies” from Proteus
vulgaris in a simple sinthetic
culture medium, composed
basically of mineral salts and
glucose;

2 — that there existed an opti-
mum concentration of Peni-
cillin to induce the formation
of spheroplasts, in the loga-
rithmic growth fase;

3 — the ease by which the nu-
clear masses stalin in the
spheroplasts In several pe-
riods of growth;

4 — the reversion to the normal
morphological type, after 24
hours of growth in culture
medium containing the anti-
biotic;

o0 — changes in the growth of
Proteus vulgaris In agar surfa-
ce, with a minimum Peni-
cillin dose, forming localized
colonies.
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ESTAMPA 1

L , _ .
Flg. 1 — Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 100 U/ml de
penicilina e 5 hs de crescimento a 37°C — Coloracio de massas

nucleares (Smith) (1440 X).

Fig. 2 — Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 200 U/ml de
penicilina e 7 hs de crescimento a 37°C — Coloracido de massas
nucleares (Smith) (1440X),

Figs. 3 e 4 — Proleus vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 300 U/ml
de penicilina e 7 hs de crescimento a 37°C — Coloracio de massas
nucleares (Smith) (1440X).

Figs. 5 e 6 — Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 400 U/ml
de penicilina e 5 hs de crescimento a 37°C — Coloracio de massas
nucleares (Smith) (1440 X).
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ESTAMPA 1II

7T — Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 500 U/ml de
penicilina e 2 hs de crescimento a 37°C — Coloracao de ‘Massas
nucleares (Smith) (1440X).

8 — Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 500 U/ml de
penicilina e 4 hs de crescimento a 37°C — Coloracao de massas
nucleares (Smith) (1440 X).

9 — Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 500 U/ml de
penicilina e 6 hs de crescimento a 37°C — Coloracao de massas
nucleares (Smith) (1440 X).

Fig. 10 — Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 500 U/ml de

penicilina e 8 hs de crescimento a 37°C — Coloracio de massas
nucleares (Smith) (1440 X).
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ESTAMPA 111

Fig. 11 — Proteus vulgaris em Meio de Abrams. com 500 U/ml de penicilina e
2 hs de crescimento a 37°C — Coloracao ¢2 massas hucleares (Smith)
(1440 X) .

Fig. 12 — Proteus vulgaris em Meio de Abrams. com 500 U/nil de peniciiina e
4 hs de crescimento a 37°C — Coloracao de massas nucleares (Smith)
(1440 X)) .

Fig. 13 — Proleus vulgaris em Meio de Abrams. com 500 U/ml de penicilina e
6 hs de crescimento a 37°C — Coloracao de massas nucleares (Smith»

(1440 X) .

Fig. 14 — Proleus vulgaris em Meio de Abrams, com 500 U/ml de penicilina e
6 hs de crescimento g 37°C — Coloracao de massas nucleares (Smith)
(1440 X).
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ESTAMPA IV

Fig. 15 — Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 500 U/ml de
penicilina e 24 hs de crescimento a 37°C — Coloracao de massas

nucleares (Smith) (1440 X).

Fig. 16 — Proteus vulgaris em Meio de Abrams, com 500 U/ml de penicilina
e 24 hs de crescimento a 37°C — Coloracao de massas nucleares

(Smith) (1440X).
Fig. 17 — Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 10.000 U/ml

. de penicilina e 6 hs de crescimento a 37°C — Colorag¢io de massas
= nucleares (Smith) (1440X).
Fig. 18 — Proteus vilgaris em Meio de Monod e Wollman, com 10.000 U/ml

de penicilina e 24 hs de crescimento a 37°C — Coloragao de massas
nucleares (Smith) (1440 X). |
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ESTAMPA V

Fig. 19 — Colbénia de Proteus _vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 12
U/ml de penicilina e 7 dias de crescimento a 37°C.

Fig. 20 — Colénia de Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman, com 12
U/ml de penicilina e 15 dias de crescimento a 37°C. |

Figs. 21, 22 e 23 — Colonias de Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman,
com 12 U/ml de penicilina e 18 dias de crescimento a 37°C.
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ESTAMPA VI

Figs. 24, 25, 25 e 27 — Coloénias de Proteus vulgaris em Meio de Monod e Wollman,
com 12 U/ml de penicilina e 18 dias de crescimento a 37°C.
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