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Resumo

A acdo antiviral primaria de substancias naturais: ajmalina, extrato aquoso de Zoanthi-
dae, extrato fluido de pau-d‘arco e fracdes extraidas com metanot e com diclorometa-
no de Luidia senegalenns; substancias sintéticas: isoniazida, cloridrato de N'-(3-cloro-
fenil)-N4-(3-aminopropil) piperazina e N'-{3-clorofenil)-N4-{3-acetamidapropil) pipera-
zina e a substancia semi-sintética: usnato de isoniazida foi testada em células cultiva-
das em microplacas descartéveis. A atividade foi determinada pela inibicéo dos efeitos
citopéaticos dos virus pélio tipo 1, adeno tipo b, herpes simples tipo 1 e virus da esto-
matite vesicular Alagoas, VSA, apds adicdo de diferentes concentracdes das
substancias. Antes de proceder a avaliagdo da atividade antiviral, as substéncias fo-
ram testadas quanto a toxicidade para as células utilizadas. Este método mostrou ser
simples, sensivel, econdmico, de rapida execucéo e permitiu detectar a acéo de ajmali-
na e N1-{3-clorofenil)-N4-{3-acetamidapropil} piperazina sobre VSA.

Summary

Use of microtechnique for screening of antiviral substances

The primary antiviral action of natural substances: ajmaline, aqueous extract of Zoan-
thidae, fluid extract of “’pau-d’arco’’, and fractions extracted with both methanol and
dichloromethane from Luidia senegalenns; synthetic substances: isoniazid, piperazine
N'-(3-chiorophenyl)-N4-{3-aminopropyl} hydrochloride, and piperazine N-(3-chlo-
rophenyl)-N4-(3-acetamidepropyl), as well as one semi-synthetic compound: isoniazid
usnate was tested in cultivated cells in disposable microplates. The antiviral activity
was determined based upon the inhibition of cytopathic effect of the virus herpes
simplex type 1, adeno type 5, polio type 1, and vesicular stomatitis Alagoas, VSA, on
the cells, after the addition of different concentrations of the substances. Prior to con-
ducting the tests to measure the antiviral activity, various concentrations of the subs-
tances were tested for toxicity to the cells. This method showed advantages of being
simple, sensitive, economical, rapidly executed, and demonstrated an inhibition of vi-
ral replication of VSA by ajmaline and piperazine N'-(3-chlorophenyl)-N4-{3-acetami-
depropyl).
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Introducéo

A pesquisa de substancias com atividade
antiviral esta diretamente relacionada com o
desenvoivimento de testes de triagem que
propiciam a avaliacdo de uma série de com-
postos, permitindo a selecdo dagueles com
uma possivel acdo. Assim, uma substancia

gue apresentar uma atividade neste sistema
pode ser posteriormente reexaminada, quan-
to a outros aspectos, a fim de se realizar um
estudo mais aprofundado de sua acédo
antiviral.

Tentativas para aprimorar os testes de se-
lec@o de substancias “’in vitro’’ tém sido rea-
lizadas visando, principalmente, aumentar a

* Trabalho realizado no Dept?® de Virologia, Instituto de Microbiologia UFRJ, com auxilio financeiro da CAPES e FI-

NEP.
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sensibilidade, simplicidade de execucdo, a
rapidez e a reprodutibilidade. Miller & col.
(16) descreveram um processo semi-au-
tomatico em que procuraram medir direta-
mente a inibicdo do acido nucleico viral, utili-
zando precursores marcados radioativamen-
te. Finter {6) desenvolveu um método para
mixovirus, onde o crescimento viral foi ava-
liado indiretamente, em termos do ndmero
de hemécias especificamente adsorvidas. O
emprego de imunofluorescéncia, na conta-
gem de células infectadas, depois de pro-
tegé-las com as substéncias-teste, foi reali-
zado por Boyd & Sommerville (2}. Outros
métodos baseiam-se na formacéo de placas
pela particula viral. Neste caso, a substancia
a ser testada difunde-se através de um meio
sélido (10, 13, 17).

A cultura de células em macro e micropla-
cas foi também utilizada e a acdo das
substancias sobre as células e sobre os virus
(10 e 100 TCDyg,) foi avaliada microscopica-
mente (5, 19, 23).

O objetivo deste trabalho foi testar a acéo
antiviral priméria de substéncias sintéticas e
naturais, como contribuicdo a selecdo de
drogas potencialmente ativas. Para tanto, fo-
ram utilizadas células cultivadas em micro-
placas de plastico e a inibicdo viral foi avalia-
da pela reducéio do titulo do virus frente a di-
ferentes concentragbes das substancias.

Material e Métodos

Amostras de virus — Herpes simples tipo 1
(isolado de uma leséo herpética labial); ade-
novirus tipo 5 (amostra recebida do National
Institute for Medical Research, Mill Hill, Lon-
dres); virus da estomatite vesicular Alagoas
{VSA) (1) e poliovirus tipo 1 (isolado de um
caso clinico de poliomielite).

Substéncias estudadas — Produtos naturais:
ajmalina, extrato aquoso de Zoanthidae,
fracbes 1 de Luidia senegalenns, obtidas
com metanol e com diclorometano e extrato
fluido de pau-d’arco; substancias sintéticas:
isoniazida, N'-(3-clorofenil)-N4-(3-acetami-
dapropil) piperazina e cloridrato de N'-(3-clo-
rofenil)-N4-(3-aminopropil) piperazina;
substancia semi-sintética: usnato de isonia-
zida. Informacgdes adicionais sobre a origem
e obtencdo das substancias podem ser obti-
das em Brito {3).

Células utilizadas — Para VSA e poliovirus ti-
po 1, foi utilizada a célula LLC-MK,. A célula
Hela foi utilizada para herpes simples tipo 1
e a Hep-2 para adenovirus tipo 5.

Cultivo de células em microplacas — As li-
nhagens de células foram tripsinizadas se-
gundo Schmidt {22) e suspensas em meio
Eagle minimo, suplementado com soro bovi-
no (i10%), 100 g/mi de estreptomicina,
25 1 g/ml de fungizona e 100 U de penicilina
por ml. Cada cavidade de uma microplaca foi
inoculada com 0,1ml da suspenséo de célu-
las contendo aproximadamente 1,8 x 109
células/ml. Em seguida, foram incubadas a
37°C, durante 24-48 horas, em atmosfera
de CO, (4). No momento do uso, apresenta-
vam uma camada confluente de células.

Preparo das substdncias — As substancias
foram diluidas no meio de manutencéo da ca-
mada de células {meio minimo de Eagle, sem
o soro}). Com aquelas que se apresentavam
em forma de cristais, foi preparado uma so-
lugéo, de modo a conter 640 ; g/ml. Com as
demais, de consisténcia pastosa, preparou-
se uma solucdo, com concentracdo aproxi-
mada a esta. Do extrato fluido de pau-d’arco
foram preparadas varias diluicbes, ao dobro,
partindo-se da diluicdo a 1/2.

Teste de toxicidade — Este teste permitiu de-
terminar a maior concentragio da droga que
ndo afetou visivelmente a camada de células.
Foi preparada uma série de diluicdes de cada
substancia, ao dobro, partindo-se da diluicdo
a 1/2. Apés 48 horas de incubacdo das mi-
croplacas, o meio de crescimento das células
foi trocado pelo meio de manutencdo com a
substancia diluida. Apés incubacéo apropria-
da, de até o maximo de seis dias, as células
foram observadas quanto ao efeito téxico.
Este, quando comparado a placa controle, foi
demonstrado por granulacdes, vacuolos, re-
tracdo, arredondamento e descolamento do
tapete celular. As concentra¢cbes que produ-
ziram efeito téxico ndo foram utilizadas para
os testes. :

Avaliacdo da atividade antiviral — Quatro
concentracdes de cada substancia foram
testadas quanto & acdo antiviral. A primeira
foi igual & maior concentracédo néo téxica e
as outras corresponderam a 1/2, 1/4 e 1/8
desta. Microplacas, com monocamadas de
células de 48 horas, tiveram o meio de cresci-
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mento das células cuidadosamente vertido e,
em cada uma, testou-se uma substancia,
tendo-se trés fileiras verticais para cada con-
centracdo. A seguir, foram incubadas por
duas horas, a 37°C, nas condi¢cdes ja cita-
das. Apds este periodo, foi adicionado o
virus, do qual se preparou diluicbes, variando
de 10-1a 10~8. Em cada cavidade foi inocu-
lado, 0,01m! do virus, de modo que cada fi-
leira horizontal correspondeu a uma diluigcéo
do virus. Controles das células e das di-
luicdes do virus, sem as substancias-teste,
foram realizados em cada experiéncia.

O efeito citopatico foi observado diaria-
mente, em microscépio invertido, até o maxi-
mo de dez dias. A avaliagdo do crescimento
do virus foi feita pelo método de Reed &
Muench {18), através do célculo da TCDg,
no controle do virus e para cada concen-
tracdo das substancias.

Indice de inibicdo viral — Correspondeu a di-
ferenca entre o log da TCDg, do controle do
virus e o log da TCDg do virus em cada uma
das concentracbes das substancias. Consi-
derou-se positiva uma diferenca igual ou
maior que 1,70 log (8, 9, 14).

Resultados
Para testar a presenca ou néo de atividade

antiviral, as substancias foram avaliadas, ini-
cialmente, quanto a toxicidade, obtendo-se a

maior concentracdo de cada uma que ndo
causou efeito toxico para as células utiliza-
das. A  substancia  N'-(3-clorofenil)-
-N4-(3-acetamidapropril)  piperazina apre-
sentou toxicidade mais acentuada para as
células Hela e Hep-2. Para estas células
a maior concentracdo ndo téxica foi
85,3 i g/ml. Além desta, avalicu-se as con-
centracdes: 42,65ug/ml; 21,325 pug/mi e
10,6625 11 g/ml. A toxicidade do extrato flui-
do de pau-d’arco foi avaliada por meio de di-
luicbes e 1/1.280 foi a menor diluigdo que
ndo lesou as células (Tabela 1).

Os resultados dos testes de avaliacéo da
acdo antiviral permitiram detectar a agao de
ajmalina e de N'-(3-clorofenil)-N*-(3-aceta-
midapropil) piperazina para VSA. Em ambos
os casos, a inibicdo foi detectada na maior
concentracdo testada de cada uma
(80 wg/mi e 341,2 jg/ml, respectivamente).
O indice de inibic&o viral obtido foi maior que
1,70 log. Para os outros virus testados estas
substancias n3o apresentaram acéo (Tabela
2). As demais substancias ndo foram ativas
sobre nenhum dos virus testados.

Discussdo e Conclusdes

Com o método utilizado foi possivel tes-
tar, em cada microplaca, até quatro concen-
tracdes de uma substancia, com trés repe-

Tabela 1 — Toxicidade das substancias frente as células Hela, Hep-2 e LLC-MK; e as concentracdes utilizadas na

avaliacdo antiviral

Substancias

Concentragdo maxima
ndo toéxica { pg/mi)

ConcentracGes avaliadas quanto
a acdo antiviral { yg/mi)

Isoniazida 5,0
Usnato de lsoniazida 2,6
C.Iorofe.nilacetamidapropil— 341,2*
piperazina

C'Iorofe'nilaminopropil— 9.0
piperazina

L. senegalenns/Metanol 145,0
L. senegalenns/Diclorometano 148,3
Zoanthidae 856,0
Ajmalina 80,0
Extrato de Pau-d'arco 1:1.280**

5,0 2,560 1,250 0,6250

2,5 1,25 0,625 0,31256
341,2 170,60 85,300 42,6500
9,0 4,50 2,250 1,12560
145,0 72,50 36,250 18,1250
148,3 74,15 37,075 18,5375
856,0 428,00 214,000 107,0000
80,0 40,00 20,000 10,0000
1:1.280 1:2.560 1:5.120 1:10.240

*

** Menor diluicdo ndo toxica

A maior concentracio ndo toxica para as células Hela e Hep-2 foi 85,3 pg/ml



68 M.A.V.P. e Brito, M.H.C. Lagrota & R.D. Machado

Tabela 2 — indice de inibicdo viral das substancias testadas para VSA, Poliovirus tipo 1, Adenovirus tipo 5 e Her-

pesvirus tipo 1

indice de inibicdo viral

Substancias Co?ﬁe&tﬁ)@éo —

VSA Pélio 1 Adeno 5 Herpes 1
Isoniazida 5,0 0.45 0,00 0,76 0,49
Usnato de Isoniazida 2,5 0,569 0,67 0,00 0,41
C'Iorofe.nilacetamidapropil« 3412 2,25 0.16 * *
piperazina
C_I()rofepilaminopropil— 9,0 0,67 0,41 0,26 0,49
piperazina
L. senegalenns/Metanol 145,0 0,17 0,00 0,75 0,24
L. senegalenns/Diclorometano 148,3 0,00 0,08 0,60 0,41
Zoanthidae 856,0 0,42 0,25 0,60 0,25
Ajmalina 80,0 1,84 0,08 0,87 0,74
Extrato de Pau-d’arco 1:1.280** 0,91 0,66 0,90 0,66

*

deste virus
** Diluic&o do extrato aquoso utilizado

ticbes de cada uma. A proximidade das 96
cavidades em um sé dispositivo reduziu o
nimero de manipulagdes e diminuiu o risco
de contaminacdo do material. A observacio
do CPE ao microscépio também foi facilitada.
Devido ao pequeno tamanho da cavidade, a
camada de células pode ser completamente
observada. Desta maneira, foi possivel de-
tectar quaiquer foco de CPE existente, pois
uma substéncia sé foi considerada ativa
quando inibiu completamente o CPE viral.

Considerando que cada cavidade de uma
microplaca corresponde a um microtubo de
cultura {21), destaca-se a vantagem de utili-
zar este método aqueles que empregam a
cultura de células em tubo (8, 9) necessitan-
do, assim, de grande quantidade de material,
0 que nem sempre ¢ disponivel. A concen-
tracdo a ser testada devia estar presente em
7,2ml do meio de cultura. Esta quantidade
foi suficiente para testar oito diluicdes de um
virus, frente a uma substancia, em trés pro-
vas, havendo trés repeticbes por prova.

Além da simplicidade de execucdo, a
acuidade e a economia de material, todos os
materiais e aparelhos envolvidos na triagem
séo comuns a um laboraté6rio de virologia,
pois sdo os mesmos usados para o cultivo
celular de rotina. Este € um dos pontos que li-
mita a aplicacdo pratica de outros métodos
de triagem, como os relatados por Miller &
col. {16) e Boyd & Sommerville (2).

N&o testado nesta concentracéo porque causou toxicidade para as células empregadas para o desenvolvimento

Os resultados da triagem realizada indica-
ram uma substadncia sintética ativa:
N'-(3-clorofenil)-N4-(3-acetamidapropil) pi-
perazina. O composto cloridrato de
N'-(3-clorofenil)-N4-(3-aminopropil) piperazi-
na, estruturalmente muito relacionado a este
ndo foi ativo. Possivelmente, a presenca do
radical acetato, ligado por uma ligacdo amidi-
ca ao grupamento aminopropil da piperazina,
determina um arranjo espacial, responsavel
pela acéo do primeiro composto.

Entre as substédncias de origem vegetal e
marinha testadas foi possivel detectar a acdo
de ajmalina sobre VSA. O extrato fluido de
pau-d’arco ndo causou inibicdo, apesar de
ser relatada a presenca do lapachol no cerne
destas plantas e a acdo antiviral do lapachol
ser conhecida (14, 20). A acdo antiviral de
substancias de origem marinha ou extraidas
de plantas tem sido relatada. Sdo conhecidas
proteinas, toxinas, polissacarideos,
substéncias flavondides ou outras ndo identi-
ficadas quimicamente, ativas sobre uma
série de virus (7, 11, 12, 14, 15, 24, 25).

Os produtos naturais testados, a excecéo
de ajmalina, se apresentavam na forma de
extrato. Embora um extrato possa conter
uma grande variedade de estruturas e com-
postos, estes podem estar presentes em bai-
xas concentracdes. Esta baixa concentracéo
pode ter impedido que uma substancia ativa,
se presente, tenha sido revelada.
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Vacinacao anti-rabica experimental.
Possivel influéncia da

replicacdo do virus Flury HEP
modificado, no sistema nervoso
central, sobre a atividade
cérebro-neutralizante*
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Flavio Zelante

Reynaldo Schwindt Furlanetto {in memorian)
& Raymundo Rolim Rosa

Dept’ de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas USP,
Caixa Postal 4365
01000 Séo Paulo SP, Brasil

Resumo

Instalagdo e replicagdo do virus vacinante Flury HEP no tecido cerebral de animais ino-
culados. Inoculagdes intracerebrais (IC) e intramusculares (IM) das vacinas Flury HEP
virus modificado, Flury HEP virus inativado e tipo Fuenzalida & Palacios, em lotes de
20 camundongos, comprovaram indugdo de maior atividade cérebro-neutralizante pe-
lo primeiro tipo de vacina. Demonstraram também ser viavet a replicaco viral no siste-
ma nervoso central (SNC), aparentemente sem danos ao animal. As inoculagdes via IC
e via IM induziram ao aparecimento de corpusculos fluorescentes no SNC, em maior
intensidade ao redor do 8° dia.

Summary

Experimental anti-rabies vaccination. Possible influence of Flury HEP modified virus re-
plication in the central nervous system on the brain-tissue neutralization activity

in a previous paper the authors confirmed the better protection confered by the Flury
HEP modified virus vaccine than the others rabies vaccines tested. They proposed
now to verify the possibility of the installation and replication of this virus (HEP) in the
brain tissues of the inoculated animals. Through intracerebral {IC) and intramuscular
(IM) inoculations of Flury HEP modified virus, Flury HEP inactivated virus and Fuenzali-
da & Palacios vaccines, in groups of 20 mice, they confirmed induction of better brain-
tissue neutralization activity by the former type of vaccine. The authors demonstrated
also to be viable the viral replication in the Central Nervous System (CNS) apparently
without demages to the animals. The IC and IM inoculations induced to the appearan-
ce of specific fluorescent bodies in the CNS that were greater around of the 8th day af-
ter the inoculations.

R. Guidolin, F. Zelante, R.S. Furlanetto {in memorian) & R.R. Rosa

Introducéo

Guidolin {6) e Guidolin & col. (7), traba-
Ihando com vacinas tipos Flury HEP, Flury
HEP inativada e Fuenzalida & Palacios inocu-
ladas intracerebralmente em cobaias, ca-
mundongos e hamsters, demonstraram o de-
sencadeamento de um estado protetor nos
animais inoculados, ndo estreitamente rela-

cionado com o nivel de anticorpos circulan-
tes e nem com outros fatores, entdo pesqui-
sados, tais como o interferon.

Estas verificacOes suscitaram a possibili-
dade de ocorréncia, no tecido nervoso cen-
tral, da replicacéo viral sem que ocorra, apa-
rentemente, dano as células deste tecido.
Vérios autores admitem esta possibilidade
principalmente em se tratando do virus rabi-
co modificado (6).

* Parte da Tese de Doutoramento apresentada a Faculdade de Odontologia de Piracicaba, UNICAMP.
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A possibilidade de uma protecéo local a
infeccdo virica tem sido considerada, quer
devida a um tipo de anticorpo ou outro fator
celular altamente especifico (12) principal-
mente durante a ocorréncia de uma infeccéo
ativa e ndo somente devida a presenca do
virus no sistema nervoso central. Nas menin-
ges e tecido nervoso dos animais infectados
sdo encontrados plasmécitos e, principal-
mente, linfécitos (2).

Assim, os indicios parecem favorecer a
possibilidade de que a imunidade do tipo ce-
lular seja relevante para a protecdo na vaci-
nacdo anti-rdbica (10). Trabalhos neste sen-
tido tém sido desenvolvidos principalmente
na vacinacéo anti-rabica humana. Santos &
col. {13} demonstraram-no em vacinados,
através de reacdo cutanea e de testes de ini-
bicdo da migracéo de linfécitos (MIF).

Com base nestas consideracdes, nos pro-
pusemos a demonstrar a possibilidade de
ocorrer a replicacdo viral rdbica no sistema
nervoso central (SNC) de animais vacinados
com a vacina Flury HEP e a relacdo dessa re-
plicacdo com a inducdo de uma imunidade
local.

Material e Métodos

Animais utilizados e vias de inoculacdo — Os
experimentos foram realizados em lotes de
20 camundongos brancos, machos jovens,
com peso de 14 * 1g, inoculados através das
vias intracerebral (IC) e intramuscular (IM).

Suspensées virais e volumes inoculados —-
Foram utilizadas as suspensdes virais: virus
HEP (8), virus HEP inativado (6) e virus fixo
inativado (Fuenzalida & Palacios). Em geral,
cada inéculo continha 10.000 particulas vi-
rais. O volume do indculo era de 0,03mi
quando da inoculacdo IC. Em algumas opor-
tunidades, variacbes foram introduzidas nes-
tes critérios, objetivando a uma analise mais
precisa na conducdo do experimento em
questao.

Periodo de observacdo dos animais inocula-
dos — Os animais foram observados, na de-
pendéncia da prova a que se destinavam, por
um periodo de 21 dias (prova de cérebro-
neutralizac@o). Os cérebros foram extraidos
no 4°, 8° e 122 dia apds a inoculacéo, para
a prova de imunofluoréscéncia.

Provas realizadas — Cérebro-neutralizacao
— Foi realizada de conformidade com a
técnica original de Kubes & Gallia (12). Os
cérebros dos animais, logo apds a sua retira-
da, eram lavados trés vezes em solucéao sali-
na fosfatada e conservados a — 70°C. Quan-
do de sua utilizacdo, eram descongelados a
temperatura ambiente, reunidos e pesados.
Apés a trituracdo em ftriturador Bellco, proce-
dia-se a diluicdo em solucdo fisioldgica
estéril, na proporcdo de 1:2 p/v. A sus-
pensdo assim obtida foi centrifugada durante
b minutos a 500rpm com a finalidade de se-
rem eliminados os restos celulares. Do sobre-
nadante, (diluicdo 1:2), foram preparadas as
diluicdes 1:20, 1:200 e 1:2000. Adaptamos
o esquema de Kaplan & Koprowski (8) para a
prova de soroneutralizacdo, substituindo-se
o soro pela suspenséo de tecido cerebral di-
luida. Como controle, foram utilizados cére-
bros normais, processados de forma
idéntica.

Prova de imunofiluorescéncia (IF) — A verifi-
cacdo do antigeno rédbico no SNC dos ani-
mais inoculados, obedeceu a técnica descrita
por Cherry & col. {3), realizando-se decal-
ques do tecido cerebral em laminas de mi-
croscopia. As observacdes foram realizadas
em campo escuro, com microscépio Leitz
modelo 250, lampada C3-150W, filtros
primérios BG-12 e secundario Leitz K530 e
examinadas em 400 aumentos. Adaptamos
as recomendacoes de Koprowski (10} que
preconiza a deteccao de agregados ‘‘corpus-
culares’’, o que seria o indicio de positividade
da prova e gque corresponderiam a corpuscu-
los de inclusdo. N&o foi considerada a fluo-
rescéncia granular ou da membrana celular.

Controles — Para os necessdarios controles,
em todas as provas realizadas, lotes de ani-
mais sofriam o mesmo traumatismo fisico
que os inoculados com as particulas virais.

Resultados e Discussdo

A inoculacdo dos trés tipos de vacinas
anti-rabicas em camundongos, possibilitou-
nos acompanhar o desenvolvimento de alte-
racbes junto as células do SNC, tendo sido
possivel detectar a ocorréncia de replicacédo
das particulas virais, nesse tecido.

A Tabela 1 apresenta os resultados obser-
vados quanto a prova de cérebro-neutrali-
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zacdo, na qual foi estabelecida uma compa-
racéo entre os niveis cérebro-neutralizantes, -
obtidos pela inoculacéo IC e IM, em grupos
de 20 camundongos, das vacinas Flury HEP
virus modificado, Flury HEP virus inativado e
Fuenzalida & Palacios, com doses contendo a
mesma concentracdo viral (10.000 particu-
fas infectantes).

Tabeia 1 — Resuitados das provas de cérebro-
neutralizacdo, em 20 camundongos, inoculados com os
trés tipos de vacinas contendo todas 10.000 particulas
infectantes

Diluigdes do tecido cerebral
N? de mortos/N? total
inoculado
. Vi Volume | N° de
Vacina  Hemml) | DLgy | 1:2 1:20]1:200|1:2000
HEP
virus iC | 0,03 25 | 2/5] 3/6 | 4/5 5/5
modificado
HEP
virus M| 0,3 25 | 3/6| 4/5 | 5/5 5/5
modificado
Fuenzalida | IM | 0,3 25 | 5/5| 5/5 | 5/5 5/5
Fuenzalida | IC | 0,03 25 | 5/5) 5/5| 5/5 5/5
HEP
inativada IC | 0,03 25 | 5/5| 5/5 | 5/5 5/6
HEP
inativada IM |03 25 | 5/5{ 5/5 | 5/5 5/6

IC = intracerebral
IM = intramuscular

Os informes da Tabela 1, parecem de-
monstrar que apenas o virus Flury HEP ativo
foi capaz de induzir a uma atividade cérebro-
neutralizante, apesar de fracamente eviden-
cidvel, principalmente quando introduzido
por via IC. Este fato parece concordar com
Eisen (4) quando este autor afirma que o po-

R. Guidolin, F. Zelante, R.S. Furlanetto (in memorian) & R.R. Rosa

der imunogénico de uma substéncia esta di-
retamente relacionado com a sua inoculacgéo
em locais proximos as células antigeno-
sensiveis.

Assim, quer nos parecer que condicdes
semelhantes as mencionadas por Eisen ocor-
rem quando se inocuia a vacina Flury HEP
virus modificado diretamente no SNC pois,
neste tecido, o virus encontra as células ele-
tivas para a sua implantacdo e replicacéo
(14).

O aparecimento de anticorpos no liquido
cérebro-espinhal de animais inoculados, des-
crito por Baer & col. (1), teria um mecanismo
diverso no desenvolvimento da atividade
cérebro-neutralizante. '

Koprowski & Black (11), ndo evidencia-
ram anticorpos no tecido cerebral de cobaios
vacinados por via IM com o virus Flury de
baixa passagem (LEP), apesar de estar pre-
sente o anticorpo sérico neutralizante. Ao
contrério, Koprowski (9) verificou que quan-
do o virus Flury HEP era introduzido por via
IC, induzia a uma resisténcia a posterior ino-
culacdo do virus das ruas, guatro semanas
apos, havendo uma estreita ligacéo entre o
nivel de anticorpos circulantes e a resisténcia
a infeccéo.

O processo pelo qual ocorre a liberacéo
das particulas virais das células do SNC e a
consequente ativacdo do sistema imuno-
competente, é ainda desconhecido. Em nos-
sa opinido, o virus rabico modificado teria so-
frido possiveis alteracdes em suas compo-
sicBes quimica, estrutural ou genética, tor-
nando-o capaz de replicar-se em células néo

Tabela 2 — Resultados das provas de IF realizadas com o tecido cerebral de camundongos inoculados com vacina

Fiury HEP virus modificado

. . p Positivos N? médio de corpusculos
_ Via de~ Dose . rova deﬁ . por campo examinado (10 campos) Porcema_gem de
inoculacéao j{em ml) |imunofluorescéncia positividade
Total 0 112-3 4-5 | +5
IM 0,3 . 5/5 — 2 2 1 — 100
4 dias :
IM 0,03 i 5/6 1 5 - — — 83,3
apos
IC 0,03 5/5 - 1 3 1 — 100
M 0,3 . 5/5 - | s _ _ - 100
8 dias
M 0,03 X 10/10 - 2 2 4 100
apds
IC 0,03 5/5 R - — 100
IM 0,3 0/7 — - o — o]
12 dias g
M 0,03 i 3/8 3 — — — 37.5
apds
1C 0,03 6/9 - 3 3 — 70

* 10.000 particulas virais por 0,03ml
IM = intramuscular
IC = intracerebral
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nobres do SNC, sem induzir a lesdes
passiveis de uma detecc¢éo clinica.

Todavia, inegavelmente, houve a sua re-
plicacdo no SNC. Os dados constantes da
Tabela 2, que apresenta os resultados de
prova de imunofluorescéncia direta, realiza-
da em tecido cerebral dos camundongos ino-
culados vias IM e IC, com doses diferentes
da vacina Flury HEP virus modificado, de-
monstram que o numero de particulas de
antigeno rabico viral, aumentou em pro-
porcdo direta com o aumento dos dias de
observacégo.

As provas de IF direta parecem demons-
trar que o virus HEP pode ser encontrado no
tecido cerebral, pelo menos até o 12?2 dia
apés a sua inoculagdo, independendo da via
utilizada. A sua replicacdo parece mesmo
ocorrer durante um tempo mais longo, em
funcéo da via de inoculacéo.

Figura 1 — Dinadmica do comportamento e porcentagem
de positividade da replicagéo da vacina Flury HEP modifi-
cada, em cérebro de camundongo, detectada através da
imunofluorescéncia

100 - ===
8 ~ N
3 80 /‘ /*/ \ \.\
2 , \ :
g 60 ./// \\
3 1/ \
g 40 - // *
g 7/
& 204 4/
/4

T T L T T T
2 4 6 8 10 12
intramuscular 0,3ml Dias

intramuscular 0,03ml
intracerebral  0,03ml

Quanto a via IC verificamos que, no 12°
dia, 70% dos camundongos apresentavam
virus intracelulares, sendo este o maximo
periodo de observacdo. Quando da inocu-
lacdo IM de 0,3ml da suspensdo do virus,
100% dos tecidos cerebrais apresentavam
reacdo IF positiva, observada com maior in-
tensidade no 4° dia apds a inoculacdo. No
12° dia, ndo foi constatada fluorescéncia
nos tecidos. Os animais inoculados com
0,03ml, por via IM, da suspensdo de virus
apresentaram 83% de positividade no 4° dia
e, 0 maximo de intensidade, foi observado no
8° dia. Esta dosagem possibilitou maior per-
sisténcia do virus nos tecidos pois, no 12°
dia, 37,5% dos animais ainda demonstraram
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positividade da reacdo. Estas observacdes
confirmam Guidolin & col. (7) que demons-
traram que animais inoculados via IM apre-
sentaram titulos de anticorpos séricos de 1:2
e de 1:5,8 nas doses de 0,3 (100.000
particulas) e de 0,03mi (10.000 particulas,
respectivamente).

Estes valores sdo, ao menos aparente-
mente, parodoxais e poderiam estar relacio-
nados a persisténcia do virus por maior tem-
po nos tecidos. Tal ocorréncia, determinaria
um prolongamento do estimulo imunogéni-
co, visto que uma grande dose de antigeno
poderia induzir a titulos precoces de anticor-
pos ou mesmo de interferon (5), neutralizan-
do os virus e impedindo-os de se replicarem
durante um tempo maior no tecido cerebral.
Uma comprovacado dessa hip6tese seria o de-
saparecimento do virus do tecido nervoso a
partir do 12° dia, nos animais inoculados via
{M com a dose de 0,3ml. Poderiamos admitir
a ocorréncia de neutralizacdo pelos anticor-
pos formados rapidamente, detectados a
partir do 2° dia, conforme demonstrado por
Wiktor & col. (15), e em concentracoes rela-
tivamente elevadas, devido ao maior nimero
de particulas virais presentes. N&o foi obser-
vado fato semelhante quando da inoculagdo
IC.

Estas observactes deverdo ser ampliadas
no futuro, pois, sendo comprovadas, viriam
indicar que, sob o ponto de vista imunoldgi-
co, ndo seria interessante a administracéo de
doses excessivas de particulas virais ativas,
na imunizacdo dos animais contra a raiva.

Conclusoes

1. Somente a vacina Flury HEP virus modifi-
cado, induziu a titulos cérebro-neutrali-
zantes, principalmente quando inoculada
via IC;

2. parece haver replicacéo do virus Flury HEP
modificado no SNC, sem dano aparente
as células do tecido, ao menos clinica-
mente detectavel,;

3. a inoculacdo IC induziu a maior per-
sisténcia de particulas virais no SNC do
gue a inoculacdo IM;

4, guando da inoculacdo IM, a dose de
0,03ml da vacina Flury HEP virus modifi-
cado, equivalente a 10.000 particulas vi-
rais, demonstrou superior atividade imu-
nogénica do que a inoculacdo, pela mes-
ma via, de uma dose dez vezes maior.
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Resumen

Treinta polios de doce semanas de edad, fueron divididos al azar en tres grupos de diez
aves cada uno, se usaron para estudiar el efecto inmunoestimulante del levamisole al
aplicarse oralmente después de una vacunacion ocular contra el virus de Newcastle.
Las aves del grupo vacunado y tratado 48 horas después con levamisole, en dosis de
10mg de droga pura por kg de peso vivo, presentaron un mayor titulo de anticuerpos
neutralizantes, estadisticamente significativo (0.01), que el grupo vacunado al que no
se administro levamisole. Ambos grupos resistieron 100% al desafio de 0.2ml. intra-
muscular, de virus virulento de Newcastte con titulo de 10.8-87 DL 50/0.1ml. Los pol-
los del grupo no vacunado y al cual no se aplicé levamisole, no desarrollaron anticuer-
pos y sufrieron 100% mortandad. Los resultados demuestran que el levamisole actlia
como un inmunoestimulante en la tasa de anticuerpos neutralizantes del virus de New-
castle, si se usa 48 horas después que los polios han sido vacunados.

Summary

Influence of levamisole in the production of neutralizing antibodies after vaccination
against Newcastle disease

Thirty chickens twelve weeks of age were divided at random in three groups of ten
each and were used to study the immunostimulating effect of levamisole when given
orally after an ocular vaccination against Newcastle virus. The chickens in the vaccina-
ted group were treated 48 hours later with levamisole in dosis of 1Omg of pure drug
per kg, live weight. These animals presented a higher statistically significant (P. 01) ti-
ter of neutralizing antibodies than the vaccinated group that was not given levamisole.
Both groups resisted in 100% the challengs of an intramuscular injection of 0.2ml. of
virulent Newcastle virus with titer of 10.8:67DL50/0.1ml. The non vaccinated group
which did not receive levamisole, did not produce antibodies and had 100% mortality.
The data show that levamisole acts as an immunostimulant of the rate of production of
neutralizing antibodies of the Newcastle virus if used 48 hours after vaccination.

75

Introduccion 1971, Renoux (9) demostrando que el levami-

Diferentes trabajos de investigaciéon se
han realizado para explicar la actividad de al-
gunos compuestos bioldgicos y principal-
mente quimicos en el sistema inmunolégico
del hombre y animales, asi tenemos que des-
de los primeros experimentos llevados en

sole inyectado en ratones vacunados contra
la brucelosis incrementaba el efecto protecti-
vo de la vacunacién, se han sumado otros
autores para demostrar o negar la accién in-
munoestimulante de la droga en el hombre y
en diferentes especies de animales. En las
aves de corral, son pocos los trabajos hechos
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para tal efecto y en la literatura solo se en-
cuentra los experimentos de Meulemans &
col. (6) y Pensaert (8) que usaron el levami-
sole después de una vacunacion intramuscu-
lar y oral en pollos contra la enfermedad de
Newcastle. Otros como Kulkarni (5); Bottino
(1); Mufioz (7) y Hernandez (4), emplean la
misma molécula para similar experimento,
modificando solo la via de inoculacién. To-
dos estos autores miden ios efectos del Le-
vamisole, principalmente, por depresidn o
estimulacion en la produccién de anticuerpos
de inhibicion de la hemoaglutinacion del virus
Newcastle.

Este trabajo tiene como intencién incre-
mentar los conocimientos del efecto del leva-
misole en la formacidon de anticuerpos neu-
tralizantes del virus de la enfermedad de
Newcastle, cuando la molécula es aplicada
después de la vacunacion.

Material y Metodos

Aves de experimentacion — 30 polios de una
linea comercial de postura, criados desde el
primer dia de nascidos en corrales adecuados
e identificados individualmente con bandas
alares y sin vacunar, fueron separados a la
edad de 12 semanas en tres grupos de 10
aves cada uno.

Virus: virus vacunal — vacuna comercial de
Newcastle cepa la Sota. Virus virulento —
cepa de campo de un brote epizoético, con-
servado a — 70°C, y refrescado en embrion
de pollo antes de ser usado en el desafio y la
suero-neutralizacion.

Droga — clorhidrato de levamisole (RIPER-
COL-L, polvo soluble al 46%. Lote 128 Ame-
rican Cyanamid Company): clorhidrato de
L-2, 3, b, 6-tetra-hidro-6-fenil imidazo
{2,1-b) tiazol, diluido en agua corriente antes
de su uso, de tal manera que cada mi de la di-
lucién contenga 10mg de droga pura.

Alimento — alimento comercial para broilers.

Huevos fertiles — huevos embrionados de 9
dias de incubados, provenientes del plantel
de reproductores de Leghorn blancas IVITA,

UNMSM libres de pullorum y enfermedad de
Newcastle.

Plan experimental — tratamiento de Jos
grupos
Grupo | — Cada ave recibié una gota de
' (0.03ml} de vacuna Newcas-
tle, via ocular una sola vacuna-
cién y tratados 48 horas des-
pués con levamisole en dosis
de 10mg por kg de peso vivo,
aplicado con jeringa automati-
ca por via oral.

Cada ave recibi6 una gota
(0.03ml) de vacuna Newcas-
tle, via ocular una sola dosis y
no recibieron levamisole.

Aves sin vacunacién ni trata-
miento. Sirvié de control en la
exposicidn al virus virulento de

Newcastle.

Grupo Il —

Grupo Il —

Obtencion de las muestras de suero — se to-
maron muestras de sangre, por puncién car-
diaca, de los tres grupos alos 0.14 y 21 dias
de vacunados y a los 28 dias solamente los
grupos | y Il. Con los sueros se hicieron 2
pools de 5 sueros cada uno, usadndose siem-
pre los mismos animales para formar cada
pool. Los sueros se almacenaron a —70°C
hasta su uso.

Exposicion de las aves — alos 21 dias de va-
cunadas {8 horas después de obtenida la ter-
cera muestra de sangre), todas las aves se
expusieron al virus virulento de Newcastle
con titulo de 10887 DL 50/0.1ml en dosis de
0.2ml por ave intramuscularmente y obser-
vados por 7 dias. El desafio fue para determi-
nar diferencias de mortandad en los grupos.

Prueba de suero-neutralizacion — la suero-
neutralizacién se realizo con cada pool de los
grupos |, il y Ill, siguiendo el método alfa de
Cunninghan (2). Diluciones decrecientes de
virus suero constante en huevos fértiles de 9
dias de incubados. Por el método de la dosis-
respuesta cuantitativa descrita por Cunning-
han {3), se determind el indice de neutraliza-
cién en DL 50 de los sueros obtenidos los
dias 0, 14 y 28 de vacunados.

Andlisis estadistico — se usé el andlisis de
varianza y la prueba de Duncan.
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Resultados

La Tabla 1 muestra los resultados de la ti-
tulacién de anticuerpos neutralizantes del vi-
rus Newcastle de los tres grupos de aves, in-
dicando el reciproco del logaritmo de base 10
del indice de neutralizacion 50% (Indl. 50) de
los pools de sueros, de los cuatro periodos
diferentes. Se aprecia que al inicio del experi-
mento no existia anticuerpos neutralizantes
en ninguno de los grupos. Las aves vacuna-
das mostraron un crecimiento progresivo de
dichos anticuerpos en los diferentes periodos
de estudio, en cambio el grupo Ill no muestra
anticuerpos neutralizantes hasta el 21° dia,
fecha en que se hizo el desafio, lo cual oca-
siondé 100% de mortandad entre 50 y 80 ho-
ras de inoculados. A esta exposicion los gru-
pos | y ll sobrevivieron 100%.

Tabla 1 — Reciprocos del logaritmo del in en DL50 de
los pools de sueros

pos, mediante la prueba de Duncan, indica
que existe diferencias significativas entre los
grupos vacunados y el grupo control, asi co-
mo entre ambos grupos vacunados (Tabla 3).

Tabla 3 — Comparacion de promedios de los tres grupos
por la prueba de Duncan

Grupos Promedios
I — Il 3.8417 — 0.8533 = 2.9884**
I - Il 3.8417 - 22550 = 1.5867*
I — I 2.2560 - 0.8533 = 1.4017*

* Dif. significativa al 0.05
** Dif. significativa al 0.01

El anélisis de varianza de los valores del
Indl. 50 hasta los 28 dias, de los animales va-
cunados, se presenta en la Tabla 4, apre-
cidndose que existe diferencia significativa
(0.01) entre el grupo vacunado y tratado con
levamisole frente al grupo que solo recibié
vacuna.

Grupos
Periodos Pool | 1l 1]
Tabla 4 — Andlisis de varianza de los in en el DL50 de
0 1 1.17 0.90 1.07 los sueros de aves vacunadas
2 1.08 1.06 0.98
Fuente de Grados
14 1 4.73 3.00 0.73 de Suma de Cuadrado E
2 4.00 1.73 0.17 variacion libertad cuadrados medio
21 1 6.17 3.67 1.00 Periodos 3 49.14672
2 5.90 3.17 1.17 Tratamiento 1 12.76276 12.76276 26.86*
Error exp. 11 5.42737 0.49339 ’
28 1 7.17 4.17 — ¥
2 6.67 4.90 — Total 15 67.33685

* Este grupo no Hegd a los 28 dias, murieron por el de-
safio

En la Tabla 2 se presenta el analisis de va-
rianza de los valores del Indl. 50 hasta los 21
dias, observandose que existe diferencias
significativas entre los tratamientos. La com-
paracion de los valores promedio de los gru-

Tabla 2 — Andlisis de varianza de los in en DL50 de los
sueros hasta 21 .dias

Fuente de Grados

de Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio
Periodos 2 18.35560
Tratamientos 2 26.82463 13.41232 11.42*
Error exp. 13 14.48217 1.11401 ’
Total 17 59.66290

* Dif. significativa al 0.01

* Dif. significativa al 0.01

Discussion

Los resultados obtenidos en este trabajo
indican que el levamisole tuvo un efecto imu-
noestimulante en la tasa de anticuerpos neu-
tralizantes en aves vacunadas. En la literatu-
ra consultada, no se encontrd referencias
empleando la técnica de suero-neutraliza-
cién, contra el virus de Newcastle, pero si
existen experimentos usando la técnica de
inhibicidén de la haemaglutinacién (IH) que de-
muestran la accion inmunoestimulante del le-
vamisole como los realizados por Kulkarni
(b); Mufioz (7); Hernandez {4) y Bottino (1).
En cambio, otros autores como Meulemans
(6) y Pensaert (8), con la misma técnica IH,
llegan a resultados diferentes.
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Summary

Techniques are described for isolation of bacteriophages from Streptococcus pyoge-
nes and for their propagation. Temperate phages were isolated from 156 of the 90
strains tested. Mitomycin C was employed as an inducing agent.

Resumo

Isolamento de bacteriéfagos a partir de Streptococcus pyogenes

Técnicas sdo descritas para o isolamento de bacteri6fagos, a partir de Streptococcus
pyogenes e para a sua propagacdo. Fagos temperados foram isolados a partir de 15
das 90 amostras bacterianas testadas. Mitomicina C foi empregada como agente

indutor.

Introduction

Interest in the bacteriophages of Strepto-
coccus pyogenes continues {despite techni-
cal difficulties not encountered in other
phage-host systems) largely because they
are an important mechanism of genetic ex-
change among group A streptococci and
may influence decisive biological properties
such as antibiotic resistance {11, 13, 16)
and virulence (4, 5, 12). Thus bacteriopha-
ges may be significant determinants of the
epidemiology of streptococcal infections and
perhaps also the pathogenesis of nonsuppu-
rative sequelae.

The possibility that phage-infected strep-
tococci in a human host might induce pro-
duction ¢’ L forms of group A streptococci
has been suggested. L forms have been iso-
lated from the blood of patients with rheuma-
tic fever (19) and the streptococcal cell
membrane which is antigenically similar to
mammalian tissue (18) can be exposed by a
phage-associated lysin (19). Attention has
also been focused on the possible influence

of group A streptococcal phages in posts-
treptococcal glomerulonephritis (15).

The present work presents methods used
to detect lysogeny in strains of S. pyogenes
and characterize temperate phages as an ini-
tial step of an investigation into the possible
role of the viruses in the virulence of the or-
ganism and presence of hyaluronidase asso-
ciated with temperate bacteriophages of
group A streptococci.

Material and Methods

Strains — Ninety strains of S. pyogenes we-
re examined for evidence of lysogeny. The
strains were isolated from patients with sus-
pected streptococcal infection or complica-
tions in Rio de Janeiro and classified into
Lancefield group A according to the nitrous
acid procedure (2, 6, 7).

The nonlysogenized strain designated as
K56 was originally supplied by E. Kjems (8)
and was used for the growth of phages and
as a standard indicator to prepare lawns for

* Portion of thesis submitted by Agnes M.S. Figueiredo in partial fulfilment of requirement for M.S. degree, Federal

University of Rio de Janeiro.
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the examination of strains for lysogenic
phage.

Media — Broth for phage and bacterial
growth was a modification of the medium
described by Malke {10) and contained 6%
proteose peptone n’ 3 (Difco Laboratories,
Detroit, Mi, USA), 0.3% NaCl, 0.05% gluco-
se, 5% horse serum (Instituto Vital Brasil
S.A., Niter6i, RJ, Brazil) and 2ZmM CaCl,,.

Agar plates for plaque assays contained
5% proteose peptone n? 3, 0.6% NaCl,
0.01% glucose, 5% horse serum, 2mM
CaCl,, 0.1% sodium beta-glycerophosphate
{E. Merck, Darmstadt, Federa! Republic of
Germany) and 1% agar (Stephen Skjold, per-
sonal communication). Hyaluronidase (bovi-
ne testes, Sigma Chemical Co., St. Louis,
Mo, USA) was added as indicated at a con-
centration of 40 y g/ml in plates.

The media were prepared and autoclaved
without glucose, CaCl,, horse serum and
hyaluronidase. Concentrated solutions of
CaCl, (0.2M) and glucose (20%) were sterili-
zed by autoclaving. Horse serum and a con-
centrated solution of hyaluronidase (0.1%)
were sterilized by filtration through membra-
ne filters (0.45- 1 m pore size; Millipore Corp.
Bedford, MA, USA). These were added along
with CaCl, and glucose to the autoclaved
media cooled at 45°C to obtain the final con-
centrations as indicated.

Detection of lysogeny in strains of S. pyoge-
nes — Broth cultures grown for 18hr at
30°C were centrifuged at 500g for 30 min.
and sterilized by filtration. Undiluted super-
natant fluids were then spotted (0.03ml per
spot) onto lawns of the indicator K56 to see
whether the strains spontaneously reieased
phage that could be lytic for the indicator
bacterium.

Those strains that did not show lysogeny
by this technique were induced by exposure
to mitomycin C (Sigma) as follows. One drop
of a culture from sheep blood broth was ad-
ded to bml! of broth and incubated overnight
at 30°C. The culture was then mixed vigo-
rously, diluted (1:20) into fresh medium (at
37°C) containing 0.1% glucose and incuba-
ted for Thr in a 37°C water bath. Mitomycin
C was added to a final concentration of
0.1 g/ml and the mixture was incubated for
an additional 2hr at 37°C. The supernatant

of the culture was sterilized by filtration and
spotted onto the indicator lawn.

Preparation of indicator lawns — One drop of
a culture strain Kb6 which had been quick
frozen {at —70°C) in log phase and thawed
prior to use was added to 5ml of broth and in-
cubated overnight at 30°C. The next day the
culture was agitated vigorously, diluted
(1:20) in broth and flooded on the surface of
agar plates, and the excess fluid was remo-
ved with use of sterile Pasteur pipets. The
plates were partially dried on the bench for
20 min. After inversion and further drying
with lids off in an incubator for 20 min. at
35°C, dilutions of phage were applied (15).
The plates were incubated at 35°C over-
night and examined the following morning
for plaque titer.

Propagation of bacteriophages — Plaque pu-
rification was carried out to assure purity of
bacteriophages. Three serial picks were ma-
de on lawns of K56 from a single plague and
phage was then propagated to high titer.

To prepare bacteriophage stocks, over-
night cultures of K56 (at 30°C) were incuba-
ted for 5 min. at 37°C with phages at an in-
put multiplicity of about 2 plague-forming
units {(PFU) per colony-forming unit and then
diluted (1:100) into fresh medium. The pha-
ge multiplication was then allowed to pro-
ceed at 37°C for another 6 hr. Thereafter the
lysate was chilled to 4°C and cellular debris
was removed by centrifugation at 8000g for
30 min. The phage lysate was then incuba-
ted for 2 hr at 37 °C after the addition of pan-
creatic deoxyribonuclease 1 (10 i g/ml; Sig-
ma) and pancreatic ribonuclease (10 ;g/ml;
Sigma). Lysates were then passed through
membrane filters.

Since temperate bacteriophages of S.
pyogenes rapidly lose titer at 4°C after a few
days, freshly induced or propagated lysates
were used in the study.

Phage sensitivities to heat, chloroform and
osmotic shock — A phage lysate of about
3x 107 PFU/ml was dialyzed against broth
containing no serum or glucose.

Chioroform (0.02mi) was added to Tmi of
lysate and the mixture was shaken vigo-
rously for 1 min. and incubated for 1 hr. at
37°C. After the chloroform had settled out
the broth layer was centrifugated at 500g for
20 min.
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Phage suspensions were held for 1hr.in a
56°C water bath.

Phages were sedimented by centrifuga-
tion at 30,000g for 1 hr. and suspended in
5M NaCl. After keeping the suspension at
4°C overnight and for 2 hr. at 37°C, a sam-
ple of the suspension was diluted into 50 vo-
lumes of distilled water.

After the treatments, standard plaque as-
says were carried out for each sample for de-
termination of viability. Survival was expres-
sed as percentage of the total plague counts
for control {(untreated) samples.

Effect of cryoprotective additives on inacti-
vation of phages by freezing — The additives
investigated (14) were glycerol (0.1M), su-
crose (0.1M), glucose (0.1M), dimethylsul-
foxyde (0.1%), and the polymer polyethyle-
ne glycol (10%; average molecular weight,
6000; Sigma) which is used to concentrate
bacteriophages (17). The phage was dialy-
zed against broth containing no serum or glu-
cose. Phage samples containing 2.0 x 107
PFU/ml were mixed with equal volumes of
concentrated (twofold) additive mixtures to
a final volume of 3.0ml and stored at — 20
and —70°C. After storage for. 35 days they
were maintained at 4°C to accomplish slow
thawing and immediately assayed for per-
centage survivals. Survivals were expressed
as percentages of the control counts for the
original dialyzed phage lysate.

Electron microscopy — A filtered phage lysa-
te was centrifuged at 30,000g for 2 hr. in a
Spinco type SW27 rotor at-4°C. Specimens
were prepared by negative staining on Form-
var coated copper grids with 2% aqueous
solutions of uranyl acetate and were exami-
ned in a Philips 301 electron microscope.

Resuits

Detection of lysogeny — When the 90
strains of S. pyogenes were screened for evi-
dence of spontaneous release of bacterio-
phage in broth culture with the indicator
lawn (K56), only 2 strains showed sponta-
neous release of phage. The use of induction
with mitomycin C increased the, frequency of
demonstration of lysogeny. Fifteen of the 90
cultures released bacteriophages after mi-
tomycin induction as demonstrated by the
activity of their supernatants on the indica-

tor lawn. Undiluted supernatant fluids gave
complete clear lysis when spotted on strain
K56. Lytic activity of the released phages for
any of the 15 strains on indicator lawns was
the same whether it was incubated at 30 or
at 37°C. The use of another group A strepto-
coccus as indicator strain in the examination
of the remaining 75 strains for lysogenic pha-
ge did not increase the frequency of demons-
tration of lysogeny.

Plaque morfology — On the indicator strain
K56 all phages produced plaques with a clear
area generally Tmm in diameter surrounded
by a more turbid halo about 2-3mm in diame-
ter. On agar plates containing hyaluronidase
{which prevents hyaluronic acid capsule for-
mation) the halo was nearly absent. All pha-
ges produced plaques on K56 lawns when
undiluted lysates were spotted in the absence
of added hyaluronidase. Two phages (from
strains n® 78020 and 78082} produced
crystal clear plagues without added enzyme.

Resistance to heat, chloroform and osmotic
shock — The phages obtained from strains
n? 78020 and 78082 and propagated on
strain K66 were examined for sensitivity to
heat. They were totally inactivated when
held at 56°C for 30 min. with less than 1%
survivals. They were uniform with regard to
sensitivity to chloroform as the percentage
of survivals reached only about 5%. The
phages were totally inactivated when sub-
mitted to osmotic shock as they may have
released their DNA after rupture of the head
membrane.

The effect of cryoprotective additives — At-
tempts were made to study the longevity of
filtrates of the temperate phage from strain
n° 78082 at —20 and —~70°C. The effect of
several commonly used cryoprotective addi-
tives on inactivation of the phage during
freezing was determined. The additives in-
vestigated conferred almost no protection on
the frozen phage when phage-additives mix-
tures were stored at — 20 and —70°C for 35
days. The percentage survivals ranged from
0.4 to 5.5%. Polyethyleneglycol caused a
60% loss of PFU thus giving a relative pro-
tection to the frozen bacteriophage.

Studies were carried out to examine the
possibility of maintaining a stock of the pha-
ge at 4°C after addition of the additives. Al-
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most total inactivation (less than 2% survi-
val) of the phage occurred. Gelatin (0.1%)
did not slow down the inactivation of the
phage during storage at 4, — 20 and —70°C
and the percentage of viability was less than
2%.

Phage morphology — The phage isolated
from strain n® 78020 had a polyhedral head
that appears isometric and a iong, non-con-
tractile, unsheated tail without a collar or ob-
vious appendages (Fig. 1). It therefore be-
longs in morphological Bradley’s group B (3),
as do most but not all streptococcal phages
reported (1).

Figure 1 — Electron micrograph of temperate bacteriop
hage from strain n® 78020 of Streptococcus pyogenes,
X 91,000

Discussion

In the present study, lysogeny was de-
monstrated even when only one indicator
strain was used. The inability to demonstrate
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Summary

The antigenic relationships of hyaluronidases associated with temperate and virulent
phages of group A streptococci were examined in a three-component {antibody, enzy-
me, substrate) assay for enzyme activity. The results indicate that these hyaluronida-
ses are immunologically distinct and do not share antigenic determinants that relate to
their functional capacity.

Resumo

Propriedades imunolégicas da atividade hialuronidésica associada a bacteriofagos vi-
rulentos de estreptococos do grupo A

Foram examinadas as relacdes antigénicas de hialuronidases associadas a fagos viru-
lentos e temperados de estreptococos do grupo A, utilizando-se um teste para medida
de atividade enzimatica com trés componentes {anticorpo, enzima, substrato). Os re-
sultados indicam que estas hialuronidases sdo imunologicamente distintas e ndo pos-
suem os mesmos determinantes antigénicos responséaveis pela capacidade funcional.

Introduction

In his studies of virulent streptococcal
bacteriophages from Paris sewage, Maxted
showed that the addition of hyaluronidase
(HAase) to the propagation mixture enabled
these phages to penetrate the hyaluronic
acid capsule-of group A streptococci and he-
reby increased the phage titer by several or-
ders of magnitude (10). In contrast to these
virulent phages, most temperate phages of
group A streptococci do not require extra-
neous HAase for maximum propagation as

the enzyme is associated with the viral parti-
cle or may be an integral element of the pha-
ge (2, 8). In recent studies we developed a
sensitive method for the assay of HAase ac-
tivity (3), purified and characterized the HAa-
se associated with a temperate bacteriopha-
ge from a group A, M type 49 streptococcus
(4) and reported the immunological proper-
ties of HAases associated with temperate
bacteriophages from group A streptococci
{b). The present report concerns the immu-
nological properties of the HAase associated
with a virulent bacteriophage of group A
streptococci.

* Trabalho realizado na ''University of Minnesota Medical School, Minneapolis, USA"’,
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Material and Methods

Strains — The virulent group A streptococcal
bacteriophage used in this study and desig-
nated as A25, was originally supplied by Dr.
W.R. Maxted. Further details on this phage
are provided in previous publications. (10,
11). The temperate phage was obtained
from a group A, M type 49 streptococcus
(University of Minnesota strain n® GT 8760)
by induction with mitomycin C as previously
described {13). The type 49 strain was from
a recurrent epidemic of acute nephritis at
Red Lake, MN, USA (12, 13). In this commu-
nication, the two sorts of phage will be re-
ferred to as the virulent and the temperate
phage. The group A, M type 12 strain, desig-
nated as Kb6 and originally received from Dr.
E. Kijems was used for the growth of the viru-
lent phage and as a standard indicator to pre-
pare lawns. Preparation of bacteriophage
lysates has been reported earlier (2, 12).
Bacteriophage titers of the lysates were de-
termined as described previously (12, 13).

Media — Broth for bacterial growth and in-
duction of phages from the M type 49 strain
and agar plates for plaques assays of the
bacteriophages have been described else-
where (2). :

Concentration and purification of phages —
Phages were recovered from clear lysates by
using the polyethylene glycol method as des-
cribed earlier (2). Purification of high-titer
phage stocks by equilibrium centrifugation
on cesium chloride gradients has been repor-
ted elsewhere (2).

Hyaluronidase assay — Hyaluronidase acti-
vity was determined by following the extent
of degradation of hyaluronic acid (human
umbilical cord; Sigma Chemical Co, St.
Louis, Mo, USA) by measuring the remaining
substrate by a sensitive spectrophotometric
method. This assay of enzyme activity is ba-
sed on the binding of a carbocyanine dye to
undegraded substrate and has been pre-
viously described (3). The enzyme unit has
been defined as that amount of HAase resul-
ting in a 10% decrease in the absorbance of
the dye-hyaluronic acid complex after incu-
bation of the polysaccharide for 1h at 37°C
and at pH 5.0. Half of the activity is obtained
at pH 7.4 (3).
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Streptococcal phage-associated hyaluroni-
dase — The temperate phage-associated
HAase activity has been described in earlier
reports (2, 5). A purified form of this enzyme
was prepared as previously described and
purified to homogeneity as determined by so-
dium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (4). In this report, this hyalu-
ronidase will be referred to as the purified
enzyme.

Immunological methods — The production of
immune sera against preparations of purified
enzyme and whole temperate bacteriophage
has been previously described (5}). Immuno-
globulin fractions from these antisera were
prepared by gel filtration on Sephadex G-100
as previously reported (5). Antiserum to the
virulent phage was a gift from Dr. Horst Mal-
ke (9) and Mr. Stephen A. Skjold {14).

The experiments of phage neutralization
were carried out according to the method of
Adams (1}. The experiments of neutraliza-
tion of phage-associated HAase were carried
out in a system of three components (phage,
antibody and substrate) as reported earlier
(b). The effect of various antiserum prepara-
tions on enzyme function was expressed as
the percentage of inhibition of initial enzyma-
tic activity (b).

Protein determination — Protein concentra-
tion in the immunoglobulin preparations and
in antiserum to the virulent phage were de-
termined by using the method of Bradford (6)
with crystalline bovine serum albumin as
standard.

Results

Neutralization of virulent phage-associated
hyaluronidase by antiserum to purified enzy-
me, whole temperate and virulent phages —
The enzyme-neutralizing capacities of anti-
bodies against purified enzyme, homologous
temperate phage and virulent phage upon
the enzyme activity bound to the virulent
phage are shown in Table 1. The immunoglo-
bulin fractions obtained by gel filtration of
the antisera against purified HAase or homo-
logous whole phages were used in these en-
zyme-neutralization experiments (5). When
increasing amounts of these immunoglobu-
lins were added to a constant amount (10~°
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unit) of virulent phage-associated enzyme,
only minimal inhibition (3-11%) of the cataly-
tic activity of the enzyme was observed. The
residual activity could not be neutralized
even after the addition of 50 ;1 g ¢f immuno-
globulin per 10~ 9 unit of phage-bound enzy-
me. Antibody for the virulent phage was
strongly inhibitory for the virulent phage-as-
sociated enzyme (Table 1). The inhibition
reached 100% of the initial activity at a ratio
of 1.0 g of antiserum protein to 10~9 unit
of phage-bound enzyme. Heat denatured im-
munoglobulin or antiserum (heated for 10
min. in boiling water) had no effect on enzy-
me activity at concentrations ranging from 5
to 1511 g per 109 unit of enzyme.

Table 1 — Inhibition of hyaluronidase activity associated
with the virulent A25 phage by antibodies against viru-
lent and temperate phages and purified enzyme

Inhibition of hyaluronic acid degradation*

Antibody (%)

Antibody against

. 94 (0.4) 100 (0.8) 90{1.2) N.D. 98 (2.0}
virulent phage* *

Antibody against 8(0.5) 11(1.0) B6(1.5) 3{(2.0) 4 (2.5
temperate phage***

Antibody against 6(0.5) 9(1.00 4(1'5) 9(2.0) 7(2.5)

purified enzyme***

* Amounts of whole antiserum or immunoglobulins added to the en-
zyme-substrate system are entered into brackets.
** Whole antiserum was used in the enzyme-neutralizing experiments.
*** immunoglobulin preparations were obtained after gel filtration of
the antisera (Material and Methods).
**** ND — not done.

In additional experiments (Table 2) treat-
ment of bovine testes HAse, temperate bac-
teriophage and- purified enzyme with 15 i g
of protein from antiserum to the virulent pha-
ge resulted in a loss of enzyme activity of
only 6-7%.

Table 2 — Inhibition of various hyaluronidase activities
by antibody against the virulent phage

Inhibition of hyaluronic
acid degradation*
(%)

Hyaluronidase activity

Virulent phage 100 (10~ 9
Temperate phage 7 {1.0)
Purified enzyme 6 (1.0)
Bovine tests 6 (1.0)

* Whole immune serum (15 g) for the virulent phage
was added to the enzyme-substrate system (Material
and Methods). Initial enzyme activities are entered in-
to brackets {enzyme unit).

Inhibition of propagation of temperate and vi-
rulent phage by antibody to temperate phage
and purified hyaluronidase — The immuno-
globulin fractions of the antisera against tem-
perate bacteriophage and purified enzyme
were tested for their ability, to inhibit the pro-
pagation of bacteriophages from an induced
lysate of strain n® GT 8760 and from a lysate
of K56 infected with the virulent phage. The
results of this study (Table 3) indicate that
the temperate and virulent phage enzymes
are not related because only the propagation
of the temperate phage was inhibited by the
immunoglobulin preparation. In contrast, the
propagation of the virulent phage was relati-
vely unaffected by these antibody
preparations.

Table 3 — Neutralization of phage propagation by anti-
body against purified enzyme and temperate phage

. K - value of
Antibody Phage antiserum *
Antibody against Temperate 32
purified enzyme Virulent 3
Antibody against Temperate 41
temperate phage Virulent 2

* The immunoglobulin preparations against whole tem-
perate phage and purified enzyme were diluted at
1:250 and added to phages. The mixtures were incu-
bated at 37°C for 30 min. before plating on the indica-
tor strain K56. The k-value was calculated from the
reduction in plaque forming units (Material and Me-
thods).

Discussion

We have previously shown that a hyaluro-
nidase activity is associated with the virulent
A25 phage at an extremely low but detecta-
ble level (2.7 x 10-16 unit/plaque forming
unit) using the sensitive dye-binding assay
(2). A relatively high level of enzyme activity
was associated with the temperate phage (8
x 10~7 unit/plaque forming unit; 2}.

The present investigation employing anti-
body to purified enzyme derived from the
temperate phage has provided information
about the immunological relationship of the
hyaluronidases associated with temperate
ana virulent bacteriophages. The virulent
phage-bound enzyme was inhibited by anti-
serum to the virulent phage. yet this antise-
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rum had little neutralizing effect on purified
enzyme or on temperate bacteriophage. In
studies of the inhibition of bacteriophage in-
fection by antisera prepared against tempe-
rate phage and purified enzyme, the effecti-
veness of the inhibition of propagation (as
expressed by the K-value) was clearly distin-
" guishable for temperate and virulent phages.
The resuits obtained by these two kinds of
assay indicate an immunological diversity of
the enzyme associated with these two sorts
of phage. This heterogeneity in temperate
and virulent phage-associated hyaluronida-
ses is not clear. The enzymes apparently per-
form the same function of penetrating the
mucoid hyaluronic acid capsule of the strep-
tococcal cell. It would seem that these enzy-
mes have similar active sites. It is possible
that the principal blocking antibodies are not
directed against the active site but against
some adjacent structure which varies in the
two phages. Temperate and virulent bacte-
riophages are capable of transducing resis-
tance to antibiotics between streptococci {7,
9, 14). It could be speculated that the antige-
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Resumo

Andlise microbioldgica de 85 amostras de secrecOes de ouvidos de cies com otite ex-
terna e 32 amostras de ouvidos de cies sadios, verificando-se que P. pachydermatis e
S. aureus foram os agentes mais frequentemente isolados, tanto de ouvidos afetados
quanto de sadios. Em todos os casos de otite, nos quais o P. pachydermatis esteve
presente com outras bactérias, ndo houve necessidade de tratamento antimicético,
uma vez que a medicagdo antibacteriana levou o processo & cura, com subsequente
desaparecimento da levedura. O papel de P. pachydermatis, nas otites externas, é ain-
da discutivel.

Summary

Microbiological study of otitis externa in dog

Microbiological analysis of 85 samples from ears with otitis externa and 32 samples
from normal ears of dogs. P. pachydermatis and S. aureus were the most frequently
isolated agents in afected, as well as in normal ears. In all cases of otitis externa, in
which P. pachydermatis was present with other bacteria, there was no necessity of
antimycotic treatment, because only antibacterial medication was successful and cu-

red otitis externa, with subsequent disappearance of P, pachydermatis. This yeast is
still of doubtful responsability in otitis externa.

Introducéo coccaceae,

Pityrosporon pachydermatis

As otites externas constituem, dentre as
otopatias, quadro morbido relativamente
fregliente, na prética da clinica médica dos
carnivoros domésticos. Tanto na literatura
nacional (4, 5), como na internacional {13,
14, 21), encontram-se trabathos sobre a pre-
valéncia dos diferentes agentes etioldgicos
destes processos, em céaes.

Além de bactérias Gram positivas e Gram
negativas, tem-se isolado, com freqiiéncia,
levedura anascosporada da familia Crypto-

Weidman, 1925 (sinon. Pityrosporon canis
Gustafson, 1955), tanto de ouvidos de caes
sadios, como daqueles com otite. O papel
desta levedura, no desencadeamento do pro-
cesso, é discutido, principalmente no tocan-
te a ser ou ndo agente primario destas
otopatias.

O objetivo do presente estudo & concluir
levantamento preliminar (4), que teve por fi-
nalidade estabelecer a freqiiéncia dos agen-
tes desencadeadores desta otopatia em cies
e trazer subsidios & terapéutica.
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Material e Métodos

Utilizaram-se secrecoes 6ticas, obtidas de
cdes com otite externa (85 casos) e higidos,
no tocante a patologia 6tica (32 casos), trazi-
dos para atendimento, no ambulatério da Fa-
culdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da USP. As secrecdes foram coletadas com o
auxilio de zaragatoas estéreis, introduzidas
ao longo do conduto auditivo externo dos
animais.

O material foi transportado, imediatamen-
te, ao laboratério, em tampdo fosfatado e re-
duzido {20), procedendo-se ao cultivo em
caldo glicosado (Difco), agar sangue de car-
neiro a 5% (base — BHI — Difco), agar Mac-
Conkey (Difco) e agar Sabouraud (Difco)
com cloranfenicol (0,05mg/ml). As coldnias,
obtidas apés incubagdo a 37°C por 24-72
horas, foram identificadas bioquimicamente,
segundo Lodder (15) e MacFadin (16).

Resultados e Discussao

Reuniu-se, na Tabela 1, a freqléncia (%)
dos diferentes microrganismos isolados de
condutos auditivos de cdes com otite e de
cées higidos; nas Tabelas 2 e 3, encontram-se
dispostas, respectivamente, as fregiéncias
{%) de agentes isolados em cultura pura e as
associacdes de microrganismos obtidos de
condutos auditivos afetados e normais. Fi-
nalmente, na Tabela 4, compilaram-se al-
guns dos trabalhos referentes ao isolamento
de P. pachydermatis, de ouvido de cdes com
otite externa e de cdes sem patologia de con-
duto auditivo. Observou-se que Pityrosporon
pachydermatis e Staphylococcus aureus fo-

ram os agentes mais freqllentemente isola-
dos, tanto de ouvidos normais, como de ou-
vidos afetados (Tabela 1).

Tabela 1 — Freqiiéncia (%) de microrganismos isolados
de ouvidos de cdes com otite externa (85 casos) e de
cées sadios {32 casos). S&o Paulo, 1980

. . . cées com cées

Microrganismos isolados .
otite (%) sadios {%)

Pityrosporon pachydermatis 50,58 43,75
Staphylococcus aureus 47,06 53,12
Proteus mirabilis 30,68 —
Streptococcus sp. {gamal 17.64 —_
Streptococcus sp. {alfa hemolltico) 17,64 6,25
Bacillus sp. 17,64 31,256
Staphylococcus epidermidis 16,47 12,50
Pseudomonas aeruginosa 12,94 -
Streptococcus sp. {beta hemolitico) 10,58 -
Corynebacterium sp. 8,23 -
Enterobacter sp. 4,70 3,12
Escherichia coli 3,62 -
Proteus sp. 2,35 -
Alcaligenes sp. 1,18 —
Candida albicans 1,18 —
Candida parapsilosis 1,18 -
Candida sp. 1,18 —

Tabela 2 — Fregiiéncia (%) de microrganismos isolados,
em cultura pura, de ouvidos de cdes com otite externa
(85 casos) e de cdes sadios (32 casos). Sdo Paulo,
1980

Mi ismos isolados cdes com caes
ferorganismos | otite (%) | sadios (%)
Staphylococcus aureus 7,05 31,25
Pityrosporon pachydermatis 3,62 9,37
Staphylococcus epidermidis 1,17 3,12
Streptococcus sp. (gama) 1,17 -
Bacillus sp. 1,17 9,37

Tabela 3 — Freqliéncia (%) da associagdo de microrga-
nismos isolados do conduto auditivo de cdes com otite
externa {85 casos) e de cées sadios {32 casos)

cdes com cées

Associagbes
otite (%) |sadios {%)

P. pachydermatis x S. aureus 20,00 15,62
P. pachydermatis x S. epidermidis 4,70 9,37
P. pachydermatis x BGN* 3,63 —
P. pachydermatis x Staphylococcus sp. x BGN* 9,41 -

Tabela 4 — Isolamento de P. pachydermatis (%) em fungdo do n® de culturas, segundo vérios autores, em diferentes

paises

Ouvidos afetados Quvidos sadios

Autor Pais Cu!turas 1solamento Cu!turas Isolamento
realizadas (%) realizadas (%)
0 o ° (]
{n?) (n?)

Manktelow (1960) Nova Zelandia 110 25,00 - -
Fraser (1961} Inglaterra 70 36,00 400 44,00
(1965) - — 123 43,00
(1969) cit. por Lonnon (14) — — 411 69,20
Gustafson (1965) Suécia 156 15,00 345 70,00
Ribeiro & col. {1970)(18) Portugal - — 15 73,30
Virat (1972) Franga 73 41,00 163 54,00

Feigl & col. (1978) Brasil 20 30,00 — —

Fernando & Gomes (1979) Brasil 111 34,23 - —
Presente trabalho Brasit 85 50,58 32 43,75
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Nossos resultados coincidiram parcial-
mente com os de Dufait (3}, Fraser (8) e Gro-
no (9}, que isolaram P. pachydermatis, nas
mesmas proporcoes, de ouvidos sadios e
afetados. Interessante observar que, pela
analise dos dados obtidos por outros auto-
res, verifica-se que, como regra, a pre-
valéncia de P. pachydermatis é maior em ou-
vidos sadios, embora em nossos resultados a
fregliéncia desta levedura seja um pouco me-
nor (Tabela 4).

Contrariamente ao observado por Lannon
{14), de que este agente micébtico encontra-
se sempre associado a bactérias, nossa pes-
quisa permitiu o isolamento de P. pachyder-
matis em cultura pura, em 3,52% dos casos
de otite, como também em 9,37 % dos ouvi-
dos de céies sadios {Tabela 2). Baxter & Law-
ler (1) e Baxter (2) afirmam que, devido as
prevaiéncias praticamente semelhantes de
isolamento de P. pachydermatis, em ouvidos
de cées sadios e doentes, este agente pode
ser considerado sapréfita normal ou de im-
porténcia etiologica discutivel, em otites ca-
ninas, fato também observado na presente
pesquisa, onde obtivemos 50,58% de
freqliéncia do agente, em ouvidos de cides
doentes e 43,75%, em cées sadios (Tabela
4). Embora Gustafson (11) tenha reproduzi-
do ainfeccdo pela instilacdo da levedura em
ouvidos normais, 0 que encontra apoioc nas
pesquisas de Manktelov (17) e Smith (19),
para Fraser {6), Grono (10) e Virat (21), so-
mente a presencga de grande quantidade des-
ta levedura teria significado patoldgico. Isto
talvez explicasse os trés isolamentos
(3,562%) por nds obtidos deste agente, em
cultura pura de casos de otite (Tabela 2).

Dufait (3) assinala possivel passagem do
saprofitismo para o parasitismo, sob in-
fluéncia de fatores gerais ou locais, supo-
sicdo apoiada por dois fatos por ele
verificados:

1 — Sempre foi observada a presenca de
P. pachydermatis, em animais que apresen-
tavam sarna otodécica. A irritacdo mecanica
do epitélio, provocada pelo 4caro, poderia
estimular a implantacdo e multiplicacdo da
levedura. Esta verificacdo encontra apoio
nas observacdes de Baxter (2), que verificou
serem as culturas puras de P. pachydermatis
mais frequentemente observadas em ouvi-
dos com grande quantidade de cerimem, co-
mo nos casos de sarna otodécica e/ou otite
ceruminosa. Em nossa pesquisa ndo foram
possiveis quaisquer conclusBes a respeito,

pois nossas observacdes prenderam-se a da-
dos de otites por bactérias e fungos, nos
quais verificou-se apenas dois casos de sar-
na otodécica, acompanhada da presenca de
P. pachydermatis.

2 — A cura de certas otites, pelo uso ex-
clusivo de Nistatina, parece provar que P.
pachydermatis foi realmente o© agente
etiolégico das mesmas. Dufait (3) assinala
dois casos em que foi obtida cura completa,
através do tratamento com Nistatina, sendo
que em um dos casos, a utilizacdo prévia de
varios antibioticos, tais como Neomicina,
Terramicina e Cloranfenicol, ndo teve ne-
nhum efeito. Virat {21), utilizando Nistatina,
também obteve sucesso no tratamento de
11 casos de otite externa, onde P. pachyder-
matis foi isolado em cultura pura. Lannon
(14) verificou que, contrariamente ao obser-
vado em casos de otite por Candida sp., nem
a antibioticoterapia, nem a corticoterapia
predispdem ao crescimento e muitiplicacdo
de P. pachydermatis.

Em nossa pesquisa, chamou-nos a
atencdo o fato de que em todos os casos de
otite, nos quais P. pachydermatis esteve pre-
sente, em associagcdo com S. aureus e/ou ou-
tras bactérias, ndo houve necessidade de tra-
tamento antimicético, pois apenas a medi-
cacdo antibacteriana levou os processos a
cura, com subsequente desaparecimento da
levedura. Este fato explicaria as observacoes
de Fraser (7), Gustafson (11) e Hatsig (12},
de que nas associacbes de S. aureus e P. pa-
chydermatis haveria elaboracdo de metabdli-
tos, utilizados para o crescimento de ambos,
e que a eliminacdo de S. aureus, por trata-
mento antibacteriano levaria também ao de-
saparecimento de P. pachydermatis. Fato
idéntico foi observado na associacdo de P.
pachydermatis com outras bactérias (Tabela
3), o que permitiria admitir outras possiveis
associacdes do tipo S. aureus e P. pachyder-
matis.

Assim, quanto a importancia de P. pachy-
dermatis, nas otopatias caninas, Nnossos re-
sultados coincidem com os de outros autores
{6, 9, 21), concluindo-se ser esta levedura de
responsabilidade discutida nas otites exter-
nas em caes, salientando-se que nos unicos
casos em que a mesma foi isolada em cultura
pura, nao foi possivel a avaliacdo terapéuti-
ca. Em relacdo a outros microrganismos iso-
lados, nossos resultados coincidiram parcial-
mente com os obtidos por outros autores {9,
14, 21).
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Resumo

Ocorréncia de isolados fungicos letais, associados a mitho, trigo e arroz através de en-
saio bioldgico com ratos albinos. Alguns isolados dos géneros Fusarium, Diplodia, As-
pergillus e Penicillium foram letais, matando os animais durante o periodo experimental

de 10 dias.

Summary

Biological effects of lethal fungi, isolated from corn, wheat and rice seeds on white

rats (var. albinus)

Some isolates of Fusarium, Diplodia, Aspergillus and Penicillium where lethal to rats,
killing all animals during the experimental period of 10 days.

Introducéo

As micotoxinas podem ser consideradas
como metabdlitos secundarios, sintetizados
durante o crescimento e multiplicacdo de
certos fungos, quando condi¢cdes ambientes
de umidade, temperatura e substrato sdo fa-
voraveis. Essas micotoxinas podem ser pro-
duzidas dentro das estruturas do fungo (hi-
fas, esporos e outros) ou serem elaboradas
no substrato. Num, como no outro caso, po-
dem produzir reacdes tdxicas, em animais ou
pessoas expostas a elas por ingestdo, con-
tacto ou inalacdo, sendo a ingestdo a forma
mais comum de intoxicacdo (5).

Foram os trabalhos de Carll & col. (4) e os
de Forgacs & col. (10} que despertaram o in-
teresse de estudos sobre as intoxicacdes
fungicas de animais. Esses trabalhos eviden-
ciaram o papel dos fungos em certos casos
de hiperceratose bovina, provocada aparen-
temente pela ingestdo de racdo contaminada
por espécies do género Aspergillus.

Posteriormente, outros autores descreve-
ram diversas manifestacGes de intoxicacdes
em suinos, aves, bovinos, a partir de miltho e
amendoim mofados, tanto no exterior como
no Brasil (1, 6, 20, 26).

Por outro lado, o que é mais importante,
muitas doengas humanas, de etiologia entdo
desconhecida, tém sido atribuidas a ingestéo
de alimentos mofados (13). Assim, no inicio
do ano 1900 significante micotoxicose ocor-
reu na Russia, resultando em morte de um
grande numero de pessoas. A causa exata
dessas mortes nfo foi apurada até 1960,
quando foi estabelecido que o consumo de
gréos de arroz contaminado por Fusarium,
Cladosporium e Alterndria era o responsével
pela micotoxicose hoje conhecida como
Aleucia Toxica Alimentar (ATA).

Outros deuteromicetos, entre os quais de-
vem ser destacadas varias espécies de Fusa-
rium, podem produzir micotoxinas, tais como
zearalenone ou F-2, responsavel pela sindro-
me estrogénica em animais e pelo mau fun-



Rev. Microbiol. (S. Paulo), 12(3), 1981 93

cionamento do sistema genital (15), e o gru-
po de tricotecenos, responsavel por violenta
atividade dermatitica no homem e animais
(2).

As pesquisas mais recentes mostraram
que o estudo das micotoxinas é de grande
significado e importancia para o homem,
principalmente porque os alimentos como tri-
go, aveia, cevada, arroz, centeio, amendoim,
semente de algoddo e seus subprodutos po-
derdo ser substratos para a producdo de mi-
cotoxinas, resultando em micotoxicoses em
homens e animais (9, 12, 23, 24, 27).

Nem todos os animais ou homens exibem
o0 mesmo grau de sensibilidade as véarias mi-
cotoxinas. Diferentes fatores regulam essa
sensibilidade: fatores especificos individuais,
de idade, estado de sailde, grau de expo-
sicdo e outros (3, 7). Entre esses outros deve
ser destacada a quantidade de toxina ingeri-
da. Dados revelam que pequenas doses de
uma toxina poderdo acarretar efeitos imedia-
tos em termos de evidente redugdo da capa-
cidade mental, da habilidade fisica e da ab-
sorcdo do alimento. A absorgdo, em doses
moderadas, freqlientemente resulta em re-
ducdo da resposta imune e conseqliente au-
mento da susceptibilidade a doengas causa-
das por alguns agentes. Por outro lado, in-
gestdo de doses elevadas causa uma série de
anormalidades como por exemplo: nefropatia
endémica, carcinoma primario do figado,
proliferacdo do ductobiliar, necrose de varios
6érgéos, leucopenia,” edema, hiperplasia da
paratireéide, perturbacdes renais de varios ti-
pos, parada respiratdéria, e, em casos extre-
mos a morte (9).

O presente trabalho teve por objetivo veri-
ficar a ocorréncia de isolados fungicos letais
associados a milho, trigo e arroz através de
ensaio biolégico com ratos albinos.

Material e Métodos

Producédo de micotoxina — Preparo do meio e
semeadura — Cerca de 300 gramas de milho
(variedade Central mex, ESALQ safra 76/77)
foram transferidas para frascos de conserva
de capacidade de 750ml com tampas perfu-
radas tamponadas com algodéao hidréfilo, pa-
ra permitir trocas gasosas. Em seguida, adi-
cionou-se cerca de 100ml de 4gua em cada
frasco autoclavando-os, por trinta minutos a
1 atmosfera de pressdo (121°C). Apés a au-
toclavagem, esses meios foram semeados

assepticamente com os isolados por nés ob-
tidos, a partir de cereais (22).

Essa semeadura foi feita transferindo-se o
conteddo de um tubo de cultura adicionado a
bml de agua estéril para cada frasco de meio
de milho.

Condi¢cées de producdo — Os meios inocula-
dos com os respectivos isolados foram incu-
bados por duas semanas a 25°C para o de-
senvolvimento do fungo. Apds esse periodo,
os frascos foram transferidos para camara
fria com temperatura regulada entre
12-14°C, por um periodo de trés semanas
para a producédo de toxina (8).

Secagem e obtencédo das racdes — Apbs as
trés semanas de incubacéo, o material conti-
do nos frascos, foi transferido para estufa de
circulacdo forcada (temperatura controlada
para 65°C) por trés dias. Posteriormente, o
material seco foi moido em moinho de facas
e em seguida, acondicionado em sacos
plésticos para posterior utilizacdo no ensaio
biolégico.

Ensaio Biolégico — Selecdo dos Animais —
Para testar a presenca de isolados téxicos fo-
ram utilizados no presente trabalho Rattus
norvegicus (variedade Albinus), da linhagem
wistar. As matrizes, ou as linhagens puras de
machos e fémeas adultas (cerca de 35
fémeas e 15 machos) para os cruzamentos
sucessivos, foram provenientes do Biotério
da Faculdade de Ciéncias Médicas e Bioldgi-
cas do Campus de Botucatu, da UNESP.

Cruzamento para obtencédo dos animais para
o teste de toxidez — O cruzamento entre os
animais foi feito, colocando duas fémeas e
um macho adultos em gaiolas préprias du-
rante cinco dias consecutivos. Apds esse
periodo, as fémeas foram separadas em
gaiolas individuais, apresentando um periodo
de gestacdo de 21 dias. Os filhotes foram
deixados com a mée até o desmame o que se
deu apds 21 a 23 dias. Apéds esse periodo os
animais foram alimentados com racdo co-
mercial para ratos (Anderson Clayton), isen-
ta de micotoxinas, até o dia de montagem do
experimento.

Conducéo do experimento — As ragGes obti-
das como descrito anteriormente foram for-
necidas aos ratos desmamados, utilizando

' trés animais para cada isolado. Os animais
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foram padronizados por peso, e tinham idade
que variava de 30 a 55 dias. Esses animais
foram colocados em trés grupos, sendo que
no primeiro encontravam-se os animais mais
pesados, no segundo os de peso interme-
diario e no terceiro grupo os animais de mais
baixo peso.

Cerca de 50 gramas de racdo representa-
tiva do isolado foram colocadas para cada
um dos trés animais. Para os trés animais de
cada controle foi utilizada a racdo (milho au-
toclavado e moido) sem inoculacédo. Os isola-
dos gue resultaram em morte dos ratos das
trés repeticdes dentro de um periodo de qua-
tro a dez dias, foram referidos como letais.
As racdes inoculadas com esses isolados fo-
ram mantidas em frascos hermeticamente
fechados, para que em trabalhos futuros seja
possivel a identificacdo das toxinas através
da técnica de cromatografia em camada
delgada.

Resultados e Discusséo

Os resultados do numero de isolados le-
tais associados a milho, trigo e arroz apare-
cem na Tabela 1.

Tabela 1 — Levantamento do nimero de isolados letais
associados a milho, trigo e arroz através de ensaio
biolégico com ratos albinos

N? letais
Géneros isolados N? total
de isolados | Milho Trigo Arroz

Fusarium spp. {1)* 49 7 — —
Fusarium spp. (2) 37 9 2 1
Fusarium spp. (3) 10 2 — —
Aspergillus spp. (1) 28 L —
Aspergillus spp. (2) 6 — — —
Aspergillus spp. (3} 2 — — —
Aspergillus spp. (4) 1 — — —
Penicillium spp. 3 1 — —
Diplodia spp. 8 4 - —
Totais 142 24 2 1

* O namero entre parénteses corresponde ao grupo de
isolados com caracteristicas morfologicas semelhan-
tes (22).

Os resultados foram analisados em
funcéo da letalidade dos isolados, critério se-
melhante ao adotado por MiRocha & col.
(16), e de uma variacdo quantitativa, através
do ganho ou perda de peso que serdo descri-
tos em trabalho futuro.

Como se pode observar na Tabela 1, as
espécies do género Fusarium foram freqglen-
temente letais, provocando nos animais

acentuada hemorragia intestinal, hepética e
esplénica, sintomas esses sempre associa-
dos a secrecbes purulentas ou sanguinolen-
tas nos Orgdos genitais externos dos ani-
mais. Segundo a literatura esse quadro sinto-
matoldgico esta fregllentemente associado a

micotoxicose (11, 18, 19, 21, 25).
Embora, ndo tenha sido feita ainda a iden-

tificac&o quimica da toxina envolvida, prova-
velmente o grupo de micotoxinas presente
seja o dos tricotecenos produzidos por
espécies de Fusarium. Segundo a literatura,
guando esses tricotecenos sdo ingeridos pe-
los animais tornam-se inativos provocando
diarréia e hemorragia retal. Exames internos
desses animais mostraram gue tanto a muco-
sa do intestino delgade como a do estdmago
se rompem provocando hemorragias que po-
dem progredir para gastroenterites causando
a morte (17).

Além dessas desordens digestivas e
diarréias com sangue, lesdes hemorragicas
dos intestinos, dos rins, coracdo, bexiga,
pulmdes, ja foram atribuidas & ingestdo de
milho contaminado predominantemente por
Fusarium tricinctum (25).

Esse resultado ndo chegou a surpreender,
uma vez que Fusarium tricinctum é um dos
isolados mais comuns em milho, e o extrato
de sua cultura é mais potente que o produzi-
do por outros isolados (18, 28).

No presente trabalho além das espécies
do género Fusarium, espécies do género Pe-
nicillium e Aspergillus, embora menos
freqlientes, causaram a morte dos animais,
quando presentes na alimentagéo.

Ao exame interno, esses animais apresen-
taram acentuada hemorragia hepética, -
esplénica e renal, e quando ndo, dependendo
de espécie envolvida (22), somente hemorra-
gia intestinal. Isso sugeriu, que, provavel-
mente, a micotoxina atuante seja a ochrato-
xina, pois, segundo Krogh (14) os o6rgéos
afetados por essa toxina sao o figado, os rins
e o intestino. Sindrome hemorrégica tipica foi
descrita por Gilgan & col. (11) em animais

que ingeriram milho contaminado por
espécies dos géneros Aspergillus e
Penicillium.

Resultado surpreendente, observado nes-
se trabalho, foi a producéo de micotoxina por
isolados de fungo do género Diplodia, os
quais ndo sao citados na literatura como pro-
dutores de micotoxina. Alguns isolados des-
se género, quando presentes na alimentacéo
dos animais, foram letais, e os animais, ao
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serem observados internamente, exibiram
acentuada hemorragia intestinal associada a
secrecao purulenta nos érgédos genitais. Ou-
tros isolados do mesmo género, além de cau-

sarem essa hemorragia

intestinal carac-

teristica, provocaram lesGes hemorragicas
no figado e baco dos animais.
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Resumo

Efeito bioldgico sobre ratos brancos (var. albinus) de fungos n&o letais, isolados de se-
mentes de milho, trigo e arroz. Cinco isolados do género Aspergillus, um do género Fu-
sarium e dois de Mycelia sterilia apresentaram resposta linear, com os animais ganhan-
do peso durante todo o periodo experimental e com quadro sintomatolégico téxico e li-
geiramente téxico, o que pode ser explicado, entre outros fatores, por acimulo anor-
mal de liquido, retencéo de residuos metabdlicos ou a um efeito hormonal estrogénico. 20
isolados de género Fusarium, dois do género Aspergillus, uma espécie do género Tri-
choderma, uma do género Diplodia e uma de Mycelia sterilia apresentaram resposta li-
near, com os animais perdendo peso durante todo o experimento e com quadro sinto-
matolégico téxico e ligeiramente téxico, sendo essa reducdo de peso efeito carac-
teristico de micotoxicoses. Trés isolados do género Fusarium e um do género Aspergil-
lus apresentaram regresséo linear, com os animais perdendo peso durante toda a fase
experimental. Entretanto, isso ndo deve ser atribuido a efeito téxico, uma vez que os
animais apresentaram quadro sintomatoldgico normal, devendo ser, provavelmente,
atribuido a fatores especificos na racdo, tais como palatibilidade ou baixo valor
energético ou protéico, devido & imobilizag8o dos nutrientes pelo préprio fungo. Algu-
mas espécies do género Fusarium apresentaram resposta quadratica, com os animais
perdendo peso no inicio, atingindo um ponto de minimo e ganhando peso a seguir. En-
tretanto, esse ganho de peso, associado a quadro sintomatolégico variando de téxico
a ligeiramente téxico, sugere micotoxicose, provavelmente por acéo de hormdnios es-
trogénicos. Trés isolados do género Aspergiflus e dois isolados do género Curvularia
apresentaram resposta quadrdtica, ou seja, animais ganharam peso no inicio, atingi-
ram um ponto de maxima e depois passaram a perder peso. Essa perda de peso, asso-
ciada a quadro patoldgico tdxico ou ligeiramente téxico, sugere o envolvimento de mi-
cotoxinas. Alguns isolados dos géneros Fusarium, Diplodia, Curvularia, Penicillium,
Aspergiflus, Cephalosporium e Mycelia sterilia, mesmo presentes nas racdes, ndo ma-
nifestaram efeitos téxicos aos animais.

Summary

Biological effects of non lethal fungi isolated from corn, wheat and rice seed on white
rats (var. albinus)

Five isolates of Aspergillus, one of Fusarium and two of Mycelia sterilia presented a
positive linear response in which the animals presented a steady weight gain but with
a toxic symptomatology which varied from toxic to mildly toxic, and which can be
explained, among other factors, by an abnormal retention of liquid or metabolic
residues or also by an estrogenic hormonal effect. 20 isolates of Fusarium, two of
Aspergillus, one of Trichoderma, one of Diplodia and one of Mycelia sterilia showed a
negative linear response, in which the animals presented a steady weight loss and
with toxic to mildly toxic symptomatology; this weight loss is a characteristic effect of
mycotoxicosis. Three isolates of Fusarium and one of Aspergillus presented a negative
linear regression, with the animals having a weight loss during the whole experimental
period. These cases, howevet, should not be attributed to toxic effects because the
animals showed a normal symptomatology; the causes of this effect are propably
specific factors of the feed as, for example, the taste or a low energetic or proteic
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content due to the immobilization of nutrients by the fungi. Some isolates of Fusarium
presented a quadratic response, with the animal suffering a weight loss at the
beginning followed by a period of weight gain. However, this weight gain was
associated to a toxic or mildly symptomatology; suggesting a mycotoxicosis probably
due to strogenic hormones. Three isolates of Aspergillus and two of Curvularia
presented a quadratic response, which means that the animals gained weight in the
beginning and showed a weight loss during a latter period of the experiment. This
weight loss associated to a toxic or wildly toxic symptomatology suggests the effect
of mycotoxins. A few isolates of Fusarium, Diplodia, Curvularia, Penicillium,
Aspergillus, Cephalosporium and Mycelia sterilia did not show any toxic effect on the

97

animals.
Introducéo

A acdo hepatocarcinogénica das aflatoxi-
nas para ratos tem sido mostrada por varios
autores. Lancaster & col. (17) foram os pri-
meiros a evidenciar ter a aflatoxina tal ativi-
dade. Em estudos iniciais, verificaram que ra-
tos alimentados por trinta semanas com fare-
lo de amendoim contaminado, apresentaram
lesGes no figado e tumores mdltiplos, in-
cluindo carcinoma. Por outro lado, injecdes
subcutaneas de 50 ou 500 1t g de aflatoxina
B e G, em ratos, produziram simultaneamente
sarcomas e fibrosarcomas, apds 20 a 21 se-
manas (10).

Segundo Barnes & Butler (3), os ratos pa-
recem ser em parte resistentés a aflatoxina,
uma vez que sdo capazes de sobreviver por
curto periodo experimental, alimentando-se
com dieta contendo mais de 50% de farelo
téxico. Entretanto, prolongada ingestdo de
cerca de 20% de dieta toxica, reduz a taxa
de crescimento dagueles animais, bem como
a absorcdo do alimento, além de originar
lesdes no figado e hepatomas (17). Os danos
causados pelas aflatoxinas n8o se restrin-
gem apenas aquele 6rgdo. Trabalhos mos-
tram que ja foram observados tumores nos
rins e também mudancgas no quadro hema-
tolégico com visivel sindrome anémica em
ratos alimentados com dietas contendo afla-
toxinas (b).

Outra micptoxina intensivamente investi-
gada é a ochratoxina, metabdlito téxico pro-
duzido pelo fungo Aspergillus ochraceus
Wi(1, 13, 27, 33, 35, 36). Até o momento,
foram descritas trés ochratoxinas: A, B, C. A
ochratoxina ¢é produzida por Aspergillus
ochraceus e P. viridicatum em vérios subs-
tratos naturais, destacando-se entre eles
grdos de milho moido e esterilizados, gréos
de trigo, aveia, arroz polido, pecans, com
concomitante producéo de acido penicilico e
citrinina (1, 2, 9, 27).

Tanto a ochratoxina A como a B tem sido
encontrada como contaminante natural de

pos-colheita, em vérios produtos agricolas
entre eles cevada, aveia, milho, arroz, nozes
e feijao branco (1, 27).

Os efeitos causados pela ochratoxina em
animais, especialmente em ratos, tém sido
verificados por varios autores. Theron & col.
{3) observaram, através de exames anato-
mo-patolégicos, degeneracdo hialina e ne-
crose das células hepaticas em ratos. Os au-
tores sugerem que o reticulo endoplasmatico
seja o local onde a toxina exerca primaria-
mente sua atividade patolégica. Estudos
mais recentes mostram que os érgdos afeta-
dos pela ochratoxina séo o figado, rins e in-
testinos, provocando necrose tubular dos
ring, degeneracdo hepética e enterite ou in-
flamacéo do intestino delgado (16).

Recentemente, alguns problemas de infer-
tilidade em porcos nos Estados Unidos tém
sido explicados pela descoberta de um me-
tabdlito estrogénico, produzido por Fusarium
graminearum em milho. A sindrome es-
trogénica em porcos, onde pela primeira vez
associou-se estrogenismo e Fusarium, inicia-
se pelo sistema genital. A vulva apresenta-se
intumecida, avermelhada e, muitas vezes,
em casos severos, podera haver progressio
para um prolapso vaginal. Por outro lado, o
Utero torna-se alargado, edematoso e tortuo-
s0, 0s ovarios apresentam-se encolhidos e a
porca em prenhez podera abortar. Para os
machos, efeitos feminilizantes, como atrofia
dos testiculos e aumento das glandulas
mamarias, j& foram observados. Atualmente,
hé evidéncia de que a maior causa da doenca
em porcos seja uma toxina produzida pelo
fungo Fusarium graminearum e talvez por ou-
tras espécies do complexo Giberella zeae,
guando o substrato é o milho armazenado (7,
19, 22, 32).

O fungo ndo é comum em milho logo apés
ser colhido, mas, desde que o mitho seja dei-
xado na espiga, no campo, ou armazenado
em celeiros e exposto ao tempo, podera ser
invadido por outros fungos, podendo aiguns
destes, serem produtores de toxinas. Um
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periodo de baixa temperatura e temperatura
alternada, moderada e baixa, é necessario
para a producdo da toxina F-2 ou zearaleno-
ne. O composto estrogénico produzido por
Fusarium tem sido encontrado em alimentos
comercialiazados para porcos, em quantida-
des suficientes para causar a sindrome es-
trogénica nestes e em outros animais, aos
guais a ragcdo seja administrada (20).

Sharda & col. {31), estudando a toxidez
de Fusarium graminearum em ratos e porcos,
verificaram que todos os animais que morre-
ram apresentaram ictericia e alteracdo his-
toldgica no figado. Além disso, os ratos ali-
mentados com mitho contaminado apresen-
taram diminuicdo na ingestdo de alimentos e
no ganho em peso, quando comparados com
o controle. Atualmente, h4 evidéncias de que
frequentes abortos, que ocorrem em reba-
nhos de ovelhas, sejam devidos ao consumo
de ragBes contaminadas com fungos produ-
tores de F-2 (23).

Quanto aos epoxitricotecenes, trata-se de
um grupo de metabdlitos secundarios, quimi-
ca e biologicamente ativos, produzidos em
laboratério por Fusarium tricinctum (sin. F.
poae, F. sporotrichioides), Fusarium solani,
F. roseum (Giberella zeae), Fusarium lateri-
tum e Trichoderma lignorum (14, 15, 27,
28).

Estas substancias, quando aplicadas na

pele de ratos ou coelhos, produzem violenta
reacdo dermatitica, caracterizada por severa
irritacdo local, inflamacgé&o, descamacao e he-
morragia subepidermal (12, 21). Esse méto-
do é bastante sensivel para acusar a presen-
¢a de tricotecenes, uma vez que andlise
quimica é dificil, pois no fluorescem sob ul-
travioleta, e nenhum deles absorvem iuz nes-
sa regido do espectro (22).

Quando os tricotecenes sdo administra-
dos oralmente, método usual de ingest&o pe-

los animais, estes tornam-se inativos, apre-.

sentando diarréia e hemorragia retal. Exames
internos dos animais mostraram que tanto a
mucosa epitelial do intestino delgado como a
do estdbmago se rompem, provocando he-
morragias, as quais poderdo progredir para
severa gastroenterite, seguida por morte.
Além disso, os intestinos sofrem degene-
racdo e, em animais de grande porte, é ob-
servada violenta hemorragia no lGmen do in-
testino delgado (21).

Segundo Burmeister (4), embora muitas
espécies de fungos sejam isoladas de amos-
tras téxicas de milho, Fusarium tricinctum é

uma das mais comuns. O extrato de cultura
desse fungo é mais potente do que o produzi-
do por outros isolados. Recentemente, outra
micotoxina, produzida por espécies de Fusa-
rium, foi isolada de milharais. Essa micotoxi-
na recebeu o nome de vomitoxina, por produ-
zir sintomas de vomito nos animais que a in-
geriram (22, 37).

Outra micotoxina estudada é a produtora
de aleucia téxica alimentar (ATA), conhecida
como angina séptica, produzida por Fusa-
rium poae e F. sporotrichioides (sin. F. tri-
cinctum}, em gréos de cereais expostos a ne-
ve. Para a producéo dessa micotoxina, o fun-
go exige temperatura ao redor de —5°C. Co-
mo em nossas condicdes dificilmente os ce-
reais ficam expostos no campo a essa tem-
peratura, é de se supor que essa micotoxina
ndo ocorra ou seja extremamente rara no
Brasil (11, 27). Em trabalhos anteriores, os
autores realizaram o {evantamento da mico-
flora associada a milho, trigo e arroz (29) e
posteriormente foram estudados os isolados
gue produziram toxinas letais.

O presente trabalho teve por objetivo es-
tudar o comportamento bioldgico dos isola-
dos néo letais, associados a milho, trigo e ar-
roz, através de ensaio com ratos albinos.

Material e Métodos

Producdo de micotoxina — Fundamental-
mente, a metodologia empregada no ensaio
biolégico, bem como o meio para producéo
de micotoxina, foi 0 sugerido por Salgado &
Carvalho (29). Cerca de 50 gramas de racdo
representativa do isolado foram colocadas
para cada um dos trés animais. Para os trés
animais de cada controle foi utilizada a racéo
(mitho autoclavado e moido sem inoculacéo).
Os animais foram pesados diariamente, no
mesmo horario, durante os dez dias do expe-
rimento. Curvas de peso, consumo de racdes
e todos os sintomas externos como palidez,
perda de pelo, dermatite e secrecoes foram
observados e anotados. Devido a limitacdes
quanto ao numero de gaiolas e animais ade-
quados ao bioensaio, este foi realizado em
cinco lotes para os isolados de milho, dois lo-
tes para os isolados de trigo, um lote para ar-
roz. Os resultados foram analisados estatisti-
camente, empregando-se blocos casualiza-
dos com trés repeticbes e anadlise de va-
ridncia de regressdes polinomiais.

Apds o periodo experimenial, todos os
animais foram sacrificados e feitas obser-
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vacdes macroscopicas do figado, baco, rins
€ intestinos. Figados, bacos e rins dos ratos,
representativos de um isolado, foram manti-
dos em solucéo fixadora (solucdo de Zenker),
a fim de serem feitos estudos histolégicos
em trabalhos futuros.

Avaliacdo do nivel de toxidez — Como
critério para a avaliac8o do nivel de toxidez
dos isolados ndo letais, foi utilizada a escala
descrita a seguir:
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Téxico — Alguns dos animais morreram,
ou, se sobreviveram, perderam muito peso.
Ao exame interno, apresentaram acentuada
hemaorragia intestinal.

Ligeiramente toxico — Os animais sobre-
viveram, mas, apds o periodo experimental,
ao serem feitas as bidpsias, exibiram discreta
hemorragia intestinal ou secrecdo purulenta
nos 6rgdos genitais externos.

Atdxico Os animais sobreviveram,
mantiveram o peso inicial ou, as vezes, até o

Tabela 1T — Estudo do comportamento biolégico dos isolados fangicos com resposta linear ou quadratica ao ganho

ou perda de peso

= Quadro N° de
Regressao Sintomatoldgico Substrato Fungo isolados
Ausente Milho Fusarium spp. (1) 1
Fusarium spp. (2) 1
Diplodia sp. 1
Trigo Penicillium sp. 1
Arroz Curvularia sp. 1
Linear (—) Toéxico Milho Aspergillus spp. (1) 2
Aspergillus spp. (2} 2
Aspergillus spp. (4) 1
Ligeiramente
Toxico Arroz Mycelia sterilia 1
Ausente Trigo Fusarium spp. (2} 3
Aspergillus spp. (1) 1
Milho Fusarium spp. (1) 7
Fusarium spp. (2) 3
Fusarium spp. (3) 2
Aspergillus spp. (1) 1
Linear (+) Aspergillus spp. (1) 1
Diplodia sp. 1
Arroz Fusarium spp. {2) 3
Mycelia sterilia 1
Fusarium spp. {1) 2
Fusarium spp. (3) 1
Trichoderma sp. 1
Ligeiramente
Toéxico Milho Fusarium spp. (2) 1
Ausente Milho Cephalosporium sp. 1
Aspergillus spp. (2) 1
Ausente Trigo Fusarium spp. (2) 1
Ausente Arroz Mycelia sterilia 1
Téxico Milho Fusarium spp. (1) 2
Quadratica (+)* Fusarium spp. {2) 1
Fusarium spp. (3) 2
Ligeiramente
Toéxico Milho Fusarium spp. (1} 1
Ausente Milho Fusarium spp. (1) 3
Fusarium spp. (2) 3
Aspergillus spp. (1) 1
Aspergillus spp. (2) 1
Quadratica (~)* Ausente Trigo Fusarium spp. (2) 2
Toxico Milho Aspergillus spp. (1) 2
Arroz Curvularia sp. 2
Ligeiramente
Téxico Milho Aspergillus spp. {1) 1

* Quadratica (+) indica que a curva apresenta um ponto de minimo
* Quadratica (—) indica que a curva apresenta um ponto de maximo
A representacgéo grafica dos isolados com resposta linear ou quadratica ao ganho ou perda de peso aparece nos

gréficos 1, 2, 3 e 4.
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aumentaram. Ao ser feita a bidpsia, ndo exi-
biram qualquer anormalidade interna.

Grafico 1 — Representacdo grafica do comportamento
linear dos animais quanto ao ganho de peso.
Exemplo tipico: Diplodia sp.{16)

(Y = 0,2989 x + 36,58)
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Grafico 2 — Representacado grafica do comportamento
linear dos animais quanto ao ganho de peso.
Exemplo tipico: Fusarium sp.(35)

(Y = 1,5583x + 37,11)
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Grafico 3 — Representacdo grafica do comportamento
quadrético dos animais quanto ao ganho de peso.
Exemplo tipico: Aspergillus sp.(69)

(Y = ~0,2098 x2 + 2,6471x + 41,63)
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Grafico 4 — Representacdo grafica do comportamento
quadréatico dos animais quanto ao ganho de peso.
Exemplo tipico: Fusarium sp-(18)

(Y = 0,0465 x2 + 0,7284 x + 35,68)
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Resultados

Os resultados do comportamento biologi-
co dos isolados, com resposta linear ou
quadréatica ao ganho ou perda de peso apare-
cem na Tabela 1.

As Figuras 1, 2 e 3, a seguir, mostram o efei-
to do nivel de toxidez dos isolados sobre os
animais.
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Figura 1 — Isolado téxico, acentuada hemorragia intesti-
nal, secregdo purulenta nos érgdos genitais externos
(animal a esquerda) — Controle (animal a direita)

Figura 2 — Isolado ligeiramente téxico — Discreta he-
morragia intestinal {animal a direita) — Controle (animal
a esquerda)

Figura 3 — Isolado atéxico — Quadro sintomatolégico
normal

Discussdo

Na condicdo dos experimentos, foram ob-
tidos dados diarios sobre o peso dos animais,
consumo de racdo, quadro sintomatoldgico,
etc. Assim, para os isolados ndo letais foram
efetuadas analises matematicas, visando o
estudo dos desvios, em relagcdo ao controle.
Foi adotada a premissa de que certas micoto-
xinas, dentro da metodologia empregada,
embora ndo manifestassem sua letalidade,
produziriam outros sintomas. Esta metodolo-
gia foi desenvolvida com base na literatura
consultada, na qual sintomas como perda de
apetite, letargia, edemas, reducdo ou aumen-
to do peso corpéreo, diarréia, hemorragias,
lesdes necrdéticas na regido da boca, etc.,
sdo mencionados (6, 18, 22, 26).

Esses sintomas, ndo letais em dez dias,
seriam igualmente letais se os animais conti-
nuassem a ingerir a ragdo contaminada por
um periodo mais prolongado, o que ndo é
possivel em bioensaio com ratos, face ao
mascaramento de resultados pelas defi-
ciéncias nutricionais advindas de uma dieta
ndo completa. Entretanto deve ser ressalta-
do que por se tratar de uma metodologia ndo
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frequentemente utilizada a analise de seus
resultados deve ser mais acurada, visando a
obtencédo de outras correlacdes além das ve-
rificadas nesse trabalho.

Fundamentalmente, o ganho ou perda de
peso é funcdo da qualidade e da absorcéo ou
ndo dos nutrientes, presentes na dieta. O es-
tado patolégico do animal influencia o pro-
cesso de absorcao e utilizacdo do alimento,
refletindo assim no ganho ou perda de peso.
Assim, o animal doente poderd apresentar
ganho de peso maior do que o animal sadio,
devido, por exemplo, a disfungdo renal,
acumulo de liquidos, ou reten¢do anormal de
residuos metabdlicos, entre outros. Isto po-
deréa explicar porque, para alguns lotes expe-
rimentais, o teste F ndo foi significativo, su-
gerindo ndo ter havido diferencas no ganho
ou perda de peso dos animais, entre os diver-
sos tratamentos. Entretanto, a andlise da re-
gressdo, para cada isolado e os resultados
das autdpsias sugeriram diferencas funda-
mentais quanto a toxidez dos isolados. Pelo
critério de avaliacdo quantitativa da toxidez,
foi possivel agrupar, através tratamento ma-
tematico, os isolados que apresentaram
comportamento bioldgico semelhante, con-
forme mostra a Tabela 1.

Assim, um grupo foi formado pelos isola-
dos que induziram ou estimularam resposta
linear positiva quanto ao ganho de peso, ou
seja, os animais ganharam peso durante todo
o periodo experimental. O quadro sintoma-
tolégico desses animais foi toxico, ligeira-
mente toxico ou ausente. Para os animais
com quadro normal, os resultados indicaram
que ndo houve producdo de toxina ou alte-
racdo significativa no valor nutricional da
racdo. Para os animais que apresentaram
guadro patoldgico, os resultados sugerem a
presenca de metabdlitos toxicos, elaborados
pelos fungos, situagéo ja citada na literatura,
pois, espécies de Aspergillus tém sido res-
ponsabilizadas pelo acimulo de liquido ou
edema (26). Para espécies de Fusarium, foi
proposto que o ganho de peso seria uma res-
posta hormonal tipica, na dependéncia da
baixa concentracdo de fatores estrogénicos
(18). Christensen & col. (8) chegaram a reali-
zar comparacdes entre esse fator hormonal e
o dietilestilbestrol (DES) utilizado em certos
paises na alimentacao animal, para forcar o
ganho de peso.

Em outro grupo foram colocados os isola-
dos que apresentaram resposta linear negati-
va, quanto ao ganho de peso, ou seja, 0s ani-
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mais perderam peso durante toda fase expe-
rimental. Da mesma forma que para o grupo
anterior houve animais com quadro sintoma-
tolégico ausente, téxico e ligeiramente toxi-
co. Essa perda de peso ndo associada a qua-
dro patoldgico pode ser atribuida a certos fa-
tores desfavoraveis da ragcdo, como palatibili-
dade, diminuic8o de valor energético, protei-
co, entre outros e, até mesmo, a imobili-
zagdo dos nutrientes pelo fungo. Por outro
lado, os animais perderam peso durante todo
0 experimento, e esta perda foi relacionada
com o quadro patoldgico, conforme mostra a
Tabela 1; provavelmente estaria associada a
presenca de micotoxina na racgdo, pois, falta
de apetite e reducdo no ganho de peso séo
sintomas tipicos de micotoxicose em fase
aguda (26, 31). Houve isolados que induzi-
ram comportamento quadratico ‘‘negativo’’
em relacdo ao ganho de peso, ou seja os ani-
mais ganharam peso no inicio do experimen-
to, atingiram um ponto de maxima e depois
passaram a perder. Pelo exame interno dos
animais desse grupo foi possivel separar os
isolados em dois subgrupos: um, no qual o
comportamento ndo foi associado a quadro
sintomatolégico dos animais, e portanto a
nenhum efeito toxico do isolado; outro, no
qual os animais apresentaram quadro sinto-
matolégico tipico de micotoxicose. Nesse
grupo, foram encontradas espécies de fun-
gos do género Aspergillus, os quais provoca-
ram acentuada hemorragia intestinal nos ani-
mais, revelando resultados de acordo com os
encontrados por Gilgan & col. {12), que ob-
servaram sindrome hemorrdgica tipica em
animais, apés o consumo de milho contami-
nado com espécies de Aspergillus e Penicil-
/ium. Por outro lado, espécies do género Cur-
vularia foram responsaveis também por
acentuada hemorragia intestinal nos animais,
sintoma esse associado a secrecdes e der-
matites da boca e fossas nasais. Segundo
MiRocha & col. (18), Curvularia spp. produ-
zem compostos téxicos, os quais apresen-
tam estrutura similar ao fator estrogénico
(F-2), diferindo porém em atividade
biolégica.

Observando-se a Tabela 2, pode-se verifi-
car que algumas espécies de Fusarium indu-
ziram resposta quadratica, com os animais
perdendo peso no inicio, atingindo um ponto
de minima e ganhando peso a seguir. Entre-
tanto, esse ganho de peso, associado a qua-
dro sintomatoldgico variando de téxico a li-
geiramente téxico, sugere uma micotoxico-
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se, provavelmente por acgdo de hormdnios
estrogénicos.

Conclusdes

Para os isolados ndo letais, provenientes
de amostragens ao acaso de mitho, trigo e ar-
roz, procedentes de vérias regides do Brasil,
foi estudado o comportamento biolégico de
animais submetidos a dietas contendo
ragdes contaminadas pelos mesmos.
Através tratamento estatistico dos resulta-
dos e com base nesses dados, foram ex-
traidas as seguintes conclusdes:

e cinco isolados do género Aspergillus,
um do género Fusarium e dois Mycelia
sterilia apresentaram resposta linear,
com os animais ganhando peso durante
todo o periodo experimental e com qua-
dro sintomatolégico altamente téxico,
téxico e ligeiramente toxico, o que pode
ser explicado entre outros fatores, por
acumulo anormal de liquido, retencédo
de residuos metabdlicos ou a efeito-hor-
monal estrogénico.

® vinte isolados de género Fusarium, dois
do género Aspergiflus, uma espécie do
género Trichoderma, um do género Dij-
plodia e uma de Mycelia sterilia apre-
sentaram resposta linear, com os ani-
mais perdendo peso durante todo o ex-
perimento e com quadro sintomatolégi-
co altamente téxico, toxico e ligeira-
mente toxico, sendo essa reducdo de
peso efeito caracteristico de micotoxi-
coses.
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Resumen

Se evaluan las consecuencias tecnolégicas de las marcadas diferencias en velocidad
de fermentacion de varios Schizosaccharomyces pombe, en relaciéon a Saccharomy-
ces cerevisiae cepa Montrachet. Se miden comparativamente, momento y velocidad
con que es degradado el 4cido L-mélico por distintas cepas de Schizosaccharomyces.
Se extraen conclusiones en cuanto a como debe utilizarse el Schizosaccharomyces pa-
ra controlar las concentraciones en acido malico durante la vinificacién de mostos de
uvas.

Summary

The latent period of Schizosaccharomyces pombe

The technological consequences of the differences of fermentation velocity between
various Schizosaccharomyces and Saccharomyces cerevisiae, Montrachet strain, are
evaluated. The moment when the L-malic acid is decomposed and the speed with wich
different strains of Schizosaccharomyces decompose it, is studied. Consequences are
extracted about how the Schizosaccharomyces should be used in order to be able to
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control de L-malic acid concentrations, during the vinification of grape musts.

Introduccion

En uvas sélo parcialmente maduras las ba-
jas tasas respiratorias de las bayas condicio-
nan concentraciones de acido L-malico supe-
riores a las deseables.

Ante tal problema las tecnologias quimi-
cas disponibles se muestran ineficases por
carecer de especificidad, ya que salifican
fundamentalmente acido tartarico. En tales
circunstancias la utilizacién de Schizosac-
charomyces pombe se presenta como una al-
ternativa para decomponer especificamente
el acido L-malico.

Existe concenso, sin embargo, en que es
dificil sobrenumerar la flora nativa, funda-
mentalmente Saccharomyces, que acom-
pafia la uva, con Schizosaccharomyces pom-
be.

Brugirard & Roques (3) son los primeros
investigadores a notar que el prolongado

periodo de latencia de Schizosaccharomyces
pombe es la principal barrera en los intentos
de desmalificacion de mostos de uvas no
estériles. Posteriormente, Benda (1) mide
uno de los efectos del fendmeno cuando es-
tabelece que el poder fermentativo de Schi-
zosaccharomyces pombe, medido como
anhidrido carbonico desprendido por unidad
de tiempo, es después del tercer dia mayor
que el de varias cepas de Saccharomyces.
Yang (9) constata que puede retrasarsedi-
ferencialmente el inicio de la fermentacién de
levaduras del género Schizosaccharomyces
en relacién a Saccharomyces mediante la uti-
lizacion de anhidrido sulfuroso en dosis de
300ug/ml, se favorece de tal forma, la sobre-
numeracién por parte de las levaduras del
género Schizosaccharomyces. Debe hacerse
notar con todo que segun el proprio autor el
procedimento tiene el inconveniente de que
implica en un alargamiento de la fermenta-

* Trabalho presentado en el VIl Congresso Latinoamericano de Microbiologia, 1977. Finaciado por la FAPERGS (Pro-
jeto Biol. 1569/77) y por el Instituto de Biotecnologia, UCS.
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cién y ademas en la necesidad de utilizar al-
tas concentraciones de anhidrido sulfuroso
con los consecuentes problemas legales.

En trabajo publicado anteriormente Carrau
& col. (4) reafirman la importancia tecnolégi-
ca de reducir el periodo de latencia de Schi-
zosaccharomyces como camino para conse-
guir desmalificar mostos de uvas verdes.

Se cuentan entre los objetivos del presen-
te trabajo: la comparacion de las velocidades
de-fermentacién de los Schizosaccharomy-
ces y del Saccharomyces estudiado, medi-
das como anhidrido carbénico desprendido,
total y por dia; el estudio comparativo de las
velocidades de descomposicion del &cido
L-malico durante la fermentacién y la deter-
minacién del momento en que este es mas
descompuesto.

Material y Metodos

Medios de cultivo — Mosto, variedad Saint
Emillion con las siguientes caracteristicas
analiticas: acidez total 142meq/l, azlcares
reductores 170g/l, densidad 1.0745, pH
2,89. Este medio fue utilizado para los estu-
dios de velocidad de fermentacion, anhidrido
carbdnico desprendido por dia y curvas de
variacion de la acidez total.

Los estudios sobre velocidad de descom-
posicién, del acido L.-malico se realizaron so-
bre medio liquido de la siguiente composi-
cién: extracto de levadura 3g/l, acido D-L
malico p.a. 109/l sacarose 200g/I, agua des-
tilada hasta completar 1000ml.

Levaduras — Schizosaccharomyces pombe
cepas: FCA, Castelli, Benda 3, Benda 2, Ben-
da 1, NRRPI. Como referencia del género Sac-
charomyces, se utilizé la cepa Montrachet.
Todas pertenecientes a la micoteca del Insti-
tuto de Biotecnologia de la Universidad de
Caxias do Sul.

Las mismas cepas fueron estudiadas en
cuanto a la capacidad de descomponer el 4ci-
do L-mélico.

La velocidad de descomposicién del acido
L-malico fue medida analisando las concen-
traciones del mismo por la técnica de Pey-
naud & Lafon-Lafourcade (8). Se hicieron
también curvas de variacién de la acidez total
por el Metodo Oficial de Analisis (2) conside-
rando el mismo mosto fermentado por las
distintas levaduras. En las citadas curvas se
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determind el momento de total consumo de
acido L-malico por la técnica de Michod (7).

El gas carbénico desprendido, total y por
dia, se midi¢ utilizando valvulas de Miiller, de
acuerdo con Castelli (5).

Todas las fermentaciones se realizaron en
erlenmayer de 1000mi, dotados de valvulas
de Mdlier, en los cuales se ocuparon tan solo
800ml de la capacidad total, con mosto es-
terilizado por calor (70°C durante 15 minu-
tos). En todos los casos se hicieron en
duplicado.

La temperatura de fermentacién fue fijada
en 25°C.

Resultados y Discucion

La Figura 1 muestra que las velocidades
de fermentacién de los Schizosaccharomy-
ces estudiados, fueron durante los primeros
dias siempre inferiores a las del Saccharomy-
ces utilizado como referencia.

Las diferencias en velocidades de fermen-
tacion, durante la fase inicial de las fermenta-
ciones, son corroboradas por el hecho de que
el maximo de anhidrido carbénico desprendi-
do en un dia, Figura 2, se dan en el Saccharo-
myces al septimo dia de fermentacién en tan-
to que en todos los Schizosaccharomyces se
presenta al décimo dia.

La Figura 3, complementada por el anali-
sis cuantitativo de acido L-malico cuyos re-
sultados se presentan através de la Tabla 1,
permite determinar el momento en que las
cepas estudiadas descomponen el acido
L-malico en los distintos medios de cultivo
considerados.

Por la técnica de Michod (7) se confirmo
qgue al sexto dia de fermentacién, en el mosto
solo quedaban concentraciones insignifican-
tes de acido L-malico.

Es interesante la discrepancia en cuanto a
capacidad de descomponer acido L-malico
que plantea la cepa NRRPI, aparentemente
atribuible a los distintos medios de cultivo uti-
lizados para montar la Tabia 1 y la Figura 3.

Todo parece indicar que la citada cepa
presenta requerimentos nutricionales, que in-
ciden de manera importante en su capacidad
de degradar el acido L-malico.

La citada informacién puede ser muy (til
ya que por extrapolacion permitiria inferir que
existen nutrientes capaces de aumentar la
capacidad de degradar el 4cido L-malico.
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Figura 1 — Comparacion de las velocidades de fermentacién medidas como CO, desprendido (g%) en 100ml de
mosto (média de 2 fermentaciones)
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Figura 3 — Variacién de la acidez total (meg/!) en fermentaciones con Schizosaccharomyces pombe (média de 2

fermentaciones)
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Tabla 1 — Capacidad de degradar 4cido L-mélico, com-
parativo entre distintas cepas de Schizosaccharomyces

L-mélico L-mélico L-maélico
Schizo. | 1° dia | consumido | 3° dia | consumido | 24-72h. | consumido
g 24h. 72h. g 24-72h.
% % %
NRRPI 3,76 75,0 4,48 89,6 0,73 14,6
Benda 2| 3,68 73.6 4,82 96,4 1,14 22,8
Benda 3] 3,56 71,2 4,77 95,4 1,21 24,2
Benda 1| 3,43 68,6 4,94 98,8 1,51 30,2
FCA 3,25 65,0 4,71 94,2 1,46 29,2
Castelli | 2,75 55,0 4,19 83,8 1,44 28,8

En relacién al momento en que es des-
compuesto el 4cido L-maélico, entre las cepas
estudiadas no hay mayores diferencias, to-
das lo descomponen fundamentalmente du-
rante los tres primeros dias de fermentacion.

Esta es una caracteristica de importancia
tecnolégica evidente, cuando el objetivo es
desmalificar por sobrenumeraciéon con Schi-
zosaccharomyces pombe, ya que implica en
que basta sobrenumerar durante el citado
periodo.

8 10 12

El inicio de la fermentacion, durante el
periodo de latencia, es la fase de la fermenta-
cion en que las cepas de Schizosaccharomy-
ces pombe estudiadas, descomponen mas
acido L-malico.

Lo antedicho induce a tomar partido por lo
sugerido por Castelli (5) y por Galander (6) en
cuanto a la utilizaciéon de Schizosaccharomy-
ces pombe a nivel industrial.

O sea:

1. Inoculacién masiva del mosto a fermen-
tar con Schizosaccharomyces multiplicados
sobre mosto esteril.

2. inoculacién posterior con Saccharomy-
ces, cuando se a obtenido la desmalificacién
parcial deseada.

La desmalificacién de vinos de baja gra-
duacion alcohdlica, propuesta por Benda (1),
es una operaciéon lenta (tres a cuatro sema-
nas), no exenta del riesgo de dejar el vino con
azucares reductores residuales, con los con-
secuentes problemas para la estabilidad del
mismo.

Como contrapartida la desmalificacion
parcial de mostos, puede completarse en dos
o tres dias.

14 dias'
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Inoculando después Saccharomyces se-
leccionados para vinificacion, se garante que
no queden azucares reductores residuales,
sin depender de la graduacion alcohélica del
vino a producir.
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Resumo

Estudo de alternativas no controle de acumulagdes limosas de industrias de chapas de
fibras da madeira, através de biotestes, envolvendo elevacdo da temperatura e utili-
zacéo de agentes biocidas e biostaticos '‘in vitro’’. Os testes de 39 tipos culturais, de
microrganismos isolados de acumulagdes limosas e de um indculo misto da flora natu-
ral dessas acumulacdes, foram realizados em meio natural de ‘‘dgua-servida’ —agar,
frente as temperaturas de 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50°C. Os testes com agentes
biostaticos e biocidas foram realizados em meio liquido de ‘‘dgua-servida’’, sob agi-
tacdo horizontal, para Trichosporon cutaneum, T. pullulans e um indculo misto da flora
natural de acumulacdes limosas. Conclusdes: a) ndo foram encontrados microrganis-
mos termofilos, na populagéo das acumulagées limosas, uma vez que todos os micror-
ganismos testados foram inibidos por incubacdo continua a 45°C; b} Santophen |
(o-benzil-p-clorofencl) a 80ftg/ml de i.a., e Merpacine (fenil acetato de mercurio) a
101g/ml de i.a., inibiram o crescimento da populag8o microbiana de acumulacgdes -
mosas; ¢} por outro lado, Derosal (2-metoxicarbonilamina-bencimidazol) a 30 ug/ml do
i.a. e Santicizer-9 (o-p-toluenosulfanamida), a 1.000 ug/ml do i.a., foram ineficientes
para o controle de acumulacdes limosas de industrias de chapas de fibras da madeira.

Summary

Slime accumulations in fiberboard industries. Il — Control ways

Control of slime accumulations in fiberboard industries through temperature elevation
and slimicides biotests ’‘in vitro’'. Biotests with thirty nine microrganisms isolated
from slime accumulation and a mixed inoculum from this accumulations were carried
out in waste water-agar medium at temperatures of 20, 25, 30, 35, 40, 45 and 50°C.
The slimicides biotests were carried out with liquid waste-water natural medium in
shaking flasks, utilizing isolates of Trichosporon cutaneum, T. pullulans and a natural
population from slime accumulation. Conclusions: a} thermophilic microrganisms were
not found in the slime microbial population, since continuous “‘in vitro’’ incubation un-
der 45°C inhibited them; b) Santophen | {0-benzyl-p-chlorophenol) at 80ptg/ml of a.i.,
and Merpacine (mercuric phenyl acetate) at 10ptg/mi of a.i., inhibited the microbial po-
pulation growth of the slime accumuliation “‘in vitro’’; c) on the other hand, Derosal
{2-metoxycarbonilamine-bencimidazol), at 30/tg/mi of a.i. and Santicizer-9 (o-p-to-
luenesulphonamide), at 1.000xg/ml of a.i., were inefficient to control the slime
accumutlations.

* Pesquisa subvencionada pela Duratex S.A. Industria e Comércio; parte da Dissertagdo de Mestrado do primeiro
autor.
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Introducéo

Paralelamente ao desenvolvimento da
tecnologia da madeira, abriu-se um campo de
suma importancia e inegavel interesse a mi-
crobiologia, visto que a matéria prima baésica
e muitos materiais empregados na fabricacédo
da celulose, papel e outros produtos deriva-
dos da madeira, também podem suprir as
exigéncias nutricionais de microrganismos.
Se de um lado, podem ser obtidos alimentos
através do crescimento microbiano, a partir
desses residuos industriais (19, 20, 39), de
outro estes microrganismos podem causar
sérios prejuizos, por se estabelecerem nas
‘'aguas-servidas’’, em recirculacdo nos sis-
temas industriais (3, 4, 10, 34).

De acordo com relatos anteriores (11, 12,
13), as instalacGes de industrias de chapas
de fibras de madeira tém apresentado proble-
mas de acumulacdes limosas, de origem mi-
crobiana, nos sistemas de recirculacdo da
‘“dgua-servida’’, principalmente na maqguina
formadora do colchdo de polpa, depreciando
a qualidade do produto final. Nesses relatos,
foi estudada a natureza da flora microbiana
associada as acumulacées limpsas, nas con-
dicdes ambientais entdo descritas (12, 13),
objetivando elucidar as causas do problema e
fornecer subsidios para o controle.

Na literatura consultada, foram encontra-
das duas opcdes de controle a microflora de
industrias de celulose e papel: elevagdo da
temperatura e utilizacdo de agentes biocidas
ou biostaticos.

O efeito da temperatura, no crescimento
de microrganismos, foi abordado sob aspec-
tos gerais, por Cochrane (6), encontrando-se
também relatos mais especificos em relacao
a flora microbiana do limo (5, 14, 15). Aigu-
mas espécies de leveduras psicréfilas (7Tri-
chosporon pullulans, Candida spp. e Torulop-
Sis inconspicua) apresentaram crescimento
6timo a 20°C, e inibicdo a partir de 25°C
(14).

A &gua aquecida e o vapor tém sido larga-
mente utilizados nas operacdes de limpeza
dos sistemas industriais de celulose e papel
{5), onde a 4gua aquecida tem mostrado
maior eficiéncia que o vapor, pelo fato de en-
trar em contato com todo o sistema, por um
periodo mais longo. Por outro lado, a re-
sisténcia de microrganismos a temperatura e
agentes biostaticos tem sido enfatizada por
vérios autores (5, 6, 40, 41, 42) e, sob outro
aspecto, a morte ou-inibicdo de um grupo de

microrganismos pode redundar no cresci-
mento de outros, que eram inibidos pelos pri-
meiros (B).

A escolha do biocida industrial, adequado
a um determinado uso, requer conhecimento
de certas condi¢cdes fundamentais como: ti-
po de microrganismo predominante no am-
biente, nivel de eliminacdo microbiana reque-
rido, emprego de tratamento periédico ou
continuo, pH, temperatura, presenca de
emulsificantes, matéria organica, potencial
de in6culo, espectro de acdo, estabilidade e
poder residual do produto, dosagem inibitéria
e letal, preco, corroséo e suas implicacées na
poluicdo das dguas, com esgotos industriais
(1,2,5,17,18, 21, 24, 25, 33, 36, 37, 41,
43).

Dentre os principais biocidas utilizados
nas inddstrias de celulose e papel, os efeitos
da cloracdo, cloraminas, fendis clorinados,
compostos organo-mercuriais e outros ger-
micidas, sdo discutidos na literatura (b). Uma
extensa lista, com a toxicidade relativa de
agentes biostaticos é sugerida para a utili-
zacdo em inddstrias de celulose e papel (8).
O meétodo para testar esses produtos foi o de
placas-de-Petri, contendo meio artificial
(Bacto-malt-extract-agar), ao qual foram adi-
cionadas concentractes conhecidas de um
grande numero de produtos, frente as
bactérias dos géneros Aerobacter e Bacillus
aos fungos Aspergillus e Peni¢illium.

A avaliacéo da eficiéncia relativa de agen-
tes biocidas ou biostéaticos pode ser realizada
na propria industria, através de método que
consiste no peso seco do material limoso, em
d. acumulado em chapas de plastico de area
conhecida, mergulhadas no sistema de recir-
culacdo da ‘‘agua-servida’’ e os resultados
expressos em g/unidade de area (5). A maio-
ria dos métodos, entretanto, consiste na uti-
lizacdo de técnicas de laboratoério, ou seja, no
teste in vitro'’ das propriedades biocidas ou
biostaticas de produtos (5, 7, 8, 21, 37).

Vérios autores (5, 7, 9) discutem as van-
tagens e desvantagens da utilizacdo de dife-
rentes métodos “‘in vitro’”’. Correlagbdes de
47 a 77 % foram observadas entre trés méto-
dos utilizados para testar a eficiéncia de pro-
dutos biostaticos ‘‘in vitro’’: incorporacdo
dos produtos a placas-de-Petri, contendo
meio artificial, inoculadas com o microrganis-
mo teste; incorporacdo de produtos e cultu-
ras puras de microrganismos, a meio liquido
de polpa desintegrada "‘spore-pulp-
method’’ — incubado sob agitacdo constan-
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te; incorporacdo de produtos e populacoOes
naturais da microflora do limo, a meio liquido
de “‘4gua branca’’, incubado sob agitacdo
constante (7). Segundo os autores, o ultimo
método mostrou-se desejavel para comparar
ou recomendar a utilizacdo de produtos bio-
cidas ou biostaticos, -em situacdes especifi-
cas de cada indudstria.

No presente trabalho, sdo estudados os
efeitos da temperatura e de alguns agentes
biostaticos e biocidas, no crescimento de mi-
crorganismos isolados de acumulagdes limo-

.sas de industrias de chapas de fibras de ma-
deira, com o objetivo de estabelecer alterna-
tivas de controle.

iViaterial e Métodos

Efeito da temperatura — Com base em resul-
tados obtidos anteriormente {11, 12, 13), fo-
ram selecionados 39 tipos culturais de micror-
ganismos, de acordo com seu crescimento em
‘*agua-servida’’ (acima de 70mg/1560ml)
e/ou com a habilidade em reproduzir as ca-
racteristicas microscépicas mais freqlientes
do limo, “’in natura’’.

Desta forma, tipos culturais de Trichospo-
ron cutaneum (de Beurm., Gaugerot et Van-
cher) Ota, 7. inkin, T. pullulans (Lindner) Did-
dens et Lodder, Trichosporon spp., Candida
curvata, Endomycopsis bispora, Penicillium
spp., Aspergillus niger, Paecillomyces spp. e
Trichoderma viride, foram inoculados por
blocos de cultura de 2mm2 no centro de pla-
cas-de-Petri, contendo meio de “‘agua-servi-
da’’-agar, descrito anteriormente (12). Para-
lelamente, inoculou-se pequenas porgdes de
fimo claro (LC) “in natura’’ (12), para testar a
representatividade dos tipos culturais sele-
cionados em relacdo a uma populacédo mista.

Os microrganismos inoculados foram in-
cubados durante seis dias, as temperaturas
de 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50°C. As pia-
cas, incubadas a 40, 45 e 50°C, foram veda-
das com fita adesiva, para evitar o secamen-
to do meio de cultura.

O parametro de avaliacdo, utilizado na
medicdo do crescimento, foi o didmetro
médio das coldnias em mm. Os dados néo fo-
ram submetidos a andlise estatistica.

Apods a leitura do ensaio anterior, as pla-
cas de Petri, incubadas a 40, 45 e 50°C, fo-
ram reincubadas a 25°C, durante seis dias.
O método de avaliacdo foi o mesmo do en-
saio anterior e da mesma forma, os dados
ndo foram submetidos a analise estatistica.
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Efeito de biostaticos e biocidas — Com base
na revisdo da literatura, na solubilidade dos
produtos em agua e na amplitude de seus es-
pectros de acdo biostatica ou biocida (1, 2,
8, 17, 18, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 31, 33,
36, 37, 40, 41, 43), foram utilizados os se-
guintes produtos e dosagens:

— Derosal, p6 molhavel, com P.A. a 60% de
2-{metoxicarbonilamino)-bencimidazol, na,
dosagem de 30ug/mi do P.A.; — Santici-
zer-9, p6é molhavel com P.A. a 100% de orto-
para-toluenosulfonamida (40% na forma
"orto’’ e 60% na forma ‘‘para’’), na dosa-
gem de 1.000ug/ml do P.A.; — Merpacine,
com P.A. a 1,7% de fenil acetato de
mercurio, na dosagem de 10 ug/ml do P.A.;
— Santophen | Flakes, com P.A. a 100% de
orto-benzil-para-clorofenol, na dosagem de
80ug/ml do P.A.

Os produtos foram adicionados em fras-
cos contendo 150m! de ‘‘dgua-servida’’, fil-
trada em areia e esterilizada a uma atmosfera
por 20 minutos. Os produtos ndo foram au-
toclavados, devido as suas caracteristicas
termolabeis.

Foram utilizados os seguintes indculos:
1mi da diluicdo 1:10 de limo claro (LC); e blo-
cos de cultura (2mm?2), dos tipos culturais
T44 (Trichosporon pullulans e T46 (T. cuta-
neum). Para correcdo dos dados de peso se-
co dos tratamentos inoculados, acrescentou-
-se 0s seguintes tratamentos: sem indculos
com produtos {peso seco dos veiculos dos
produtos e dos soélidos insoliiveis da ‘‘agua-
servida’'’) e, sem indculos sem produtos {pe-
so seco dos sdlidos insoltveis da “‘agua-ser-
vida’'}. Os tratamentos, com indculos sem
produtos. constituiram as testemunhas.

Apds a inoculacao, os frascos foram incu-
bados durante 10 dias, sob agitacao horizon-
tal de 100r.p.m. a 27°C. Como critério de
avaliacdo, utilizou-se o peso seco do mate-
rial, formado pelos microrganismos, retido
em papel de filtro Whatman n? 1.

O delineamento experimental foi inteira-
mente casualizado, com trés repeticdes. O
efeito da testemunha, com igual ndmero de
repeticées, foi incluido na andlise estatistica.

Resultados e Discusséo

Os efeitos de agentes fisicos e quimicos,
no crescimento de populacdes naturais e de
microrganismos isolados de acumulacbes li-
mosas, sdo apresentados na Tabela 1 e Figu-
ra 1.
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Tabela 1 — Determinacfo da temperatura inibitéria e letal ao crescimento dos principais tipos culturais de
microrganismos isolados do limo
Temperatura inibitéria Temperatura letal {* *)
Microrganismos temperaturas °C
Tipos De 40 De 45 De 50
culturais 20 25 30 35 40 45 50 p/ 25°C  p/ 26°C  p/ 25°C
Trichosporon cutaneurmn T6 23,75* 40,75 50,50 27,50 0,00 0,00 0,00 15,25 0,00 0,00
T18 12,50 16,50 17,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
T37 31,00 42,75 60,75 3450 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
738 8,25 16,25 22,75 22,25 850 0,00 0,00 22,50 0,00 0,00
T42 8,75 16,50 23,50 25,25 8,60 0,00 0,00 23,75 0,00 0,00
T46 29,75 38,50 26,60 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T47 26,25 41,50 66,50 4525 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T69 7,50 9,00 10,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T75 26,00 37,25 3300 1,50 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T76 26,00 31,50 11,75 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T87 28,00 39,00 26,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T110 9,00 15,60 24,75 27,25 7,00 0,00 0,00 20,00 0,00 0,00
T115 28,50 39,60 55,25 0,00 000 0,00 0,00 0,00 - 0,00 0,00
T117 37.25 38,00 6,45 0,00 0,00 0,00 ‘0,00 0,00 0,00 0,00
T124 11,00 16,00 20,50 22,76 3,00 0,00 0,00 15,00 0,00 0,00
T128 27,75 37,75 29,50 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00 0,00
T130 26,50 35,25 24,50 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00 0,00
T137 28,50 42,75 56,50 51,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T157 29,75 38,50 27,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
T165 28,50 34,25 32,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T170 10,50 15,75 16,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T173 17,00 28,25 37,00 2375 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 22 21,91 30,45 30,39 12,78 1,23 0,00 0,00 4,38 0,00 0,00
T. inkin T50 9,50 14,50 20,50 21,00 4,25 0,00 0,00 15,26 0,00 0,00
T. pullulans T44 22,75 26,00 34,25 16,50 0,00 0,00 0,00 19,50 0,00 0,00
Trichosporon spp. T40 11,75 22,50 23,50 23,75 7,76 - 0,00 0,00 20,75 0,00 0,00
T68 — - — - — - - - - -
782 9,00 14,00 22,50 25,25 575 0,00 0,00 18,76 0,00 0,00
T106 5,25 11,75 1575 650 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
T107 11,50 14,25 21,50 23,00 525 0,00 0,00 13,50 0,00 0,00
T108 9,25 16,25 25,75 26,76 8,26 0,00 0,00 21,50 0,00 0,00
T176 8,75 15,25 33,75 23,26 6,00 0,00 0,00 17,00 0,00 0,00
Média 8 10,87 16,81 24,69 20,75 4,66 0,00 0,00 15,78 0,00 0,00
p/ o gen. Trichosporon 30 .18,99 26,82 28,87 14,90 2,14 0,00 0,00 7,42 0,00 0,00
Candida curvata T5 7,75 15,50 24,26 2550 4,75 0,00 0,00 15,25 0,00 0,00
Endomycopsis bispora T24 23,00 32,75 000 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Penicillium spp. T10 22,25 25,75 7,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T17 26,50 55,25 84,75 2525 0,00 0,00 0,00 54,50 0,00 0,00
T51 22,00 28,25 18850 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T169 15,50 26,75 21,25 8,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Média 4 21,56 34,00 33,00 837 000 0,00 0,00 13,62 0,00 0,00
Aspergillus niger T43 17,50 34,50 50,00 46,25 8,25 0,00 0,00 51,50 0,00 0,00
Paecillomyces sp. T39 21,00 28,60 51,00 41,00 29,25 000 0,00 72,50 55,00 0,00
Trichoderma viride T 60,26 81,60 75,25 34,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Limo claro Lc 27,00 35,00 44,50 4,00 2,50 0,00 0,00 36,00 0,00 0,00
Média geral 40 20,30 29,20 31,10 1580 2,70 0,00 0,00 11,30 1,40 0,00

* Diametro médio da colonia em mm, dados médios de 2 repeti¢des.

** Reincubagdo a 25°C dos microrganismos previamente incubados as temperaturas de 40, 45 e 50°C.

A opcéo,

-

geralmente empregada nas
é o controle

foram inibidas a 45°C. Por outro lado, a tem-

industrias de celulose e papel,
das acumulacdes limosas através de produ-
tos de acdo biostética ou biocida, enquanto
que a elevacao da temperatura (vapor e dgua
aquecida) tem sido utilizada nas operacdes
de limpeza, para reducdo do potencial de
indculo (5).

Os resultados apresentados na Tabela 1,
onde se estudou a influéncia da temperatura
no crescimento e morte dos principais tipos
culturais de microrganismos, isolados dos

+ materiais limosos, bem como de uma popu-
lacdo natural do limo, mostra gque, tanto as
culturas puras quanto a populacdo natural,

peratura de 40°C foi letal a alguns indculos;
a de 45°C foiletal a 97,4%; e a de 50°C foi
letal a todos os indculos. Estes resultados
sugerem que, pelo menos nas condigbes
atuais, ndo existem microrganismos termofi-
los, pelo conceito de Cochrane (6). Por outro
lado, deve ser lembrado que a morte de mi-
crorganismos, pela aplicacdo continua e pro-
longada das temperaturas mais altas, nio
preenche o senso estrito de ‘‘ponto letal’’ (6)
e que, apesar de ndo terem sido constatados
microrganismos terméfilos, ndo pode ser ex-
cluida a possibilidade de pressdo de selecdo
para que alguns microrganismos da flora mi-
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Figura 1 ~ Influéncia de biostaticos e biocidas no cresci-
mento de microrganismos isolados do limo e de uma po-
pulacéo natural de limo claro
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* Para cada microrganismo, as colunas com letras
iguais ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade {teste Tukey).

crobiana tornem-se adaptados a temperatu-
ras mais elevadas, durante os programas de
controle {6, 38).

Alguns tipos culturais de Trichosporon cu-
taneum, Penicillium spp., Trichoderma viride
e Endomycopsis bispora evidenciaram tem-
peratura 6tima de crescimento em torno de
25°C (Tabela 1). Embora ndo sejam consi-
derados psicrofilos, em comparacéo com re-
sultados obtidos na literatura (14}, a baixa
temperatura Gtima de crescimento poderd
significar enormes esperancas, na utilizacdo
da elevacéo da temperatura {(aquecimento de
agua de lavagem das telas ou aplicagdes de
choques de vapor), para o controle da flora
microbiana do limo, nas industrias de chapas
de fibras da madeira.

A hipétese de controle da flora limosa,
através da utilizacdo de agentes biocidas ou
biostaticos, foi confirmada através dos resul-
tados ilustrados na Figura 1. Dentre os pro-
dutos testados, Santophen | apresentou efei-
to equivalente a Merpacine (mercurial organi-

A.F.da Eira, P.C.T. de Carvalho & O. Ruano

co), controlando Trichosporon cutaneum, T.
pullulans e a populacdo natural do limo. Re-
sultados semelhantes séo relatados na litera-
tura (8), para alguns microrganismos da flora
limosa de indUstrias de celulose e papel.

Considerando a possivel propriedade cor-
rosiva dos produtos mercuriais, ainda que
ndo tenha sido discutida na literatura (5, 10,
35}, provavelmente pelas baixas dosagens
recomendadas, o Merpacine foi incluido no
trabalho apenas para servir como testemu-
nha de um agente. de poder biocida, ja que a
sua utilizacdo na préatica seria inviabilizada
por suas caracteristicas poluentes (41). Por
outro lado, os produtos Santicizer-9 e Dero-
sal ndo controlaram a flora limosa e apresen-
taram efeitos inversos no controle de 7. cu-
taneum e T. pullulans, quando confrontados
entre si (Figura 1). Este fato poderia ser expli-
cado por um desequilibrio biolégico da fiora
natural, provocado pela acéo seletiva ou uni-
lateral dos produtos {5, 16), pois a morte ou
inibicdo de um grupo de microrganismos po-
de redundar no crescimento de outros, ndo
afetados pelos produtos, mas que eram inibi-
dos pelos primeiros (26, 32). Este aspecto
deve ser sempre levado em consideracdo, na
escolha do biocida industrial ou em qualquer
programa de controle, fato que ndo estd bem
esclarecido na literatura consultada, onde os
biotestes sdo normalmente dirigidos a mi-
crorganismos em cultura pura (7, 8, 9).

O método utilizado neste trabailho, para
testar produtos quimicos com propriedades
biostaticos ou biocidas “‘in vitro”’, embora
nio satisfaca todos os requisitos levantados
na literatura (9), foi considerado importante
para aquilatar a estabilidade dos produtos em
"adgua-servida’’, cuja acidez e a possivel pre-
senca de substancias oxidantes, poderia afe-
tar o principio ativo ou a sua solubilidade (23,
27, 28, 29, 30, 31, 40, 41).

Por outro lado, a resisténcia de microrga-
nismos a produtos quimicos, abordada com
freqliéncia na literatura (5, 38, 41, 42), pode
ser um dos fatores responsaveis pelos baixos
indices de controle de acumulacdes limosas
nas instalacdes de inddstrias de chapas de fi-
bras da madeira, onde é incorporado o penta-
clorofeno!l aos sistemas de recirculacdo da
““agua-servida’’, desde longa data. Este fato
mostra a necessidade de se conhecer a efi-
ciéncia de vérios produtos no controle da flo-
ra limosa, para que haja a possibilidade de
aplica-los alternadamente, evitando-se a
pressédo de selecdo as linhagens tolerantes.
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Deve-se ressaltar, finalmente, que ne-

nhum programa de controle podera surtir
efeitos satisfatérios, sem a limpeza e desin-
feccdo prévia de todo o sistema industrial, vi-
sando reduzir o potencial de inéculo e evitar
a auto-protecdo das camadas mais internas
das acumulacdes limosas (5).
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