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Comparacio de meios com

sulfito na recuperacio de

esporos de Clostridium perfringens
tratados termicamente*

José Antonio Guimarges Aleixo
Faculdade de Ciéncias Domesticas, Univarsidade Federal de Pelotas
67100 Pelptas RS, Brasil

Carlos Gil Turnes
Faculdade de Veterinaria, Universidade Fadaral de Pelotas
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& Jodo Baptista da Silva
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Resumo

Trés meios com sulfito, disponiveis comersialmente, forarm comparados quanto 4 sua
capacidade de recuperacio de esporos de Clostridium perfringens nao tratados g trata-
dos termicamente e quanto & produgdc de colénias negras. Os metos comparados fo-
ram Agar SFP (Shahidi — Ferguson — perfringens), Agar SPS (sulfito — polimixina — sui-
fadiazina) & Agar TSN {triptoma — sulfite — neomicina), incubados a 30°C/40hs e
37°C/24hs. As contagens em SFP e SPS ndo foram estatisticamente diferentes. As
contagens em TSN foram significativamente mais baixas. As contagens obtidas nas
duas temperaturas de incubacdo ndo diferirat  estatisticamente. Produziram-se
coldnias negras caracteristicas em SFF. Em 5PS e TSN produziram-se ¢oldnias negras
e brancas, tantc com esporos tratados como nao tratados termicamente. Progénios de
coldnias brancas, cultivadas nos trés meips considerades produziram colénias negras.

Summary

Comparison of the recovery capacity of three sulphite media for heat rreaa‘gd Clostri-
dium perfringens spores

Recovery of heat treated Clostridium perfringens spores in three comercially available
sulphite media was compared. SFP, SPS and TSN inoculated with untreated and trea-
ted sporas werg incubated at 30°C/40hs and 37°C/24hs. Counts in SFP and SP5 we-
re statistically different; counts in TSN were significantly lower. Counts at both incubae-
tion temperatures were not significantly different. Black colonies were produced in
SFP. In SP5 and TSN black and white colonies were produced with treated and non

treated spores. Subcultures of white colonies in the three media produced black
colonies.

* Pasguisa financiada pelo CNPq {(Processo n? 2222.0922/78).

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 13(3): 197-205, Jul./Set. 1982
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introducio

Clostridium perfringens tipo A € um dos principais responsaveis por surtos de intoxi-
caclo alimentar na Inglaterra (23) e Estados Unidos (22). Serrano (19) relatou, em 19786,
um surto de intoxicaclo alimentar por CL perfringens com 2.016 pessoas atingidas.
Também comunicou a presenca deste microrganismo em vérios alimentos destinados ao
consumo humano,

Os metodos utilizados na enumeragio e isclamento de G/ perfringens de alimentos
baseiam-se na observagdo da reagio hemolitica, em agar sangue seletivo, ou na formacéo
de coldnias negras, em agar com sulfite & ferro (21). Desde que Mossel & col. (15) propu-
seram um meio de cultura solido com sulfito, para a quantificacdo de clostridios suifito-
redutores ern alimentos, varios melos seletivos para Gl perfringens foram desenvolvidos.
Destes, sdo correntermente usados o Agar SPS (sulfito-polimixina-sulfadiazina) (2), Agar
TSN (triptona-sulfito-neomicinal (14), Agar SFP {Shahidi-Ferguson-perfringens) (20) & o
Agar TSC (triptose-sulfito-cicloserina) {13).

A maicria dos estudos procura testar a eficiéncia do meio na recuperacio de células
vegetativas e esporos vidveis de O perfringens (3, 12, 13, 14, 20). Existe, porém, pouca
informacdo sobre a recuperacdo de esporos submetidos a tratamento térmico. Sabe-se
que esporos de G/ perfringens podem ser danificados sub-letaimente quando aguecidos,
requerendo ksozima para germinarem {1, 2, 6, 7). Dos melos citados anteriormente, SFP e
TSC possuem lisozima de gema de ovo.

Algumas espécies esporuladas apresentam melhor recupéracéo de esporos tratados
por calor, quando incubadas & ternperatura mais baixa que a dtima, para recuperar esporos
ndo-tratados. Futter & Richardson (9), usando temperaturas de incubacio na faixade 18 a
45°C, para recuperar esporos de C/. perfringens tratados termicamente, obtiveram conta-
gens mais altas a 27°C. Sugiyama, citade por Roberts (18), comprovou que a incubacdo a
24°C ou 29°C era a mais adequada para a recuperacio de esporos de G/ botufinum. Pren-
tice & Clegg (16} encontraram, para esporos de Baciflus subtilis 8057, tratados termica-
mente, contagens maiores a 30°C; porém, com esporos ndo tratados, as contagens foram
similares na faixa de 16 a 48°C.

Shahidi & Ferguson (20) comprovaram que culturas puras de C/. perfringens, culti-
vadas em meio SPS, foram inconsistentes na producio de colénias negras. Hall & col. (11},
observaram o mesmo fato com outros Clostridium sulfito-redutores. Gil Turnes & col. (10)
verificaram que a producfo de coldnias negras em meios com sulfito diminuia, 4 medida
que aumentava o dano térmico dos clostridios.

O objetivo deste trabalho foi comparar a eficiéncia de trés meios com sulfito, dis-
poniveis comercigimente, o SPS, TSN e SFP, incubados a 30 e 37°C, na recuperacio de
esporos de O, perfringens tratadog pelo calor e verificar se o tratamento térmico infiui na
producio de coldénias negras.

Material & Métodos

Meios de culturs - Agar SPS*, Agar TSN** ¢ Agar SFP* ** foram preparados segundo as
instrucdes dos fabricantes,

Culturas — Foram utilizadas as seguintes cepas de C/. perfringens: Il & 246, cedidas pelo
Professor A.M. Serrano, do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de
Engenharta de Alimentos e Agricola, UNICAMP, e a cepa NCTC 8238, obtida do Central

* Merck, lote n? 7459/601
" * Merck, lote n? 7511794
*** Difgo, tote n” 846103
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Public Mealth Laboratory, London, England. As cepas ill e NCTC 8238 foram isoladas de
surtos de intoxicacdo alimentar e a cepa 246 de mdsculo de peixe,

Suspensdo de esporos — Culturas estoques em meio de Robertson (CMM) (21, foram
conservadas em refrigerador. Para ¢ preparo da suspensdo de esporos as cepas foram cul-
tivadas em CMM por 18hs a 37°C, transferidas (1ml) para o meio de esporulacao TPAY —
GT (18), e incubadas a 37°C. A porcentagem de esporulacdo foi determinada microscopi-
camente, usando-se 0 método de coloracdo de Wirtz {21). Culturas com mais de 50% de
esporulacdo foram centrifugadas a 2040g por 30 minutos e lavadas com solucdo salina
0,85% estéril. O sedimerto Toi diluido em salina, de forma a se obter uma concentracio en-
tre 10% — 107 esporos/mi e conservado em refrigerador.

Tratamento térmico — Allquotas de 0,5mi, da suspensdo estoque de esporos em salina,
foram distribuidas em ampolas de vidro de 100 % 7mm e seladas & chama. Cada cepa foi
submetida a duas temperaturas de aquecimento, ermn banho-maria. Em cada experimento
foram utilizadas quatro ampolas, & fim de realizar contagens apos 15, 30, 45 e 60 minutos
de aquecimento. No tempo 0 (zero), a contagem foi feita a partir da suspensio estoque de
esporos. Néo foi realizada ativag@o térmica dos esporos. Logo apds o tratamento térmico,
as ampolas foram colocadas em agua gelada.

Contagem de esporos — Dez microlitros de diluicdes decimais das suspensdes de esporos
em meio de manutencio (0,1% peptona e 0,9% de cloreto de sodio) foram colocadas em
cada uma de quatro placas de Petri, estéreis, de Hem de didmetro, adicionando-se a sequir
os meios em estudo, fundidos e resfriados a cerca de 43°C, homogeneizando-se imedia-
tamente. Apés solidificados os meios, as placas foram colocadas em jarras anaerobicas
{Permution, Curitiba, PR, Brasil} com Sistema Gas Pack (BBL, Cockeysville, MD, USA}. A
metade das placas foi incubada a 30°C/40hs e a outra a 379 C/24hs. As contagens foram
calculadas pelo método de Farmiloe & col. (8).

Andlise estatistice — Qg resultados dos experimentos com cada cepa constituiram um fa-
torial AXB=xC, com os tratamentos inteiramente casualizados e em duas repeticdes. Os
fatores de variac8o estudados foram, meios de cultura (A), temperatura de incubacio (B) e
tratamento térmico (C). Além da andlise da variancia, foi feita a andlise de regressdo poli-
nomial para o fator C e o teste de Duncan { « = ,0B) para comparar as médias do fator
A. As analises foram realizadas sobre o logaritmo das contagens.

Resultados

Mefos de recuperagcdo — As contagens de esporos das trés cepas de C/. perfringens, antes
& apos o tratamento térmico, nos meios de cultura em estudo incubados a 37°C/24hs, 580
apresentadas nas Figuras 1, 2 e 3.

A mais alta recuperaco de esporos ndo tratados por cator foi obtida em SFP nas
duas temperaturas de incubacio, exceto com a cepa 246 a 37°C. 5PS foi o meio que me-
Ihar recuperou esporos tratados por calor. Em TSN ocorreram as contagens de esporos
mais baixas, em todas as cepas. Com a cepa NCTC 8238 apds 30 minutos a 95°C, TSN
nét.:\q apresentod recuperacdg enguante SPS ¢ SFP indicavarm contagens ac redor de
10%ml.

A analise da varidncia da recuperacio dos esporos em todos os tempos de trata-
mento termico & apresentada na Tabela 1. O teste F revelou que as contagens de esporos
da cepa NCTC 8238 em SFP e SPS nao foram estatisticamente diferentes. Os dados obti-
dos em TSN nao foram computados para a realizacio desta analise, visto que, em varios
tempos, este melo ndo apresentou recuperacio. Com as ¢cepas 246 e ] as contagens nos
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Figura 1 — Contagem de esporos de Clostridium perfringans cepa NCTC 8238, aguecidos a 95°C, recuperados
em SFP, 5PS ¢ TSN incubados a 37°C/24hs*
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Figura 2 — Contagem de esparas de Clestridium perfringens, cepa 246, aquecidos a 75°C, em SFP, 5P5 e TSN
incubados a 37°C/24hs™
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Figurs 3 — Contagarn de esporos de Clostridivm perfringens, cepa i, aquecidos a 80°C, incubados a
37°C/24hst
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trés meios diferiram estatisticamente | 2 = 0,06 ¢ 2 = 0,01, respectivamente). Nao hou-
ve diferenca significativa, entre as contagens em SPS e SFP, porem, as cantagens em TEN
foram significativamente mais baixas ( x = 0,05) (Tabela 2).

Observou-se ativacio térmica dos esporos da cepa lil em todos os meios. Apos 60
minutos a 80°C as contagens eram ainda superiores as obtidas antes do aguecimento,
Com a cepa NCTC 8238 verificou-se ativagBo térmica apenas em SPS e, com a cepa 246,

n&o se observou ativacio em nenhum meio de cultura,

Tabela 1 -— Resumo das analises das varifncias na recuperacas de esporos das cepas NCTC 8238, 1l o 246

NCTC 3238 1 246

Causa de variagio

G.L Teste F GL. Teste F G.l. Taste F
Meios de cultura (A) 1 0,87 2 5,63 2 4,42*
Temp. de incubagdo (B} ] 0,82 1 0,16 1 0,60
Tratamento térmico {C) 4 11,70** 4 7.63* 4 10,33**
Intaracio AxB 1 0,22 z 0,35 2 013
Interacio A x G 4 2,50 g 1.07 8 0,10
interagdo Bx C 4 a0 4 0,01 4 0,11
Interagio AxBxC 4 o0 8 0.M 8 0,08
Residuc 20 ’ 30 30
Total 39 59 E9
* =005
¢ = 001

G.L. = Grauzs de liberdade.
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Tabala 2 — Testa de Duncan { ® = 0,05) para os meios de cultura nas cepas i e 245

Cepa Cepa 248
Meijog de Cultura Medias* Meios de Cultura Médias*
SRS 5,718 SP5 5,59
SFP &, 68° SrP 5,33
TSN 6.05° TSN 4,645

* As médias acompanhadas da mesma latra ndo diferiram entre =i,

Temperatura de incubagdo — As contagens a 30°C foram, geralmente mais baixas gue a
37°C, tanto com esporos tratados coma ndo tratados por calor, porém, as diferencas nao
foram estatisticamente significativas (Tabela 1).

Coldnias negras — Esporos de todas as cepas, tratados termicarnente ou ndo, produziram,
em Agar SFP, colbnias negras tipicas, com 3 a 5rmm de didmetro (Figura 4). Eventualmen-
te, formaram-se coldntas com o centro negro e a periferia branca, na superficie da camada
superior. Coldéniag proximas mostraram tendéncia a se confluirem, dificultando a conta-
gem. O halo que se forma, devido 4 acdo da toxina % na lecitina da gema do ovo, foi per-
feitamente visualizado em todas as cepas.

Em SPS ¢ TSN, independentemente do tratamento térmico, temperatura de incu-
baco ou cepa utilizada, surgiram, além das coldnias negras, colénias brancas (Figuras 5 e
6). As coldnias em SPS tinha de 1 a 2mm de didmetro e, em TSN, 2 a 3mm. Progénies das
colénias brancas das trés cepas de C/. perfringens produziram coldnias negras, quando se-
meadas novamente em SPS, TSN e SFP.

Figura 4 — Coldnias de Clostridium perfringens Figura 5§ — Coidnias de Clestridium perfringens
em agar 5FP (cepa NCTC 8238, 37°C/24hs) brancas em agar 5P5 {cepa Hl, 37°C/24hs)
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Figura 8 — Colonias de Clostridium perfringens em agar T3N (cepa I, 379 C/24hs)

Discussao

Com uma excegdo (cepa 246 incubada a 37 °C), SFP permitiu maior recuperacio de
esporos de G/, perfringens no tratados por calor. Esta recuperacidc foi feita a partir de sus-
pensbes de esparas ndo submetidos a chogque térmico, portanto a contagem poderia in-
cluir celulas vegetativas. Harmon & col. (2), usando estes mesmos meios preparados em
laboratério e suspensdes de esporos ativados termicamente, obtiveram resultados seme-
lhantes com 10 cepas de O/, perfringens. Porém, Barach & col. (4) ndio encontraram dife-
renca entre 0s meiog SFP, SPS e TSN na recuperacio de esporos ndo aqueacidos das cepas
NCTC 8798, NCTC 10240 e ATCC 3624,

Com esporos tratados por calor, SFP e SPS mostraram recuperacio significativa-
mente { 2 = 0,08) mais alta que TSN, o qual mostrou-se fortemente inibidor dos esporos
da cepa NCTC 8238. Cassier & Sebald (6), Duncan & col. {7) e Adarms (1, 2), demonstra-
ram a necessidade de se adicionar lisozima ao meio de cultura para conseguir melhor recu-
peracBo de esporos de O perfringens tratados termicamente. Observamos, em nossas
experiéncias, gue SFP, contendo tisozima, permitiu a recuperacéo de esporos, de modo se-
melhante & SPS, que ndo a contém. Esta observagio possivelmente seja decorrente de
©% tratamentos térmicos empregados ndo terem sido suficientes para provocar danos nos
esporos que dermonstrassem o efeito favoravel da lisozimma. Adams (1) verificou este efeito
quando empregou temperaturas de aquecimento superiores a 95°C,

Daos trés metos estudados, apenas Agar S5FP mostrou constancia na formacéio de
coldnias negras. Nos meios TSN e SPS, surgiram, freglientemente, coldnias ndo redutoras
de sulfito, tanto com esporos tratados como ndo tratados por calor.

Colbnias de V. perfringens naa redutoras de sulfito foram observadas anteriormen-
te, atribuindo-se esta caracteristica 4 composicdo do meio (20) ou ao efeito do tratamento
termico sobre os esporos (10}, Gil Turnes & col. (10) observaram que a proporcie de
colénias negras, na contagem total, diminuia & medida que o dano térmico aumentava.
Tambem observaram que a incubagio a 30°C/40h permitiu uma recuperacio de coldnias
negras maior & verificada para o mesmo indeculo incubado 3 37°C. Em nossas experidncias
n&o foi observada relacdo entre intensidade de tratamento térmico, temperatura & termpo
de incubacio e recuperacdo de coldnias néo redutoras de sulfito. Foi observado, porém
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que a porcentagermn de coldnias negras aumentava, quando o meio era inoculado imediata-
mente apos sua preparacdo. Brodsky & Ciebin (5) comprovaram que a forma de prepa-
racio de um meio com sulfite tinha influéncia na aparéncia das coldnias de duas cepas de
Cl perfringens.

A recuperacio de coldnias brancas nao depende da intensidade do dano térmico. As
progénies obtidas de colénias brancas foram capazes de reduzir sulfito, quando semeadas
nos meios testados, demonstrando que, nos tratamentos térmicos utilizados, néo se foi al-
terada a capacidade genética de produzir as enzimas redutoras de sulfito.

0O conhecimento dos mecanismos que reprimem a expressio da capacidade de pro-
ducdo de enzimas suifito-redutoras, em populacdes de € perfringens recuperados de ali-
mentos, é importante para avaliar & uilidade dos meios de recuperacio no controle sa-
hitario de alimentos.

A influéncia da temperatura de incubacdo, na recuperacio de células vegetativas ou
esporos, danificados pela aglo de calor, radiacdes ou éxido de etileno, foi verificada por
varios autores citados por Roberts {17). Em nossos experimentos, ndo foi possivel detec-
tar diferencas significativas nas recuperagdes de esporos tratados termicamente e incuba-
dos a 30°C/40hs ou 37°C/24hs.

Nas condigdes experimentais, comprovou-se que SFP & o meto mais adequado para
recuperar esporos de O/ perfringens, tratados ou ndo por calor, [a gue, além de permitir re-
cuperacdo, comparavel & verificada em SPS e superior 4 obtida em TSN, permite a pro-
du¢io de coldnias negras tipicas. A temperatura de incubacdo de 37°C permite, em prazo
menor que a 30°C, recuperacées de LV perfringens comparaveis. N8o se observou re-
la¢:do entre a capacidade de reducdio do sulfito e intensidade do dano térmico.
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Resumo

Com o objetivo de se determinar as taxas de excrecdo am difarantas horarios do foto-
periodo & em tempos de incubagdo diferentes, visando a utilizaco dessas taxas ma
correcio de medidas de produgo primédria, efetuou-se vérios expetimentos com popu-
lagBes naturais da regido da Ubatuba. Foram feitas *'in situ’’ medidas de excregio e de
produtividade de 2 em 2 horas, do nascer ao pér do Sol, de 6 horas e de 12,5 horas. A
pradutividade diurna calculada através de incubagdo de 6 horas fol cerca de 8% menor
do que quando calediada por periedos de incubagdo de 2 horas, do nascer so por do
Soi. OQuando a produtividade & calculada por incubacio durante todo o fotoperiodo
(12,5 horas} a diferenca 4 barm mais acentuada, cerca de 57% daguela calculada por
periodos de Z horas. Apesar das variagdes das taxas de produtividade, as taxas de ex-
cragdo tivaram uma veriagdo insignificante, quando integradas para o fotoperiodo
total.

Summary

Exeration of dissalved organic matter by natural papulations of matine phytoplsnkton at
different time lenghts during the phetoperiod

Several experiments were done with natural populations from the Ubatuba region, for
astablishing the exqration rates at ditferent hours of the photoperiod and at different
tncubation times. The purpose was the correction of primary production measura-
ments, Excretion and productivity measurements were carried out *'in situ’’ at surface
each 2 hours from suprise to the sunset, and periods of 6 and 12.% hours were also
used, The ditrnal productivity caloufated through 6 hoours of incubation was about 8%
smaller than when it was calculated for incubation pariods of 2 hours. The productivity
rate obtained with the use of a 12.5h incubation period {(whole photoperiod) was
about 57% of that obtained with the 2 hours period,

* Trabalhe efetuado com o apoie financeire da FINEP através do sub-projeto
Produtividade {FINEP-IOUSE).

Rev. Microbiol., Sa0 Paulg, 13{3}: 206-210, Jul./Set. 1982
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introducéo

Atualmente o fato das espécies do fitoplancton excretarem matéria organica dissol-
vida {(MOD) para o meio como, alids, qualquer outra célula viva o faz, j4 é bem aceito e
comprovado (1, 2, 3, 4, 6, 9, 10, 18),

Entretanto, muitas dividas ainda restam no que se refere so entendimento desse
processo fisiologico quanto aos fatores que interferem & a maneira como interferem na ex-
crecdo. Entre eles poderfamos citar a intensidade luminosa, a duracio do periodo de luz e o
periodo diurne em que & feita a determinacio. O nosso objetivo com este trabatho foi de-
terminar o efeito ndo s do tempo de duracdo da incubacda berm como do horério do foto-
periodo {do nascer ao pér do sol) nas taxas de excrecdo, para considera-las, ou ndo, nas
correcbes das medidas de producio primaria.

Material e Métodos

Os experimentos foram efetuados no dia 18/03/78 com populaces naturais da Eri-
seada do Flamengo, Ubatuba (SP) (Lat. 23°30'S — Long. 045° 08'W). As armostras da
populacdo foram coletadas & superficie a cada 2 horas, desde o nascer até o pbr do Sol.
Depois de filtradas em malha de 150 pm as amostras foram incubadas durante 2 horas.
Foram também incubadas amostras durante 6 horas (das 06:00h as 12:00h e das 12:00
as 18:30h), e também por 12,5h {das 06:00h as 18:30h). Em cada horario, foi coletada
uma amostra de 700ml. A essa amostra foi adicionado o NaH'4CQ, (40 um) e apbs ser
bem homogeneizada, a amostra foi subdividida em quatro frascos de incubacdo: dois
transparentes, urm preto e um controle. Os frascos, a seguir, foram incubados *‘in situ’ 3
superficie. Detalhes sobre a preparacao dos controles e de toda a metodologia empregada
na determinagdo da atividade dos excretados, s80 dados em Vieira & Aidar-Arag&o™*,

Os dados de excregio sdo apresentados em mgC/m3/h e mgC/m3/dia e em porcenta-
gem do total assimilado no frascoe transparente (7).

A metodologia empregada nas determinacdes da producio primaria & a de
Steemann-Nielsen (13) como descrita em Teixeira (16), com o uso de cintilacdo liquida. A
concentracio de clorofila 4 foi medida pelo método deserito por Richards & Tompson (12),
utilizando-se das equacbes apresentadas por Strickland & Parsons {14},

Resultados

Na Tabela 1 sio apresentados os resultados de excrecdo e produtividade, quantifi-
cados de 2 em 2 horas desde o nascer até o pdr do sol e em 6:00h & 12,5h de incubac3a.
Sdo apresentados também os valores de clorofila 2. Na Figura 1, os dados de excrecio e
produtividade sio mostrados graficamente, para uma melhor visualizaggo, bem como a
curva de radiagao global, da variagao da temperatura e clorofila @ durante o periodo de luz
do dia 18/03/78.

Aparentemente as marés tiveram pouca influéneia nas variages de temperztura e
concentracéo de clorofila 2 durante o periodo. Na compaosicéo do fitoplsncton durante o
experimento, predominaram os microflagelados seguidos pelas diatormaceas Nitzschia lorn-
gissima, Chaetoceros sp., Guinardia sp., Thalassiosira sp. e Coscinodiscus sp. A seguir vie-
ram os dinoflagelados Ceratium sp. e Peridinium sp. Silico-flagelados apareceram ocasio-

' Vigira A.A.H. & Aidar-Araglie, £. — Utilizagio de técricas de cintilagio Hquida no estudo da excrecdo de rmatéria
orgdnica dissaivida pelo fitoplancton. Bel, tnst. Oceanogr., 5. Paulo. {no prela),
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Tabela 1 — Assimilagao diurna de carbono na frag@o particulada e disselvida. Foioassirnilado total e porcentagem
de axaragio. Dados em mgC/'m /h & porcentagem da excragdo am relacdo ao fixado total no frasca T

Excretado {MODO} Feaducan disrna lmngml)
Fotgassimilado

Haordrio de Ciorofily o Total Arsimilado Total 3 . . . Fotoassimilado

Incubagic img/m™ (T e =P gl no Frasco T (mgCim7hl - % Oizzolvids  Particulada Totab Ty, a0y = Fo gl
Q6:00 - OB:00 1.54 4,56 5.452 0.565 10.0
Ug:gg - 1hG0 1.67 18,35 17.62 0.80 4.5
T w 1200 .55 7.85 8.74 0.32 3.7 .

i 1 .

12:00 - 14:00 1.22 12.72 13.72 Q.52 3.8 B.3(4,3%: 4.2 5.4
14:60 — 16:00 1.10 17.38 18.28 .49 2.7
16:00 - 13:30 1.33 6,20 6,82 0.34 4.9
06:00 — 12:G0 1.54 10,04 10.46 0.47 4.6 B.9(4,5%} 124.8 1255
12:00 - 18:30 T.22 10.0%8 10.40 D.40 3.8 5.0{3.8% 1250 126.6
08:00 ~ 18:30 1.54 6.20 8.58 0.43 6.6 5.4{6.6%! TH.6 17.5

Figura 1 — Curva diurma da excrec¢ao e produgdo primaria.
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nalmente e em pequena namero. A clanoficea Osciflateria sp. (Trichodesmium) tambem
esteve presente em todo o periodo de luz.

E importante notar-se que valores diferentes de produtividade primaria diurna s&o
obtidos com diferentes tempos de incubacio das amostras. A produtividade integrada pa-
ra o periodo de luz (12,5h) foi 135,4mgC/m3/dia quando determinada por incubagéo de 2
em 2 horas, do nascer ao pét do Sol. Em pericdos de incubacgdes de 6 horas, das 06:00 as
12:00 horas e das 12:00 as 18:30 horas, a produtividade diurna, calculada pelos dois
periodos, sofreu um decrescimo de 8%, apesar de haver boa concordincia nos dois
periodos de 6 horas; 125,5 & 125,6mgC/m3/dia no periodo da manh3 e da tarde, respecti-
vamente. O decréscimo foi maior quando a produtividade fol determinada por valores de fi-
xacio de carbono obtidos em 12,5 horas de icubagio; 77,5mgC/m?/dia, ou seja, apenas
57.2% da taxa diurna determinada com incubagio de 2 em 2 horas durante todo o periedo
de juz.

A curva de variacio do fotoassimilado total (T, ., — +ex) da Figura 1, mostra uma
pronunciada intbicdo da producio no periodo 10:00 — 12: 08 horas ¢ que coincide com o
pico maximo da curva da radiagiio globat obtida nesse dia. Pode-se observar ginda na cur-
va de produtividade dois picos de fixaco de carbono com valores muito préximoes, um no
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periodo 08:00 - 10:00 horas ¢ outro no periodo 14:00 — 16:00 horas, que fazem a curva
tomar um aspecto quase simétrico. Porém, o pico da manha que é ligeiramente menor
{16mgC/m3/h} do que o da tarde (17,38mgC/m3/h), foi obtido com uma radiagéio de qua-
s¢ o dobro daguela do periodo da tarde & também com uma concentracio de clorofila a li-
geirAmente maior.

A fixacdo de carbono na fracdo particulada do frasco preto, em termos de porcenta-
gem do fixado total no frasco transparente, foi alta nas primeiras e dltimas horas do periodo
de luz. Jss0 foi uma conseqiiéncia direta dos baixos indices de assimilaco de carbono na
fuz, nesses hordrios, e da pequena variagéo da fixacio no escuro durante o periodo de luz,
incluindo-se {o que é de se ressaltar) o periodo 10:00 ~ 12:00 horas quando houve ini-
bicdo da fixacao de carbono nos frascos transparentes.

A curva da variagio da fixacdo de carbono na fracdo dissolvida (MOD), de um modo
geral, acompanha a do fotoassimilado total, com variacdes que podem ser consideradas
de pequena amplitude, se comparadas com as variacbes do fotoassimilagdo total.

A excrecdo de MOD durante o maximeo de fotoassimilagio total no periodo da manha
(Q8:00 ~ 10:00 horas}, fol 0,80mgC/m3/h & no hordric de méxima fotoassimilacio total
do periodo da tarde {14:00 — 16:00 horas) foi 0,49mgC/m3/h. As taxas de excre¢aa, li-
geiramente maiores durante o periodo da manha, padem refletir a maior quantidade de luz
nesse periodo o que se pode evidenciar pela inibicio da fotoassimilacdo total no periado
10:00 — 12:00 horas.

Discussio

Apesar de se verificar uma relacio direta entre a quantidade excretada e o total fo-
toassimilado, verifica-se também, no inicio do fotoperiodo, que a taxa relativa de excrecdo
& alta (10%). tsso ndo se deve, como pode parecer, somente a baixa assimilacio total no
inicio do periode (20} mas, efetivamente, também 3 maior quantidade absoluta de MOD
excretada. Infelizmente, ndo se pode manter uma discussio consistente com apenas um
dado.

As taxas de excregfio diurna, no entanto, foram relativamente baixas e concordam
com as obtidas, para populagdes costeiras, por outros autores (5, 7, 21). .

Pela produtividade obtida, essas populaces enquadram-se naquelas encontradas
nas estactes do Tipo V', Vieira & Teixeira*.

Az taxas absolutas de excrecdo, ligeiramente mais elevadas no periodo da manhé
{(06:00 — 12:00h) do que no periodo da tarde, poderiam refletir a maior intensidade lumi-
nosa naguele periodo, ndo por danos causados as células pelas altas intensidades lumino-
§as mas, provavelmente, decorrentes de um processo fisioldgico normal de adaptacdo das
populagcbes ao regime de luz {19), _

O fato das taxas determinadas com 2, 5 e 12,5 horas de incubacdo serem muito
proximas, consgiderando-se a variacdo da produtividade, foi até certo ponto
surpreendente.

Esperava-se que com o aumento do tempo de incubacfo a quantidade de MOD dimi-
nuisse devido a atividade heterotrofica nos frascos de incubacgo. Contudo, essa dimi-
nuigéo fol muito pequena. Uma explicacio possivel seria que com o aumento de tempo de
exposicio das populacdes ao NaH'4COQ, a reserva, ou estoque, de carbono nas céhulas fos-
3¢ uniformemente marcado e a quantidade de MOD marcada excretada aumentaria até
uma taxa constante (8, 11, 17).

Para concluir, podemos afirmar que para efeito de correco de medidas de producio
primaria, as taxas de excrecdo, com excecdo daquelas determinadas no inicio de foto-

T Vieira, AAH. & Teixeira, C. — Excregdo de matéria orgénica disselvida por populagGes fitoplancténicas mari-
nhas da costa leste & sudeste do Brasil. Bol. Inst. Qeeanegr., S. Paule (no prolo).
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periodo, variaram insignificantemente com o periodo de incubacio e podem portanto ser

desprezadas, jd que 550 relativamenté baixas, quando se efetus as medidas em popu-
lactes costeiras.

Contudo, o efeito qualitativo dessa MOD excretada no meio ¢ a cinética desse pro-

cesso fisiologico 580 assuntos que n3o podem deixar de ser considerados.

Assim, como jé foi ressaltado, a presente pesquisa deverd ser corroborada com no-

vas medicbes e observagbes,
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Preservacio dos fungos
Dematiaceae em 6leo mineral |

Maria José 5. Fernandes
Degt” de Micolagia, Centro de Ciéncias Biologicas UFPE, Cidade Universitarig
50000 Recife PE, Brasil

Resumeo

Foram examinadas culturas de 34 aspécies de funges Dematiaceae, pertencentes ao
acervo da Micoteca do Departamento de Migologia (URM), da Universidade Federal da
PFemambuce, mantidas em &leo mineral esterilizado, num periode entre 8 & 22 anos.
Dessas espécies, 31 conservaram as caracteristicas morfolégicas e se mostraram
vigveis, guando repicadas para batata-dextrose-dgar {BDA}, enquanto trés desenvol-
varam-se pobramente e ndo apresentaram esporylagio,

Summary

Dematiaceous fungr preserved under mineral oil |

Cultures of 34 species of Dematisceas fungus kept in sterifizad mineral oil, 2t the culture
collection of the Department of Mycology (URM) at the Federal University of Pernam-
buce, for periods ranging from 8 to 22 years were examined for their viability, Thirty
one species remained viable and maintained their morfological characteristics when
transplanted into potate-dextrose-agar {BDA), while three species showed poar
growth and no sporulation.

Introducio

O método de preservacdo de culturas de fungos em &leo mineral esterilizado vem
sendo usado, com sucesso, na Micoteca do Departarmento de Micologia da UFPE, desde o
inicio do seu funcionamento, em 1954. No acervo, encontram-se cerca de 2.500 cultu-
ras de diferentes grupos taxondmicos, procedentes de instituictes cientificas locais, na-
cionais e estrangeiras. ‘

O estudo, iniciado com as culturas dos fungos Dematiaceae, tern como ohjetivo fa-
zer uma revisdo das espécies mantidas na Micoteca URM, testando sua viabilidade,

O método de preservacio em Sleo foi utilizado pela primeira vez, para fungos, por
Sherf (13), em 1943 e a sua eficiéncia vem sendo demonstrada desde entdo por diversos
pesquisadores (2, 4, 8, 9, 12). Braverman (1), em estudos com Heiminthosporium, com-
provou a longevidade e a patogenicidade de algumas espécies desse género, com cinco a 15
anos de preservacdo por esse método. Da mesma forma, foi comprovada a viabilidade de
26 cultivos de Basidiomycetes isolados de madeira, apos 27 anos de estocagem {10},

Qutros métodos de conservaciio para fungos tém sido reconhecidos como sficien-
1es, sendo usados em muitos centros de pesquisa. Entre esses, destacam-se a liofilizac3o,

Rev. Microbiol., S8 Paulo, 13(3): 211-214, Jul./Set. 1982
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ideal para fungos que esparulam em cultura (4) e o nitrogénio liquido, utilizado para muitas
formas de fungos, geralmente micelianas, que n3o esporulam em cultura (6, 7). Contudo,
para utilizacio de tais métodos faz-se necessério equipamento de alto custo, o que dificul-
ta sobremaneira a sua utilizacio.

Onions (9), cita ainda outras técnicas, empregadas com sucesso, na estocagem de
culturas de fungos & faz comentérios sobre as vantagens e desvantagens de cada uma
delas.

A destacar, hé o método de Castellani, utilizado rotingiramente em muitas insti-
tuicBes, inclusive nacionais {5, 11}.- Consiste na transferéncia de uma porcéo do meio de
cultive com o fungo a ser conservado, para frascos de vidro contendo dgua destilada
estéril. Pimentel & col. {11}, destacam a importancia da conservacao de culturas por esse
método, do ponto de vista fitopatolégico, uma vez que tem sido comprovada a manu-
tengo da patogenicidade dos fungos assim preservados. Na verdade, o método de Castel-
lani pode ser considerado como um dos mais eficientes e praticos para a conservagio de
fungos, da mesma forma qgue o método de preservagio em éleo mineral, embora esse glti-
mo seja pouco mais dispendioso.

Material ¢ Métodos

Foram revisadas culturas de 34 espécies de fungos Dematiacese da Micoteca
URM, perfazendo o total de 88 amostras, visto que cada espécie & mantida em duplicata.
Essas culturas, mantidas entre 8 e 22 anos, 30 preservadas em batata-dextrose-agar
(BDA} inclinado, imersas em 6leo mineral {Nujol) esterilizado, tamponados com gelati-
na, dgua e sulfato de cobre (6%) e mantidas em temperatura de 22° a 25°C.

Em camara asséptica, retirou-se, de cada cultura, um indculo que foi transferido para
tubo de ensaio com BDA. Apéds 15 a 20 dias de desenvolvimento, foram observadas as ca-
racteristicas macroscépicas da coldnia, procedendo-se montagem em lamina com azul de
Amann para observacdo microscopica da morfologia das estruturas vegetativas e reprodu-
tivgs. Para confirmacio dos caracteres especificos, foi consultada a bibliografia especiali-
zada (3).

Resultados

Das 68 cuituras examinadas, 51 eram viaveis e apresentavam og caracleres mor-
foldgicos inalterados. Constatou-se ainda que, em 20 especies, as duplicatas germinaram
e produziram novos esporos; em 11 espécies, apenas uma das cuituras manteve a viabili-
dade, com esporulacio e, em trés, nas duas cepas éxaminadas os fungos germinaram,
mas desenvolveram-se fracamente, ndo atingindo sequer a fase reprodutiva. Assim, em-
bora tivesse sido obtido 100% de germinacio, nas 68 culturas, a esporulacéo fol de 75%.

As trés espécies que ndo atingiram a fase reprodutiva, nas duas cepas, foram: He/-
minthosporiurm carbonum Jlstrop (19 anos), Fithormyces chartarum {Berk e Kurt) M.B, El-
lis {20 anos) e Cephafiophora tropica Taxter (20 anos) as quais, observadas ao mi-
croschpio, estavam com os seys caracteres morfoldgicos bastante alterados.

Na Tabela 1 estdo relacionadas as cepas mais antigas das 31 espécies gue conser-
varam inalteradas as suas caracteristicas morfologicas; constam ainda da tabela, a origem
da cultura e o seu ndmero de registro na Micoteca URM.

0 método de conservacio de culturas em &leo mineral, utilizade na Micoteca URM, &
bastante eficiente, quanto aos fungos Dernatiaceae.

Das espécies estudadas, 91% foi conservado, apés 20 anos de estocagent. Peque-
na parcela das culturas exibiram modificacdes nos seus caracteres morfoldgicos.
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Tabela 1 — Fungos Dematiacese da Micoteca URM preservados em dleo Mineral

Idade da
Espécie ‘ Crigem N2 URM cultura
(anos)
Acrospeira macrospinosa (Berk) Sace. URNM 2.347 3]
Afternaria brassicae (Berk) Sacc. 1B 120 21
Alternaria ehartarum Preuss Myc. M. Paris-64 1 908 21
Alternaria brassicicola (Schw.} Wilts. OMCC.820 756 20
Aspergiflus niger van Tieghen IFQ-4280 2493 22
Aureobasidium pullufans (De Bary) Armauod aMCC-279 827 13
Beftraniz indica Subram, URM 1.521 20
Cladesporium fulvurn Cooke LBFHC-1071 1.138 11
Clagoesporium ofivaceum (Cda) Bonar IBB 1.042 2t
Cladusporium werneckii da Fonseca NRRL-26 704 15
Curvularia lunata var. aerig (Batista, Lima LIRM 1.835 20
e Vasconcelos) M.B. Ellis
Curvularia brachyspora Boedijn aMCC-93 780 16
Curvularis eragrotidas (P. Henn) J. A, Ufiv 2.280 11
Mavyar ‘
Defghtoniella toruloss (Syd) Ellis URM 2.298 9
Gliomastix convoluta (Harz) Mason QMCC-452 788 21
Heterasporiurn tschwtachii Daty OMCC-540 B24 18
Halminthasporium nodulosum Berk & Curt URM 1.957 16
Nigrospora sacchari (Speg.) Mason LRM 1.674 15
Nigrospora sphaerica (Sace.) Mazon OMOC-12583 777 13
FPhialophora melinii (INannf.) Conant OMCC-228 776 21
Phizlophora verrucoss Medlar Tulane Univ. 525 21
Pariconiz cooke Mason & Eflis URM 2.197 13
Periconiz macrospinosa Lefebure & LIBM 2.320 9
Johnson
Scytalidium fignicols Pesante URM 2.313 &
Scolecobasidium constrictum Abboty URM 2,054 13
Scopulatiopis brevicaulis (Sacc) Bain. IPP-210 587 21
Thievaliopsis paradoxa (Dade) C. Moreau IBSP 1.807 16
Tetracoccosporium paxiamurm Szabo UCLAB-220 1.569 16
Torula caligans (Batista & Upadhyay) URM 1.999 15
M.E. Ellis
Trichurug terrophilus Swift & Povah QamMcc B1B 22
Wardomyces anomala Brooks & Hamsf. aMCC-803 828 10

Abreviagbes gue indicam a origerm das culturas:
BB — Ingtituto Biolégico de Bahia-Brasit

IBSP — Institute Biclégico de S50 Paulo-Brasif

IFO — Institute for Fermentation Osaka-Japiio

PP — Institut Pasteur Paris-Franca

LBFHC — Lab. Botlnica, Fac, de Human Y Ciégncias, Montevideu-Uruguai
Myc. M.P. — Mycoteca Museo Pards-Franga

MNRREL — Cult. Collet. Ferment. Sect. Notthemn Utiliz. Res. Branch-USA
aMcC — Q.M. Cultures Collect. Natick, Mass., Peoria {II-USA

UCLAR — University of Californta Leboratory-USA

LRM (DEMUFPE) ~ Departamento Micologia, Universidade Federal de Pernambuco-Brasil.
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Bacillus licheniformis 10C 2390
(ATCC 33632), nova amostra
produtora de bacitracina*

Leon Rabinovitch
& Moacelio Veranio Silva Filho

Degt? de Bacteriologia, Instituto Oswalde Cruz, Fiocruz, Caixa Postal 326
20000 Rio de Janeiro RJ, Brasil

Resumo

O antibiotico excretado pelo Baciflus ficheniformis 10C 2390 {ATCC 33632}, foi anali-
sado, em seguida & sua extragdo do meio de produgio com n-butanol. Concentrados
anguosos finais (Fracdo B, submetidos A filtragdoe por colunas de Sephagex G-25, mos-
traram trés componentes com wentidades de pesa molecular (i.a., measme volume de
eluigio com picos em Asgeny € atividade antibidtica) e de perfil cromatogrifico com o
grupo das bacitracings.

Summary

Baciflus ficheniformis 10C 2380 (ATCC 33632}, a new bacitracin producer strain

The antibiotic axcroted from Bacillus fcheniformis 10C 2380 (ATCC 338632} was
analysed after extraction with n-butancl from the praduction medium. The final con-
cantrated water solution (Fraction 1) was filtered throughout columns packed with
Sephadex G-25. in tha eluata, thare wera thrae componants with identical molacular
weights {i.e., same elution volume with peaks at Augan, and antibiotic activity) and
identical chromategraphic patterng with that of the group of bacitracins.

Introducio

215

A bacitracing ¢ um complexo de estruturas polipeptidicas semelhantes, algumas do-
tadas de propriedades antibidticas, elaboradas por amostras de Bacillus licheniformis (3.
4,17, 21, 22, 23, 24). Atribui-se também esta propriedade a amostras de 8. subtilis, pro-
vavelmente em virtude de serem espécies taxonomicamente muito préximas, diferen-
cigvels por um namero restrito de caracteres, nem sempre observados por certos autores.
O proprio B, subtifis Tracey |, do qual se descreveu, em 1943, pela primeira vez, o anti-
bidtico, demonstrou tratar-se de B. licheniformis (B), atual amostra ATCC 10716; do mes-
mo modo,a amostra Ab de B. subtilis, produtora de “’ayfivin'’ — antibiético depois reco-
nhecido como sendo bacitracina, foi reclassificada, na Universidade de Oxford, como 8.

ficheniformis AB (2},

* Parte da Tese de Livre Docédncia do primeirg autor.
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Andlises recentes do complexo-bacitracina permitiram demonstrar a existéncia de
pelo menos 22 compaonentes {23}, Do produto existente no comércio, o componente Aé o
mais ativo, ricrobiologicamente, talvez pelas maiores proporctes na mistura (24). A baci-
tracina A é um dodecapeptidio, em cuja estrutura situa-se um anel tiazolinico delta-2 e um
peptidio ciclico, integrado por sete aminodcidos (23, 24),

Outros antibidticos, come & licheniformina ~ polipeptidio de alto peso moelecular e
estrutura desconhecida (b}, e a proticina — um trieno contendo fésforo {15), podem ser
produzidos por certas amostras de B. licheniforrmis, mas somente a bacitracina oferece in-
teresse industrial. Sob as formas de bacitracina-zinco, bacitracina-manganés, bacitracina-
metileno-disalicilato ou simplesmente bacitracina, & um dos antibioticos mais usados em
mistura comn racdes para animais, em virtude de integrar um contingente de 12 antibiti-
¢os antibacterianos de primeira linha, aprovados para esse fim pela Food and Drug Admi-
nistration (16).

Em comunicagio anterior (19), foi deserito um mutante de B lcheniformis 2390
(amostra Spolp-72}, que ficou caracterizado, juntamente com a linhagem parental, comao
produtor de substéncia dotada de propriedade antibidtica contra Staphyiococcus, Na oca-
si80, tal substancia foi identificada perfunctoriamente por cromatografia em camada del-
gada (c.¢.d.}), sendo comparada & bacitracina. No presente trabalho, os autores apresen-
tarmm mais evidéncias que sustentam esta identidade,

Material e Métodos

Amostras — A amostra 2390 foi primeiramente identificada por José Guilherme Lacorte
{Instituto Oswaldo Cruz — 10C) como Baciflus sp., em seguida a isolamento de sedimento
urinario humano, figurando na Colecdo de Culturas do Departamento de Bacteriologia do
1OC, desde 1969. Posteriormente, foi classificada coma B. licheniformis, conforme j4 rela-
tado {18} e, mais tarde, reexaminada em conjunto com o seu mutante de esporulacio
Spolp-72 (19). A amostra 2390 encontra-se atualmente depositada na American Type
Culture Collection sob o ntmero 33632. Os procedimentos de estocagemn de ambas as
culturas j& foram relatados (19).

Meijos de cultura — Para 0s cultivos das amostras estudadas, empregou-se o seguinte
meio {g/l): isolado protéico de soja (Proteimax-90, 5.A. Moinhos RioGrandenses), solubili-
zado em NaOH 0,6g/t a 70°C, 20,0; Na,HPO,, 3,28; KH,PO,, 2,0; Na,S0,, 0,5; NaCl,
0.2 e MnSQ,, 0,027 (meio basico-MB). O pH fol ajustado & 7,5 com HCl concentrado,
seguindo-se a autoclavacio a 120°C/15 min. A sacarose, quando usada, foi adicionada
asgeticamente ao meio basico. Na dosagem do antibidtico, foi utilizado o meio Bacto Pe-
nassay Seed Agar (DIFCO).

Condicdes de cultivo e preparo de indculos — A germinacio de esporos da amostra 2390
e o pré-indculo da amostra Spoip-72 foram conduzidos em caldo nutriente (6) contendo
5.09/1 de sacarose, durante 16h a 37°C. Qs indculos foram preparados nos proprios
meios de crescimento, seguindo-se a centrifugacio das células (1500xg), ressuspensio
em salina estéril (NaCl 8,5g/1} e ajuste da absorbancia para 2,0 (A, ™ aparetho Spec-
tronic 20, Bauch & Lomb). Desta suspensdo, foram tomados 5,0mi para inocular cada Er-
lenmeyer de 500mi}, encerrando 95mi de meio concentrado, de modo a perfazer a tur-
vag&o inicial de células equivalente a 0,1 de Acssonm &M 100ml. Todos os cultivos foram
feitos em agitador reciproco (Waner-Chilcott Lab.) a 120 oscilagBes/mine a 37°C £ 0,5°.
Fara as determinagdes cinéticas, foram utilizados dois frascos de cultive para cada con-
digBo, alternando-se as retiradas de amostras.

Controles durante o cultive — 0s crescimentos foram avaliados, determinando-se a ab-
sorbancia {540nm) das culturas apds centrifugagio (2000xg) e uma lavagem das células.
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Figura 1 — Cinétigas de pH (1}, cresgimento (2} e produgao de antibidtice (3)
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N primeiro sobrenadante, determinou-se o pH e a atividade antibidtica (L44/ml) pelo méto-
do dos cilindros-em-placas, utilizando-se Micrococeus flavus ATCC 10240 como germe-
teste @ uma bacitracina SIGMA (53500 U/g) como padrdo de dosagem. O sobrenadante
era previamente centrifugado a 14000xg a 5°C/20 min. Quando necessario, fazia-se di-
luigdes ermn tampédo fosfato 0,07M, pH=6,0. Outros controles da atividade antibidtica fo-
ram feitos pelo mesmo método.

Extracdo e purificacio do antibiotico — Cultivos da amostra 2390 em MB adicionados de
5,00/l de sacarose com 25h tiveram os pH ajustados com HCI concentrado, sequindo-se
centrifugacio (14000xg a 5°C) e filtra¢&o por papel {Fragio I). © filtrado foi extraido duas
vezes, com n-butanolfdgqua (2:1), sendo o extrato butandlico {Fracio i) concentrado sob
vacuo (40mm de Hg) a 30°C, em presenca de dgua destilada, gerando urm résidud agquose
{Fracdo [ll} que foi conservado a — 20°C. Este residuo foi parcialmente purificade por fil-
tracdo em gel (Sephadex G-25, Pharmacia, em leito com 1.8 x 2%cm); as eluictes foram
feitas com tampé&o fosfato 0,15g% e pH=6,0 sob pressio constante e, nestas, a ativida-
de antibiotica foi determinada como indicado, As absorbancias foram lidas em espectro-
fotbrmetro Beckman DU,

Cromatografias — Formam utilizados: papel {(Whatman n® 4} revelado com ninhidrina e
biorrevelade com M. favus ATCC 10240, cromatofolha de silica-gel 60 F254, E. Merck
{c.c.d.}, revelada com ninhidrina a 90-100°C e luz ultravioleta {U.V.). Em todos os desen-
volvimentos ¢ solvente empregado foi o n-butanol, icido acético e dgua (4:1:2) em corri-
das unidimensionais. Outras bacitracinas, empregadas para comparacio, além da de pro-
cedéncia SIGMA, foram: NBC (Nutrtional Biochem. Co.) e uma amostra comercial.

Resultados e Discussio

Dois grupos de experimentos foram feitos com vistas ao confronto entre B. lichen/-
formis 2390 e B. licheniformis Spolp-72, no tocante A produtividade do antibidtico. Os re-
sultados cinéticos representados na Fig. 1 mostram que, nas condigbes empregadas, tan-
t0o na auséncia como na presenca de sacarose, os cultivos da amostra 2390 foram mais
efetivos na producio do antimicrobiano. Poszivelmente, isto se deve ao fato, ja verificado
(20), de que esta amostra oferece um crescimento mais eficiente que a Spolp-72, quando
comparada sob idénticas condicbes experimentais. Por outro lado, tem-se¢ demonstrado
que, dentro de certos limites, 0 aurmento da populacio celular € acompanhado do aumento
da producio de antibioticos peptidicos, como sucede no caso da bacitracina (10, 11, 13,
28) e de outros antibidticos bacteranos, como as gramicidinas, tirocidinas, polimixinas,
micobacilina & bacilisina {15). Relativamente ao pH, a variacio aqui encontrada mostra si-
militude e outros achados {3, 12, 14}, referentes a germes produtores de bacitracina. Em
funcao destes resultados, a amostra 2380 foi eleita para fornecer os cultivos destinados &
extracao do artimicrobiano.

A seqiliéncia de extracio e concentracdo agqui adotada, esta baseada nos procedi-
mentos de Anker & col. (1), em que a bacitracina é solubilizada em buranat sendo dai
transferida para a &gua. Os resuitados encantram-se na Tabela 1, & mostram que a Fracio
Il {5l de residuo aquoso) reteve o correspondente a cerca de 32% da atividade antibiéti-
ca do total inicialmente existente. No sentido de se controlar a extracio do antibidtico,
analisou-se 0% perfis cromatograficos destas fracdes, tanto em c.c.d. (Fig. 2} como em pa-
pel {Fig. 3}). Por intermédio da ¢.c.d., foi possivel verificar a presenga de uma mancha
amarelo-castanha (C), presente em todas as fracbes e também no padrdo utilizado (Fig. 2),
Este tipe de mancha ja foi correlacionada com a bacitracina (9). Na Frago lll, mais con-
centrada, notou-se a presenca de outros componentes revelados pela ninhidrina. De modo
a pesquisar as possiveis atividades antimicrobianas, 4 mesma foi também cromatografada
em papel, analisando-se os perfis por biorrevelacao e ninhidrina, conforme descrito na Fig.
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Tabela 1 — Recuperacio da atividede antibidtica durante o progesse de axtragio

Fragdo Volume Wiml U totais “&"d"{;:"m‘ '}
I : 1650 29,0 4 350 -

i} 180 20,2 3030 69,7

1 . 5 277.7 1 385.% 31.8
") 150 4,7 705 16,2

{*} Considerando-se as U totais na Fraclo | como 100%
{**) Atividade residual na Fragao |, apds 8 extragio com n-butanol.

Figura 2 — c.c.d. ascendente das fragbes obtidas na saqliéncia de extracio do antimicrobiano
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Figura 3 — Mapa da corrida ascendente em papel, de uma solugdo aquosa de bacitracing NBC { = 250U/mi) e da
Fragao Il (277, 70/mi} ‘
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Aliquetas de 100 1} de cada matetial foram dispostas em barras horizontais (1-4}; apés o desenvalvimento {3h},
o0 cromatograrma toi cortade em tiras verticais (1-2; 2-2: 2.3 ¢ 3.4). As tiras 1-2 e 3-4 forem reveladas com ninhi-
drinia, enguanto que as 2-2 submeteu-se & biorrevelagdo diretamente. As titas 2.3 foram subdivididas em seg-
mentos horizontals (como mostrado), de acordo com as indicacées da prévia revelagdo das tiras 1.2 a 3-4 corn ni-
nhidrina, & foratn também biorreveladas diretamente, + = biorrevelagis positive ou infbicio do M. flavus ATCC
10240; nas tiras 2-2 estdo demarcadas as dreas de inibigio, — = guséncia de inibicio. VF = vigleta fraca, Vi =
violeta intensa o V = vigleta, cores obtidas com ninhidtina,

3. Assim, foi possivel comprovar-se que a Fracio Hll continha também componentes inati-
vos, que n&o encontravam correspondentes no padrio utilizado.

Com ¢ intuito de obter, sob forma mais purificada, o componente biologicamente
ativo presente na Frac8o i, a fim de melthor resolvé-lo e compara-lo com os padrdes de ba-
citracina, allquotas desse residuo aquoso foram passadas por coluna de Sephadex G-25.
Nestas condictes, a filtracdo permitiu selecionar componentes nos padries e no residuo
aquosn, possuidores de pesos moleculares compreendidos entre 1000 ¢ 5000, uma vez
que se sabe que a bacitracina A apresenta peso molecular ao redor de 1400-1500 (8), e di-
fere das bacitracina B & F, raspectivamente, pelas substituictes da iso-leucina por valina e
da estrutura tiazolihica por um ceto-tiazol (8, 24). Os perfis de eluicdo, assim como 05 ma-
pas cromatograficos dos picos caracteristicos destes perfis, encontram-se representados
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Figura 4 — Perfil de eluico da Fraghio lll apés filtragdo em Sephadex G-25, @ o correspendente mapa crorma-
togrifico {c.c.d.} dos picos caracteristicos
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0« Blue dextran 2000 (peso molecular = 2 x 10%, Pharmacia), Agzsym: # — CoCly, (peso meolecular = 129,85),
Asigemi & — Fracdo N, Agegn,: & — Frac8a HI, atividade antibiética no eluato.

na Fig. 4. Ai estdo esbogados & correlacionados o perfil de eluigdo da Fracio i, mapa cro-
matogrifico dos picos caracteristicos elucidados e a atividade antibidtica encontrada nos
eluatos. Denota-se que a Fragdo lll, apos a filtracdo, conservou trés componentes (V, Ce
L), concentrados em bloco no volume de eluicio (Ve) de 52,5ml, os guais originaram um
dos picos caracteristicos do perfil de eluiclo (A,., ) que, por sua vez, exibiu a mais eleva-
da atividade antibiética no sistema experimentado. Além disso, os trés componentes sio
comparaveis cromatograficamente aos seus similares, encontrados na Fracéo I, ndo sub-
metida a filtracdo em gel, assim cormo na propria bacitracina NBC, usada como referéncia.
O componente (C), por seu turno, ofereceu homologia cromatografica com aquele encon-
trado na Fig. 2, tomando-s¢ por base, para esta comparacdo, a igualdade de resposta
quanto aos critérios de revelacio adotados e seu deslocamento na cromatofolha. Ainda na
Fig. 4, pode-se observar as impurezas afastadas da Frag3o Il apos filtracio; o pice obtido
com o Ve de 85ml, deve corresponder a aminoacidos livres presentes nesta fracdo, sendo,
os demais, outtos compostos que foram adsorvidos pela coluna, uma vez que seus Ve fo-
ram maiores que o do CoCl,,

A partir deste ponto, umi novo grupo de experimentos foi realizado, com a finalidade
de se cornparar o antimicrobiano elaborado pela amostra 2380 com hacitracinas de dife-
rentes fabricantes. Para tanto, preparou-se nova partida da Fracdo . Esta foi filtrada



222

através de Sephadex G-25, do mesmo maodao que solugdes de bacitracinas SIGMA, NBC e
comercial. Suas concentragbes foram referidas em peso (cerca de 4,7mg/ml em tampé&o
fosfato), e, a Fracdo lll, referida em atividade antibidtica equivalente 4 contida no padrao
SIGMA. De conformidade com os resultados estampados na Fig. 5, vale ressaltar a nitida
diferenga entre as absorbéncias maximas de cada pico. Este fato deve estar correlaciona-
do com a queda do teor de bacitracina A e, talvez, de outros componente semelhantes, os
quais apresentam também absorcio nesse comprimento de onda (8); é sabido que as baci-
tracinas inativas F sdo produtos da oxidacdo dos componentes ativos A e B (7). De fato,
ao determinar-se as poténcias das bacitracinas SIGMA e NBC, encontrou-se respectiva-
mente 53,5U/mqg e 13,4U/mq, que 30 resultados que corroboram a suposicio formulada,
e que permitermn sugerir este método para uma avaliacio rapida da poténcia de amostra
filtrada.

Figura B — Perfis de eluigio, apds filtracGo em Sephadex G-25, da Fracao il (A) e das bacitracinas SIGMA (B),
NBC (C) & comerctal (1) ‘
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Vo = volume “vazic'' (Biue dextran); Vi = volume intetho; Vo + Vi foi calculade com auxilio de CoCl; em agua.

Finalmente, para confirmar a identidade cromatografica entre o grupo ativo da
Fracio |l e bacitracinas, aliquotas das soluctes nao filtradas ¢ dos eluatos da filtragdo em
gel foram analisadas em ¢.c.d. {Fig. 6). Em todos os perfis, foi possivel identificar pelo me-
nos trés manchas, com identidades de Rf ¢ cores com ninhidrina. Além disso, ressalta-se a
purificacido em bloco dos componentes do antimicrobiano, apds a filtragio em gel, & o ta-
manho da mancha amarelo-castanha, gque é bem menor nas bacitracinas NBC e comercial.
Desta forma, admite-se que esta mancha deve corresponder a bacitracina A.

Com base nestas evidéncias, os autores concluem que o antimicrobiano produzido
pelo B. licheniformis 10C 2320 possui identidade de peso molecular (mesmo Ve na fil-
traco em gel} e de perfil cromatografico com o grupo das bacitracinas.
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Figura 6 — Mapa cromatografico das bacitracinas nao purificadas (A), em comparagio com o mapa croma-
tagrafico des picos caracteristicos dos perfis de sluicio destas bacitracings em Sephadex G-25 {B), antertorman-
te representados na Fig. B
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_//VJ\/V‘/
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T : T | 1
FIT  com Sic NBC FIl  COM 516 NBC

A: hacitracinas SIGMA, NBC e comercial em tampao fosfato 0,15%. pH = 6,0 (250U/ml}; Fracdo Il diluida no
tampao (250U/ml); 26111 de sada foram depesitados na cromatofolha; tempo da corrida 5h e 15 min, WV, =
mancha somente revelivel pelo uitravioleta & néo pela ninhidrina, B: 0,5mi da cada material eluido da coluna foi

dessecado sobre P,0,. redissolvide em 40yl de metanol e depositads na cromatofolha; tempo de corrida Bh e
20min,
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Resumo

Foi verificada a capacidade fermentativa da linhagens de Aspergiius niger, isoladas de
diversas fontes, no processo de produgio em superficie, usando-se bandejas pyrex de
18 ® 35cm e relagdo drea/volume da 1,26, Das 30 linhagens iseladas, 10 mostraram-
se produtoras de Scido, apresentando coeficientes de rendimanto maximos guando se
usou 100gi~" de sacarose inicial. Os valores &tirmos de pH inicial, para produgdo, de-
patdeu da amostra. A ceps A1 apresentou rendimente maximo de 78%, em refagao
a0 substrato, quande o pM inicial do meio foi 6,0 enquante a capa A10 apresentou me-
Ihor rendimente em pH 3,0, com rendimento de 43%,

Summary

Selection of citric acid producing strains of Aspergillus niger

Several strains of Aspergilus niger were studied with ragard 1o their fermentative capa-
bility; the experiments were carried out with surface cultivation of the mold in Pyrex
Glass trays (18 x 3%5cm, area: valume ratio of 1.26). Ten out of the isalated strains
showed to be fermentative; the maximum vield cosfficients were observed when the inftial
sucrese concentration was 100 gi~'. The optimal initial pH vaiues for praduction va-
tied according to the strain of 4, niger. Strain AT showed a maximurm vield for 78%
(based on the substrate) when initial pH was 6.0: and the best fermentation for strain
A0 was at pH 3.0 with a 43% vield.

Introducao

225

Para producdo de dcido citrico, por Aspergifius niger, além da selecio das amostras
se faz necessdrio o estudo de diversos pardmetros fisicos, quimicos e bioldgicos, tais co-
mo, temperatura, pH, constituintes do meio, taxas de aeracdo e agitacio, e instabilidade

genética.

As condicGes de fermentacdo variam com a linhagem do microrganismo. Além disso,
as diversas linhagens de Aspergillus niger apresentam variacio na producdo, devido & ins-

Bolsistas do CNPg.

Rev. Microbiol., S%o Paulo, 13({3): 225-230, Jul./Set. 1982
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tabilidade genética, possivelmente devido & presenca de dois nucleos, de diferentes cons-
tituicdo gendtica (9).

Varias fontes de glicidios t8m sido empregadas para & producdo de acido citrico.
Prescort & Dunn (8) e Peppler (7) t&ém descrito glicose, sacarose, melaco de cana e de be-
terraba. Qutras matérias primas, menos comuns, tambeém tém sido usadas, tais como, pe-
ricarpo de Cerotonia siliqua, que contém 40% de acticar (8) e residuo de cervejaria (2).

A producio do acido depende do suprimento adequado de oxigénio e, no processo
de cultivo em superficie, da relacio drea/volume. Para satisfazer essas condicbes tem sido
recomendada a relagdo 1,22, ou introducio de bagaco de cana no meio de fermentacéo (b).

Hannan & col. {3) estudaram a producio de dcido citrice, usando guatro mutantes
de Aspergillus niger ¢ concluiram que o rendimento dependeu da concentracio do agucar e
pH do meio; os valores 6timos para os dois pardmetros foram diferentes, para cada
mutante. ;

Trumpy & Millis (13} enfatizam que a dificuldade no estudo dos efeitos dos nutrien-
tes, na producio de acido citrico, & devida ao fato de que a melhor concentragao de um
componente, freqlientemente, depende das concentracBes de outros, no meio.

Este trabalho teve por finalidade selecionar linhagens de Aspergiflus niger, produto-
ras de acido citrico e verificar, com as mais produtivas, a influéncia da concentragdo do
substrato e do pH, pelo processo de cultive em superficie.

Material ¢ Métodos

Isolamento de Aspergiflus niger — As linhagens foram isoladas de uma variedade de fontes
incluindo, babacu, sorgo, vinhoto, batata doce, pdo, feiifo. Uma grama de cada fonte foi
suspensa emn 10ml de dgua destilada esterilizada e, ap6s agitacéo, diluicbes da suspensio
foram inoculadas em placas de Petri, contendo 20ml de gelose Crapeck. Apds sete dias de
incubacdo, a 25°C, as colénias foram transferidas para tubos de ensaio contendo gelose
Czapeck inclinada. As linhagens, isoladas e identificadas, de acordo com Thom & Raper
{11}, foram estocadas em areia estéril, A temperatura ambiente.

Conducdo dos experimentos — As experiéncias foram desenvolvidas por processo de cul-
tivo em superficie, usando-se 500ml do meio de fermentacdo em bandejas pyrex de 18cm
®x 3Bcm, incubadas & 26°C 2.

Indculo — Os esporos, estocados em Q,5g de areia esterilizada, foram suspensos em 5mi
de Agua destilada e cultivados em tubos de ensaio de 1,5em x 15cm, contendo 10mi de
gelose Czapeck inclinada. Apos incubacgdo, 8 25°C/7 dias, os esporos foram suspensos
em 10mi de dgua destilada estéril, usando-se, para cada bandeja, 10ml| de suspensao.

Meio de fermentacdo — Foi usado, como meio bésico, o descrito por Prescott & Punn (8):
sacarose 140gi~ 1, nitrato de aménia 2,30gl~", sulfato de magnésio 0,23gl-! e fosfato
monoéacido de potassio 1,00gi~".

Influéncia da concentracio do substrato no coeficiente de rendimento do dcido — Usou-se
o meio basico, utilizando, como matéria-prima, aclcar cristal de cana, nas concentracoes
de 50 a 200g1~ 1. O coeficiente de rendimento (Ys) foi calculado pela relacéo entre acido
citrico produzido e mol de sacarose inicial.

Influéncia do pH inicial do meio de fermentacdo — Das linhagens fermentativas de Asper-
gillus niger, foram escolhidas as duas gue apresentaram maior capacidade de producéo,
para estudo do pardmetro. As experiéncias foram conduzidas usando-se o meio base adi-.
cionado a 100gl~ ! de actcar ¢ variando-se os valores do pH inicial: 3,0 - 4,0 — 5,0 —
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6,0 ¢ 7,0, ajustados com solucdo de acido cloridrico 2N. Para cada condicao foram realiza-
dos, no minimo, quatro experimentos.

Determinacdes quantitativas — O dcido citrico foi determinado por titulagdo, com solucdo
de hidroxide 0,1N: 1ml dessa solugdo é equivalente a 8,4mg de acido citrico. A compro-
vacdo da presenca de 4cido citrico e auséncia de 4cido oxalico foi feita pela reacio de Fur-
th-Herrmann (1). O acticar foi dosado pelo método de Somogyi (10, apds hidrdlise com
solucdo de acide cloridrico 2N a 70°C/10 min. As taxss de formacae do produto, repre-
sentadas por dP/dt {(sendo P a concentracio do produto e t o tempo), foram determinadas
nos experimentos desenvolvidos em pH de 7,0.

Resultados e Discussio

Das 30 linhagens isoladas, 10 apresentaram capacidade fermentativa e os resulta-
dos mostram que o coeficiente de rendimento Ys dependeu da linhagem e concentracio
inicial de aglcar no meio (Fig. 1). Para todas finhagens testadas a meihor quantidade de
substrato inicial, no meio de fermentacao, foi de 100g!~ 1. Khan & Ghose (4}, em processo
submerso, encontraram também, como concentracdo Gtima, 100gi - de sacarose.

Figura 1 — Coaficientes de rendimeanto da fermentaciio citrica desenvolvida por linhagens de Aspergifius niger em
diferentes concentracdes iniciais de substrato
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Tabela 1 — Consumo de substrats por Aspergillus niger A1

Substrato g1~ !

Linhagens
B0 100 180 200
A1 43,8 97,6 146.5 193,4
Ay 48,8 87,5 146,5 193,4
Aa 49,9 94,8 149,0 198.3
A, 49.8 97,3 144.8 196,7
Ag 45,7 94,3 147.4 193,4
Aa 49,6 94,4 146,7 196.3
A7 49,9 99,2 148.6 199,2
Ag 49,2 99,5 148,7 195,9
Ay 49,8 93,5 148.6 1856.6
Ap 48,6 94,4 146,7 196,23
ATCC1016 48,9 89,1 148,54 197.5

Considerando-se que 0 consumo de substrato foi proporcional 3 concentracao inicial
no meio (Tabela 1), as eficiéncias de fermentacio, para as linhagens estudadas, foram
maiores quando o teor inicial de sacarose foi de 100gi~ 1, mostrando que concentragoes
acira ndo inibiram o crescimento do microrganisrmao, mas diminuiram, significativamente,

o metabolismo da fermentagao.

Baseando-se nos maiores valores do Y's foram escolhidas duas linhagens, Al e A10,
para estudo da infludncia do pH inicial do meio de fermentagio. A percentagem de con-
versdo da sacarose em acido citrico dependeu da linhagem e dos valores iniciais de pH. Pa-
ta a inhagem A1 a percentagem de conversdo maxima 70% ocorreu guando o valor de pH
foi 6,0 (Fig. 2). A linhagem A10, apresertou o méximo de conversio, 43%, em pH 3.0,

Figura 2 -~ Conversdo da sacarose em &cido chrico por linhagens de Aspergilius niger am diferontes valoras de ph

do meio de fermentacao
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Tomlinson, Campbeil & Trussel (12}, trabalhando com Aspergifius niger, amostra 72-4 e
processo de cultive em superficie, conseguiram 5%,8% de conversio em pH 2,0. Lakshri-
narayana & col. {8), trabalhando com meio de sacarose e pH = 3,0, usando também pro-
cesso de cultivo em superficie obtiveram rendimento de 5,2% em relacfo ao acticar inicial.
Analisando os resultados dos dois trabalhos citados, embora as condices ndo tenham si-
do as mesmas, torna-se possivel, comparar com nogsos resultados. A linhagem A1 de As-
pergilfus niger, em meio contendo 100gi~" de sacarose e’pH inicial de 6,0 apresentou ren-
dimento de 78% em relacio ao substrato inicial, correspondendo a 70% de conversio,
mastrando capacidade fermentativa de aplicagio industrial. Convérmn salientar que a linha-
gem em questao n&o requereu prévio tratamento da maténia prima para producéo significa-
tiva de acido citrico. ‘

A taxa maxima de formacéo de produto foi de 0,26gl~ "h~! (Fig. 3), bem abaixo dos
valores encontrados para o processo submerso (4). Entretanto, este fato era o esperado,
pois no processo de cultivo em superficie a conversdo é mais longa.

Figura 3 — Velocidade de producio relacionada com a concentragio de produte na fermentagdo citrica
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Resumo

Foi proposto wm meio para a identificagan de entercbactérias, de-
nominade MILi, que informa quante zos testes de motilidade, pro—
dugae de indol e lisina descarbexilase. Utilizande 316 amostras
de enterchactérias, 05 testes do MILi, apos 20-24h de 1ncubagao,
foram avaliados atraves de uma COMPAragac Com o5 testes dog meiog
convenciopais, incubados por periodos de tewpo indicados para ca—
da caso. Oz testes de motilidade ¢ indol do MILI mostraram 1007
de concordincia com os testes dos meics convencicnais. Para os
testes de lisina observou—se 99,87 de concerdincia entre os meios
MILLi e agar lisina com ferro (LIA). Considerando as 3 reagaes, 08
testes do meio MILL apresentazam 99,97 de concordancis com os
testes dos meios comvencionais.

Sumary

MILi = a medium.for detection of motility, indole, and lysine da~
aarboxylase

A medivm for identificstion of Entershasterigeese (MILI wmedium)
informing sbout metility, production of indole, and lysine decar-
boxylase tests was proposed and evaluated. Using 316 Enterchacte-
riaoeae strains, the tests in the MILi medium were compared to
the ssme tests in the convencional media, The tests in the MIL1
were read after 20-24h of ipcubsation whereas the tests in the
convéncional media were read accerding to the usval recommenda-
tion. Tests for motility and indele production vielded a correla—
ticn of 100%Z. Tests for lysine decarboxylase showed a correlation
ok 99.8% betwean MILi and lysine-iron agar (LIA) media. Conside—
ring the 3 tests, there was 99.97 of agreement for the tests in
the MILE and in the convencioenal media.

Introdugao

Os testes de motilidade, producdo de indol e lisina descarboxilase
sao amplamente reconhecidos como de fundamental importidncia na dife-

Rev. Microbiol,, Sio Paulo, 13(3):230-~235, Jul./Set. 1982
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ranciagio dos varios géneros da familia Enterobacteriqeeqe (6,11,13,
14,17). Objetivando simplificarx e reduzir o custo da identificagio
deste importante grupo de bactérias, propomos a incorporagio destes
trés testes em um Gnico meio.

Tendo em vista o excelente resultado alecancado pelo meio motilida-
de-indol-ornitina(5), propomos um meio similar no gual 0,5% de l-or—
nitina foram substituldes por 1% de l-lisina, o que permite a detec-
¢ae de lisina descarboxilase, além de motilidade e indel, sendo o)
meio modificade denominado MILi. Realizamos, também, uma avaliacao
dos testes do MILi através de um estudo comparativo com os testes dosg
meios convencionais.

Material e Mé&todos

1) Meio MILi - a) Composigde e preparo do meio - O meio MILi consiste
de: extrato de levedura, 3g; peptona, 10g; triptona, 1l0g; l-lisina,
10g; glicose, lg; agar, 29; bromo cresal plrpura, 0,02g; dgua desti-
lada, 1000mf. Adicionar todos os elementos & Agua & aquecer até dig-
solugia completa dos componentes. Ajustar o pE do meio a 6,5, se ne-
cessario, e distribuir em volumes de Smf, em tubos 12x120mm. Esteri-
lizar durante 15 minutos a 1210C e deixar solidificar em posigio ver-
tical, A lisina foi utilizada na concentracio de 1%, apSs uma avalia-
gao do melo com concentragdes de 0,5%, 1% e 2% deste aminoacido. Com
concentragbes de 1% e 2% as reagdes eram mais nitidas e de f3ecil in-
terpretagdc, nac havendo diferencas quando se utilizava uma ou outra
concentragdo. b) Imoculagde e interpretagdo dos resultadeos — Com agu-
lha de platina inocular o meio por uma picada central, até a base do
tubo. Apds 20-24h de incubagdo a 359C, a motilidade & detectada pela
turvagac total do meio ou pela observagio de crescimento aldm da 1i-
nha de inoculagiac. Se a amostra & imdvel, o crescimento se restringe
a linha de inoculagho, engquanto o restante do meio permanece limpido.
Devido a fermentagao da glicose as enterobact&rias viram a base do
MILi paya amarelo:; as enterobactérias gque descarboxilam a lisina re-
vertem a cox do meio para ro¥xo ou roxo—acinzentado., Cor amarela niti-
da na base com uma banda roxa no topo indica reagio negativa para li-
sina descarboxilage. Apbs a leitura dos testes de motilidade e lisi-
na, verifica-se a produgdo de indeol adicionando-se trés a quatro go-
tas do_reagente de Kovacs(6) ao meio, agitando-se suavemente o tubo.
Formacao de um anel vermelho, ou rdseo, na superficie do meic indica
presenca de indol; anel de cor amarela indiea reagac negativa.

2) Meios conveneionais - Para os testes de motilidade(8), indol (6) e
lisina descarboxilase - método de Palkow(8), os meios foram prepara-
dos em nogse laboratdrio conforme as recomendacdes de Edwards & Ewing
(6). Para os testes de lisina foram empregados também o Agar lisina
com ferro - LIA(7) (Difco) e a base desidratada de Moeller(14,15)
(Difco}, acrescida de 1% de 1-lisina. A inoculagio e o periodo de in-

cubagao dos meics convencionais foram os recomendados para cada teste
(6).

3) Amostras bacterianas - Poram utilizadas 316 amostras dog diferan-
tes géneros e espécies da familia Entercbacterigecac. Entre estas,
256 foram selecionadas para a avaliagio dos meios de Falkow(8),
Moeller (14,15) e LIA(7) para a realizag3o do teste de lisina.
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Resultados

1} Descarboxilagac da lisina nos mefos de Falkow, Moeller e LIA - Es-
te estudo foi realizado com o objetivo de selecionar o meio mais
apropriadc, para a realizagdo do teste de lisina descarboxilase, que
seria, posteriormente, utilizado como mejioc de referéneia na avaliagao
do teste de lisina do meio MILi. No meio LIA os resultados foram os
egsperados, enguanto gue nos meios de Falkow e Moeller ocorreram rea-
gdes falso-positivas para Citrobacter e Entercbacter elogeae (Tabela
1), tendo side, portante, o LIA utilizado como meio de referencia.

Tabela 1 ~ Descarboxilagac da lisina em meios de Falkow, Moeller
e Agar lisina cem ferro (LIA)

Ny de Ne de amostras positivas

Amostras amostras rLip Falkow Moeller
E. coli 20 17 15(2)2 17
E. eoli (a-D)P 10 8 6(2) 8
Shigaella =p. 30 0 0 0
E. tarda 4 4 4 4
Sglmonella sp. 30 30 30 30
A. hinshawit 17 17 17 17
C. freundit 25 0 0(3) a(z22)
. diversus 4 0 0 0(4)
K. prnoumoniae 4 4 4 4
E. clegeae 16 0 3(10}) a9(?7)
E. aerogenes 3 9 7 7(2)
E. hafrniae 1 1
Proteus sp. 39 0 0 0
Providencia Sp. 30 0 0 0
Y. enterocoliticq 20 0 0 0
Y. pseudotuberculosis 6 0 0 0
Total 256 a0 87(17) 57(35)

a. n? entre parénteses, reagao positiva com trés ou mais dias de
incubacao.
b. Alkalescens=Digpar (A-D).

2) Corralagdo entre os testes do MILL e os teates dos meilos conven-—
atonate ~ Os resultados, apresentados na Tabela 2, mostraram para o5
teates de motilidade e indol 100% de concordancia entre o meio MILL e
os meios convencionais. Para os testes de lisina houve 99,8% de con-
cordincia entre os meios MILL e LIA, havendo dizcordancia apenaz para
uma amostra de Klebsiella em que o teste foi positivo somente neste
Gltimo melo. Considerando os 3 testes, observou-se 99,9% de concor-
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Tabela 2 -~ Correlagdo entre os testes do meieo MILL e os testes dos meios
convencionais

Motilidade Indol Lisina
N¢ de
Amostras amostras N¢° %b Ne % Ne %
E. aolt 20 11/11 100 18/18 100 17/17 100
E. eoli (a~D)° 10 0/0 100 10/l0 100 8/8 100
Shigella =sp. 30 0/0 100 18/18 100  0/0 100
E. tardsz 4 4/4 1090 4/4 100 4/4 100
5. typhi 5 5/5 100 0/0 100 5/5 100
8. entepritidis a5 25/25 100 0/0 100 25/25 100
A. Rinshawit 17 17/17 100 0/0 100 17/17 100
Oitrobacter Ffreundii 25 23/23 100 2/2 100 0/0 100
Citrobacter diversus 4 4/4 100 4/4 100 0/ 100
Klebgiella sp. 30 0/0 100 2/2 100 27/28 96,6
Enterobaeter sp. 30 25/25 100 1/1 100 10/10 100
Serragtia Sp. 30 30/30 100 0/0 100 30/30 100
Proteus 5p. ao 28/28 100 1l9/19 140 0/0 100
Providencia Sp. 30 25/25 100 30/30 100 0/0Q 100
Yerginia sp. 26 0/0 100 14/10 100 0/0 100
Total 316 100 100 99,8

a. n de amostras positivas no MILi/n® de amestras positivas nos meies
convencionais.

b. Porcentagem de comcordincia entre os testes.

c. Alkalescens—Dispar (A-D).

Temperaturs de incubagao, 35%.

dancia entre os testes do MILi e os testes dos melos convencionais.
No cileculo da porcentagem de correlacac entre os testes fol aplicada
a formula de classificacic numdrica da porcentagem de similaridade
{9).

Discussao

0z dados do presente estudo permitem assegurar que ¢ meioc MILI e
totalmente digno de confianga para a realizagao dos testes de motili-
dade, indol & lisina descarboxilase, uma veE gue para 05 2 primeiros
testes houve L00% de concordancia entre o meio MILL e os meiocs de re-
feréncia e para os testes de lisina, 99,8% de correlagac entre os
meics MILi & LIA {(Tabela 2).

A grande sensibilidade do MILi, para o teste de motilidade, se ex~
plica pela baixa concentragio de agar no meio (0,2%), o gue faz com
gue mesmo uma discreta motilidade se torne obvia com apenas 20h  de
incubagdo.

0 teste de indol do MILi se mosirou equivalente em sensibilidade ao
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meio mais oriodoxo para verificar este teste, ¢ meio liguido contendo
triptefano (6). Observamos gue reagoes positivas fracas para indol po-
dem occorrer no MILi, o que também foi constatado por Ederer & Clark
{5} Do meioc motilidade-indol-ornitina.

Para o teste Qe lisina o MILi eguivale em sensibilidade ao meio LIA
{7) (Tabela 2). Entretanto, acreditamos gue o primeiro substitue com
vantagens o LI2 pois, além de jinformar guanto ac teste de lisina des-
carboxilase, informa ainda gquanto aos testes de motilidade e indol.
Apesar do meio LIA detectar também produgido de Hy8, para este teste o
Neio apresenta baixa sengibilidade(6,12).

Embora o meio de Moeller (15) seja aceito universalmente como meio
de referénc¢ia para o teste de lisina em enterobacté&rias(6), nossos
dados mostraram reagoes falso-positivas para (itrobacter e E. elog-
¢ae, principalmente apds trés dias de ineubagac (Tabela L)}. Com rela-
Q80 ao meio de Falkow(8), observamos resultados falgso-positives, tam-
bem, com amostras de (. freundii e E. alogeae (Tabela 1), dados estes
semelhantes aos obtidos por outros autores{l,3). 0 mEtodo de Falkow
tamb&m tem sido congiderado insatisfatdrio na identificagdo de
Kiebsiella(3) e de outros organismos Voges-Proskauer positives(4). No
presente estudo, os resultados dos testes de lisina no meio LIA foram
05 esperados, confirmande os excelentes resultados relatados na lite-
ratura com este meio(2,4,10,16), o gue nos levou a adota-lc come meio
de referéncia para os testes de lisina.

A reunido de trés testes fundamentais na identificacdo de entero-
bactérias em um Unico meio, como ocorre no MILi, =simplifica conside—
ravelmente a identificagéo destes microrganismos, além de representar
notdvel economia de tempo e de material aos laboratdrios de bacterio-
logia. © meio além de extremamente confiavel, para a realizagdo dos
testes mencionados, apresenta a vantagem de permitir a leitura dos
testes em apenas 20h, abreviando, portanto, o pericde para se con-
cluir o diagndsticoe laboratorial.

Ao encerrarmos a fase experimental do presente estudo, tomamos co-
nhecimento do trabalho de Reller & Mirrett({l6), informando guanto aos
mesmos testes presentes no MILI, em gue oz autores obtiveram resulta-
dos jdénticos aos relatados neste trabalho, com exceqic de gue 18,8%
das amostras de Y. entercesliticg apresentaram reacoes falso-negati-
vas para indol (16).
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Summary

Nine E. eoli strains isolated from raw hamburgers, keebes or
sausages gnd producing LT toxin, were studied for drug resistance
and praduction of celicin, hemolysin and Ho%8. Five strains were
sensitive to the drugs used and negative to the other characteris=
tics. Three strains had the phenotype 5mTcHlyCol LT and one the
phenotype SmTcHly LT. These four strains were mated with £. coli
K12 MA335. The drup resistance genes were trapsferred in all
mating experiments. Two strains transferred the (ol plasmid, one
strain the Hly plasmid and the remaining one the Ent plasmid. The
evidence was that the characteristics studied ave located in
different plasmids.

Resumo

Escherichia eoli produtoras da toxina LT, iscladas de alimentos
processados

Nove linhagens de E. colf isoladas de hamburgers, quibes ou lin-
gulgas cruas ¢ produtoras da toxina LT foram estudadas quanto 3
resisténcia a drogas e produgra de c011c1na, hemolisina e Ho8.
Cinco linhagens mostrarap-se sensiveis is drogas utilizadas e ne-
gativas is demais carvacteristicas. Tres linhegens apresentaram o
fenotipo SmTcHiyCol LT e uma o fenotipe SmTeHly LY. Essss quatre
11nhagens foram conjugadas com a B. cold KI2Z MA335. Os genes de
IESLEtERCLa a drogas foram transferidos em todos os experimentos
de conJugagao Duas limhagens transferiram o p1asm1d10 Col, uma
llnhagem o plasmidio Hiy e a tereeirz o plasm}dlo Ent. As eviden—
cias 9a0 de que as caracteristicas estudadas est3c loczlizadas em
plasmidios independentes,

Introduction

Enterotoxigenic Escherichtia ecolid strains have been associated with
diarrhea both in humans and animal=s(5,6,8,11). These atrainsz produce
the heat-labile (LT) or the heat-stable (8T) enterotoxin or both. The

*A part of the M.5. Thesis of the first author presented to Escola
Panlista de Medicina, 1981.
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production of LT and 8T is coded by plasmids named Ent(13). Entercto-
¥jgenic E. ecli have also been isolated from other sourees, such as
food apd river water(9,10).

The objective of this work was to study the LT strains isclated
from raw processed food isolated in our laboratory regard to the kind
of plasmids they contain, such as R, Col, Hly plasmids and those
responsible for the production of HsS. The relationship among these
plasmids including Ent plasmids was studied by mating experiments.

Material and Methods

Straine — Nine LT strains isolated in our laboratory(9) from raw
processed food of animal origin were stpdied (Table 1). The
hamburgers, keebes and sausages were processed by the same producer
and purchased in the same supermarket in S3o Paulo, from July to
October, 1977. E. coli K12 MA335 was used as the recipient strain in
mating experiments and as an indicator strain for colicin.

Table 1 — Enterotoxigeniec strains of
Egeherichia coli used

Straing Source " Berpgroup

TRLOO hamburger (swine) 0149:H10
TR10]L hanburger (swine) 0151:H8
TR102 hamburgey (swine) nt:Hé6
TR1O3 hamburger (swine) nt:H4

TRL04 keebe (bovine) nt:H4
TR105 keebe {bovine) nt:H4
TRLOG sausage {(swine) 0149:H10
TR107 sausage (swine) 014%:H10

TR10S zausage {(zwine) 0149:H10
nt — not typed. ’

Mierobiolegivcal tests - The technigue employed for detection of
colicin was described by Azevedo & Costa{l). The strains were culti-
vated on LE medium and tested on L plates containing 2% agar with a
0,2% top layer. For the test of production of hemolysin the strains
were grown on Columbia Agar Base (Oxoid) plates containing 5% sheep
erythrocytes previously washed with PBS. Hemolysiz was detected after
incubation at 379C for 24 hr. The production of HoS5 was tested by
growing the strains in EPM medium.*

The positive strains develop a black color in the medium. For the
detection of LT enterotoxin the system used was the Y-1 mouse adrenal

*Toledo, M.R.F.; Pontes, C.F. & Trabulsi, L.R. - EFM - uma modifica-
gao do meio de Rugai e Araujo para a realizagdo simultinea dos tes-—
tes de produgao de gas a partir da glicose, H48, ureasze e triptofano
desaminase,. Rev. Microbiol. (8. Paule), 13(4), 1982, (in press.)
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tumor cell(3), as modified for microtiter plates hy Sack & Sack(l2).
The strains were characterized for drug resistance by the plate-dilu-
tion method (16) . The following drugs were employed: sulfadiazine
(8u}, streptomycin (Sm), tetracycline (Tc), chloramphenicol (Cm).,
kanamyain (Km), ampicillin (Ap), nalidixic acid (Nal) and mercurie
chloride (Hg). The concentrations were 1, 5, 10, 20, 50, and 100pg/mé
for Sm, Te, Cm, Km, Ap and Hg, 100 and S00ug/mé for Su, and 1, 5, 10,
and 20ug/mé for Nal. The media used were Miller-Hinton Agar (Difco)
for the plates containing Su an Nutrient Agar (Difce) for the other
drugs. The strains were considered resistant when they grew in the
presence of l00ug/mf of Su, loug/mf of Sm, Cm, Em and Ap and 5Sug/mé
of Tc, Nal and Hg. This criterieon was based upon the distribution
curves previously made in our laboratory, regarding the resistance of
E. ecoli strains to these drugs {(unpublished data).

Mating ewperiments - The strains were mated with E. coli K12 MA33L to
verify Lf the characteristics detected were associated with plasmids.
The strains were grow in Brain Heart Infusion Broth (BHI, Difco), and
mating was performed at the ratio of lml of the donor and lml of the
regipient at 379C for 2hr in the absence of aeration. Trangconjugants
harboring R plasmids were selected on different Nutrient Agar plates
containing each drug to which the donor strains were resistant. The
concentrations of the drugs were: 1l0ug/mf for 5m, 5Sug/mf for Te, and
20ug/mf for Nal. Transfer of colicin production was tested in 50
colonies picked from the selective plates containing Nutrient Agar
plus Nalidixic acid. Blogd-~agar selective plates containing the same
drug were used for the study of the transfer of hemolysin production.

Co-transfer studies = About 40 transconjugants from each selective
plates containing streptomyein or tetracycline were purified in the
same medium and then tested for the other characteristics of the
doner, i.e., S8m or Te, hemolysin, colicin and LT production. The
transfer of Ent plasmid waz studied only by co-transfer procedure
since it was not possible to select toxigenic transconjugants.

Results

Five strains (TR101, TR102, TR103, TR104 and TRIO5) weyre sengitive
to all the drugs used and negative to the other characteristics.
Three strains (TR100, TR107 and TR108) are resistant to streptomycin
and tetracycline and produce hemolysin, colicin and LT. One strain
{TR10DE) is resistant to streptomycin and tetracycline and produces
hemolysin and LT, These four strains belong to serotype 0149:H10.
H48 was not detected in any of the nine strains.

Az these last four strains showed characteristics that could be
associated with plasmids they were mated with E. egold K12 MA335 and
trangconjugants were.selected according to the pattern of the donor
gtrain ag degoribed in Material and Methods. The results obtained
with this procedure showed that all four strains transferred the drug
resistance genes at similar freguencies. Colicin and hemolysin
%ransfer could not be detected on blood agar and nutrient agar plates

Table 2).

The asgociation between drug resistance, colicin, hemolysin and LT
production was studied by co-transfer tests. Six out of 160 drug-re-
sistant transconijugants of strains TR107 and TR108 produced colicin
and 2 of 76 transconijugants derived from strain TR100 produced
hemolysin, None of theze transzconjugants produced the LT toxin. Pro-
duction of LT occured in 21 of 77 drug-resistant transconjugants
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Table 2 - Transfer of the characteristics of the E, coli LT strains

Strain Pattern Selective Transfer He of colentiez  N9/pattern of the
plate fregquency tested tzansconjugants
sm 2.40x10°% a6 25 SiTe {1 HIy)
15 8m (1 Hly)
TRI00  SeTeHlyCol Lf  Tao 1.66x10™7 36 36 SmTe
blocod agar nd ot nt
netrient agar nd 50 nt
im 4.43%30"7 50 35 smTc
5 &m
TR106 smTeHLy LT TC 8.33){10-6 37 37 smTc (21 LT)
Plood agar nd nt nt
s 1.06x107°% 40 37 smTc
3 smTeCol)
TRLO7? SmMTeHlyCol LT To 9.91%10" 7 40 39 sSmfic
1 EmTeCol
blood agar nd 21 nt
nutrient agayg na &0 nt
5m 5.63x107 7 40 36 smrc
4 5m
TRL0S  SmTeHlyCol LT Tg 5.29x107 7 40 38 &mlo
2 SmTcCol
blood agar nd Bt nt
nuitrient agar nd 50 nt

Sm - streptomycing Te = tetracyeline; Hly = hemolysing Col = colicing
LT - heat-labile toxin; nd - not determined; nt - no transconjugants.

derived from strain TR106 (Table 2).,

Discussion

Enterctoxigenic F. ee¢lf strains have long been known to be respon-
gible for diarrhea in young animals, such as piglets and calves, and
are, therefore, of econeomic importance. Furthermore some plasmids ha-
ve been asgociated with certain characteristics that confer virulence
to bacteria, such as, for example, those related to the colonization
factor (K and CFA antigens), Ent, Col ¥, Vir and other plasmids(4).

Some of these plasmids have been detected with high fregquency among
strains isolated from animals. For example, the Col and Hly plasmids
have been reported to cecour in porcine F. aplf strains both from to-
¥igenic and normal flora. They were also found in bovine E. eolf
strains from normal flora(5,7).

The strains we used in the present investigation were isclated from
raw processed food of swine and bovine origin. The phenotypes of the-—
se gtrains are gimilar to those descriked by Gyles & &ol.(7) and
Falkow(5), since the bovine strains produce only the LT toxin and the
porcine strains produce also colicin and hemolygin in addition te
drug resistance.

Mating experiments revealed that all four strains transferred their
drug resistant genes. All of them showed uniform behavior: the trans-
conjugants were resistant either to SmTc or to Sm (Table 2), sugges-
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ting the presence of two R plasmids in the donors, one containing the
genes for resistance to Sm and Tc and the other responsible for Sm
resistance.

Considering the transfer of LT, colicin and hemolysin, in each
gtrain only one of these characteristics was transferred. Our results
are different from those obtained by Smith & Linggood(14) when they
studied the transfer of Ent, Hly, R, Col and K88 plasmids from an I.
@olt donor. The transconjugants obtained by these authors showed one
to four of these characterigties simultaneously, such as Col, R, Ent
and Hly.

The role of Ent, K88 and Hly plasmids in the pathogenesis of
diarrhea has been studied by Smith & Linggood(15). These authors
found that the Ent plasmid alone did not permit the strain to elicit
a diarrheal response but the combination of Ent plasmid plus the K8&
plasmid was associated with a high incidence of severe diarrhea. Ely
plasmid had no apparent effect on the pathogenicity of the strain.

On the other hand, Falkow(5) suggests that the cembination of the
additive survival value of Ent and ¥X88 (and, although not apparent as
yet, probably Hly as well) in some cases can result in the develop-
ment of a strain that is not only very well adapted to its animal
host but can now cause overt disease.

Furthermoré, considering the recent description of Col ¥V plasmids
harboring genes for a specialized system for iron uptake(l7) and
probably to adhesion phencomenon(2) we bhelieve that jnvestigation of
plasmids in pathogenic straing can contribute to ¢larify or to enrich
the understanding of the mechanisms of pathogenicity in bacteria.
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403 children with ages between 7 to 25 months living in & low ingo-
me area nearby the Campus of the Oswaldo Cruz Foundation have
received vaccine (Schwarz strain). This vaccine has been processed
and lyophilized by the Measles Production Unit from Rio-Manguinhos,
institution belonging to the Oswalde Cruz Foundation and responsible
for production and technical development; the original bulks have
been imported from the Merieux Institut, Lyon, France. Different
batches have bsen used for the vacgination, all of thenr according to
international standards including potency (at least 1000 TCDggy/dose).
The studied population is under control of a Health Unit, located at
the campus of the Foundation (National School of Public Health), were
the children have basic medical care and obhligatory vaccinations
required by national authorities are carried out. Blood specimens
have been collected before and 4 to 8 weeks after vaceination. The
sera have been tested for hemagglutination inhibition antibodies
gtarting from 1/10 using antigen purchased from Behringwerke, A.G.
and red blood cells at 1%, of rhesus monkeys from the Oswaldo Cruz
Foundation primate colony.

The antigen—serum mixtures were incubated by one hour, at room
temperature, before the red blood cells were added and theresafter
they were incubated a 37°9C for 90 minutes, before reading. The sera
have been previously inactivated and adsorbed with rhesus bhlood
cells. The results are presented at Table 1.

The conversion rate clearly increases with the age of infants and
reach more than 80% by the nine age month. A poorer respense to the
vaccination ogours at the lower ages.

The response to measles vaccine and the role of inhibitors for the
vaccinal virus, of maternal origin, are now under careful evaluation.
The need of vaccination at low ages (less than 1 year old) in deve-
loping countries and the long-lasting inhikitorg, make necessary
studies on the =ero conversions at these ages.

our results agree with the ones obtained in Tanzania (World Health
Organization, Wkly Epidem. Reg,, 56:234-237, 1981) and Tunisia
(Roumantzeff M, & col., Second International Conference on the lmpact
of viral diseases on the development of African and Middle East
countries. Nairobi, Kenva, December 1980), the last obtained with the
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Tehle 1
Age/ Total number of Infants without Serg % of
months infants HT ?ﬁgg?odies conversion <conversion
7 57 25 32 GB.18
£9 85 60 70.59
] 64 53 82.81
1o 30 27 24 33.89
11 25 22 20 90.21
12-13-14 31 27 25 92.59
15-16-17~18 24 21 21 100
1g-24 38 25 21 84
25 41 23 1 78.21
Total 403 349 274 78.51
Total % 9 257 209 182 87.08

same virus strain. In these studies a low conversion (about 50%)
oocuryed in the 6-7 months age group.

At Tanzania sero conversions higher than 80% were obtained only in
the children older than 1 year; in this point, our results and the
ones in Tunisia are more closely related.

A study at 530 Paulo by Stewien & col. (Stewien K.E. & col.,
Infection, 6:207-210, 1978} using only 38 children show a very low
conversion at 7R gge menth (only 16.7%); 87.5% however has been
reached by the 11t age month,

Simulation studies, using the Tanzania data shows that for a single
immunization, the optimal age range iz 8-11 months for preventing
morbidity and 9-12 months for preventing mortality.

Ouyr results confirm that from the Bth age month, considering the
population as a whole, fairly good conversion rates may ke obtained
by uging one ghot.
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Rezumo

0 aparecimento de receptores, para & porgzo Fe da imunoglobulina
&, ma membrana de células infectadas por herpetovirus, & aprovei-
tade como teste diferencial, para identificacio de isplamentos
destes agentes. A imunchemadsorgao, prova que se realiza na
detecgio daqueles receptores, & wma técnica rapida, eccondmica,
simples, sensivel, especifica, reproduzivel, comfiivel e segura
que pode ser usada com sucesso para ests finalidade.

Sumeary

Immmahemadsorption through Fe receptors as & differential
nouting dest in the isolakion of herpetovirus

Receptors for the Fc portien of the immunoglobulin ¢ appear onto
the surface membrane of herpesvirus—infected cells. This is
aseful as & differential test to identify iseolations of those
viral agents. Tpmunehemadsorpticn, one of the ways ome can detect
those Teceptors, is a rapid, economic, simple, sensitive,
specific, reliable and safe technigue to be used with suceess to
this aim.

Introdugao

Desde a primeira metade dog anos 60, varios trabalhos descreveram a
distribuigao de receptores Fe (RFc), em grande variedade de c&lulas,
como neutrofilos, mondcoitos, macréfagos, mastdeitos, plaguetas, lin-
fécitos @ populacdes de células malignizadas. Em 1964, foi mostrado
que céluias infectadas pelo virus herpes simples (VHS), podiam hemad-

* Trabalho realizado no Laboratory of Clinical Investigation, Yale
University, USA, e na Segao de Vireologia do Instituto de Patoleogia
Tropleal UFGO.
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sorver eritrocitos de carneiro(2,8,9,13,18).

A hemadsorgdo descrita apresentava uma etapa, além da entdo recen-
temente descrita, aderéneia de eritrdeitos a monocamadas, pelo virus
da influensa(l2). Com o VHS, oa eritrbcitos eram recobertos por um
soro de coelho, com atividade anti-eritrocito de carneiro. A hemad-
sorgdo era mediada por estas moléculas de imunoglobulina, gue reves-
tiam o eritrdcito e, mais especificamente, através da porgac Fc da
jmunoglobulina ¢ (¥gG3). Fol presumido, e mais tarde comprovado, gue
as cilulas infectadas pelo VHS desenvolviam, em sua superflcie, afi-
nidade para a regido Fe da IgG(l8).

A detecgidc de R¥c varia com o estigio da infecgao, porém, em geral,
seu aparecimento di-se no inicio do ciclo replicative do virus(6,14,
15} . Entre os herpetovirus, a expressfo de RFc ja foi mostrada, em
cilulas infectadas pelo VHS-1(4,13,16), VHS-2(3), citomegalovirus hu-
mano(5,7,10,15), citomegalovirus do macacoe (Hsiung, 6.D., comenicagde
pessocal), virus herpes-like do cobaio(6), citomegalovirus de cobaio
(6), virus de Epstein-Barxr(1l,1l]l) e cZlulas de hamster transformadas
pelo VHS5-1 e VHE=-2(17).

Este trabalho visa mostrar a utilidade de RFc, no laboratdrio de
diagndstico de virus, pelo uso de uma teécnica simples e altamente lu-
crativa em termos de resultados, a imunchemadsorgaoc.

Material e Métodos

Culturas celulares - Foram utilizadas duas linhagens de células Vero
(LCI @ IEC) & uma linhagem dipléide, de fibroblastes de placenta hu-
mana (FPH), com empregos dos meios MEME, 199 e BME, respectivamente,
suplementados com soro bovine fetal a 10%, para crescimento e, a 5%,
para manuten¢do, com excegac da linhagem VERO-IEC, a qual era suple-
mentada com soro bovino fetal, na proporgac de 5% e 2%, respectiva-

mentea.

As linhagens estogue eram dispersadas, apds tratamento com tripsi-
na, a 0,25% e mantidas, apds semeadura, a 37°C. Ao meio de manutengao
e crescimento eram adicionados penicilina (100 unidades/ml), estrep-
tomicina (100ug/me) e fungizone (1-3pg/mé).

fepas virais - A cepa VHS-LCI foi proveniente de isolamento, a partir
de lesGes vaginais de paciente gue se apresentou ac laboratdrio de
virus do Laboratory of Clinical Investigations (LCT), Yale
University, New Haven, Connecticut, USA. Como a maioria do trabalhe
foi desenvolvida com esta cepa, preparou-se um estogue de virus em
FPH por métodos padrdes(6).

A cepa VHS-IPT originou-se de isolamento a partir de 195595 do pre-
plicio de paciente gue se apresentou ac laboratdrio de diagnostico de
virus do Tnstituto de Patologia Tropical da UFGo, Goidnia, Goias
{Ishak,R., dados ndc publicados).

As cepas de poliovirus 2 e coxsackie B4 foram amostras de teste de
controle de gqualidade do Center for Disease Contrel, Atlanta,
Georgia, USA; o adenovirus foi originade de iscolamento a partir de
swab de nasofaringe feito no LCI.

Eritrbeitos - Sangue total de carneiro, em solugic de Alsever, era
obtido semanalmente, da Baltimore Biological Laboratory {BBL) ou co—
letade de animais, mantidos no bioteérie do IPT-UFRGo.

Serps - Soro de coelho normal Ffoi obtido de animais do biotério de
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LCI e soro de coelho, com atividade anti-eritrdeito de carneiro
{(8CAC}, adveic de fonte comercial (BBL).

Sensibilizagae de eritrdeitos — Bste termo & usado para denotar o re-
vestimento dos eritrdcoitos, com seu respectivo antisoro. Consiste em
misturar partes iguais de suspensdo a 2% (em PBS, pH 7,2), de eritro-
citos de carneiro, com SCAC, em diluig@o nio-aglutinante. A mistura &
incubada por 30 minutos, a 379C e, apos trés lavagens com PBS, uma
suspensio a 0,5% (em PBS) & preparada para uso. Eritrdeitos "sensibi-
lizados" com soro nio-homdloge eram usados como contrale.,

Imunohemadsorgao (IHd) - BEsta técnica fol realizada segunda procedi-
mento previamente descrito(l3,16), em tubos contendo monpcamadas ce-
lulares infectadas. Como controle, eram utilizadog tubos nao-infecta-
dos. A IHA consiate em remover o meio de manutengao, lavar a monoca-
mada por duas vezes com PBS e adicionar 0,5me/tubo de eritrdoitos
sengibilizados (a 0,5%). Incuba-se por uma hora, a temperatura am-—
biente, faz-se uma lavagem com FBS, para remover o excesso de eritrd-
citos e procede~se a leitura, 3 microscopia Optica comum. A posjitivi-
dade do teste & determinada pele aparecimento de rosetas, isto &,
quando existam pelo menes ¢ineo ou mais eritréeitos, em volta de cada
¢&lula da monocamada.

bDeteegao de Mycoplasma em linhagens celulares — Células da linhagem
Vero—1EC, com 4-7 dias de semeadura, eram tripsinizadas e semeadas
(0,2m{) em placas, contendo mistura de Bacto PPLO Agar (Difco) e My~
coplasma Enrichment (Eaton Agent Enrichment), na prop0rgac de sete
para trés. As placas eram incubadas em aercbicse e apds dois dias,
eram cbhservadas em microscdpio invertido. As placas positivas mestra-
vam colénias arredondadas, com a porgdc central mais densa que a pe-
riférica, com o aspecto de um ovo frito. As coldnias possuiam desen-
volvimento para o interjor do agar e, quando coradas pelo corante de
Dienes (dilufde 1:100 em solugao salina), apds uma hora a temperatura
ambiente, mostravam-se com azul escuro, na pcrgao central & azgul cla-
ro, na periferia. Ambas caracteristicas s3o propriedades de Mycoplas-—
ma .

Resultados

A THd eomo um teste dtagnostico - O primeirc objetive foi tentar uti-
lizar a caracteristica de cglulas infectadas por herpetovirus, a ex-
pressae de RFg, em um teste rapido, para o diagnbstico, pois ja exis-
tiam evidencias de que estes receptores apareciam t3o cedo guanto
seis horas, apdsz a infecgdo(14,16). Assim, para determinar a gzensibi-
lidade da IHd, em detectar a replicagio viral, a nivel de iniecio de
infecgdo (° aarly infection®), foram testados tubos com monocamadas
Vero~LCI com VHS-LCI em duas diluigoes (Tabela 1). O virug foi inocu-
lade com baixo MOT (Multiplicity of Infection) de € 3xL072 particulas
infecciosas/célula, para evitar a lise da monocamada, em tempo muito
gurto e para tentar aproximar a guantidade do intoulo, gue & encon=-
trado em muitos espécimes gue chegam ac laboratdrio.

0 teste nao foi suficientemente sengivel, para servir de diagndsti-
co. Primeiro, as rogetas ndo precederam o aparecimento de efeito ci-
top&tico (ECP). Além disso, a formaqao de rosetas, em geral, ocorria
apenas ao redor de focos de ECP. Tubos controle foram todos negati-
VOSs.

Egpecificidade dee RFe = Com a finalidade de investigar a possibili-
dade de gue os RFc pudessem aparecer como modificagdo flsieca inespe-
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Tabela 1 - Sensibilidade da imunohemadsorgac, como um teste para
a detecgao rapida de cElulas Vere (linmbagem LCI) iunfectadas pelo
virus do herpes simples (cepa LCI)(l)

Horas apds a infeccao
T&cnjicas

5 6 7 8 5 10 11 12 24 48

ECP (diluicdo 107 %) o0

¢ 7 + 1+ 1+ 1+ 1+ 2+ 3+
Imunchemadsorgio o 90 + + + + + + o+
ECP (diluigdio 1072) (2) © + o1+ 24
Imunohemadsorgaoc { + + +

{1) Veja o tewto para detalhes técnicos.
(2) Espacos em branco significam "nac realizade'.

cifica, da membrana plasmitica, durante um ciclo litico, infectaram-
se linhagens celulares com cepas de poliovirus tipo 1, coxsackie B4 &
un adenovirus. Especulou-se a possibilidade de que o ECP, causado pe-
los herpetovirus, levando ao arredondamento da cilula e alteracdes

do plasmalema, pudesse, por si s&, levar & ligagdo da ¥gG & célula
infectada. Estes trés virus, os quais em seu ECP também levam ao ar-
redondamento de celulas, nac causaram a formagao de rogsetas durante a
reacdo de IEd4.

Fara tentar comprovar, ainda, a especificidade dos RF¢ com o= her-
petovirus e se o fato de uma contamlnagao da 11nhagem celular por My-—
c¢oplasmg, maito comumnm dentro do laboratdrio de virus, poderiam inter-
ferir na expressac desses receptores, incculou-se a cepa VHS-IPT na
linhagem celular Vero-IEC. A reagdo de IHd nao foi diferente daguela
cbgzervada em linhagens nac contaminadas.

Discussdo

A evidéncia de que RFc aparecem em células infectadas por herpeto-
virus, at& seig horas apds a infecgic(14,16), foi encorajadora para

a adaptagds do teste de IHd, para fins de diagndstico rapido de viro-
5E5 .

Qutros investigadores, usando indculos com wm alto MOI, j& reporta-
ram a formagdo de rosetas, apds seizs horas de 1nfecga0(3 14), mas o
nesso sistema de IHd, para detecgao de RFg n&o foi sensivel, o sufi-
ciente, para detectar o5 receptores, nesta fase do ciclo 11t1co,
quando se usou indculos de baixo MOI. Além disso, os trabalhos cita-
dos nao comentam o aparecimento de ECP; em nosso sistema, ECP e IHd
ocorreram simultansamente. Egte fato, a nosse ver, & de pouco valor,
no diagndstico répido, pois o ECP dos herpetovirus, na maioria das
vezZes, & bastante caracteristico. Em um dos trabalhos citados,
Westmoreland & Watkins (16) utilizaram-—se de antoradiografia, para de-
tecgao de receptores. Apesar do método ser altamente sensivel para
este fim, & uma metodologia cara e tediosa, para o laboratdric de
diagndstico, o gqual lucra mais a simples visualizacde do ECP.

£ frequente gue o diagndstico de uma virose seja efetuado, prima=
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riamente, baseando-se, unicamente, no ECP do agente em culturas celu-
lares. Este parametro, entretants, nem sempre & t&o caracteristico,
variando at® meswmo entre cepas do mesmno virus. Sugerimos, entao, a
adigao de uma prova diferencial, a IHd, para o diagndstico de agentes
da familia Aerpetoviridee, em particular para o VHS e o citomegalovi-
rus humano. BEsta técnica pode gser de grande valor, na diferenciacao
de certos igolamentos atIipicos destes dois virus, aldm de separi-los
do virus da varicela-zoster, o gual, aparentemente, nio mostrou, até
O momento, a propriedade de induzir RFe, em ceélulas gue infectal(6).

0 procedimento da IHd d3 resultado, facilmente evidenciado, através
de microscopia Optica comum ¢ tem mostrado ser uma técnica rapida
(leva no maximo 2:30 horas), econdmica (o= reagentes s3o encontrados
facilmente e & pregos accessiveis), simples (gualguer individuo & ca-
paz de realiza-la), sensivel (desde gue tenha ECP, o teste serd posi-
tivo), especifica (somente os herpetovirus tém mostrado reacdo posi-
tiva), repreduzivel (dois individuos diferentes sio capazes de chegar
ac mesmo yesultado), confiavel (duas cepas diferentes levam 3 forma-
gdo de rosetas) e segura (com uma chama, uma cuba para descarte do
material & o trabalho sendo realizado em c8mara asséptica, o perigo
de contaminagao, para o manipulador, reduz-se a zere).

At® mesmo o fato da linhagem celular estar contaminada, por um
agente comum dentyo do laboratbric, como s3o Myeeplasma, nao interfae-—
re na expressdo de RFc, © gue lhe d3 ainda maior valia, como wuma pro-
va diferencial, ripida, no laboratdrio de diagndstico de viroses.
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Resumo

Fol estudado, em experimentos de campo e de casa de vegetagﬁo, o
efeiro da calagem e da plamta, ne equilibrio microbiane mo solo,
no solo do rizoplano e nas ralzes. A calagem de LVE, LVA e PVA au—
mentou ¢ nimero de actinomicetos no solo e no solo do rizeplamo e
a porcentagem de bactériss resistentes 3 estreptomicina (20 a
100pg /w8y no solo, no rizoplano e em rsizes maceradas. Independen—
temente da calagem, houve, ainda, auvmentos do numerc de sctinomi-—
cetos no solo do rizoplano das tr@s espéeies e da porcentagem de
bactérias resistentes 3 estreptomicina, em ralzes maceradas de
feijao e milho, Este sumento nao fol observade no trigo. Os resul-
tados representam evidencia indireta da produgae de estreptomicina
no rizoplane de trds culturas importantes e da acumulagao de ni-
veis acima de 20pg/mf deste antibiatico na superficie das railzes
ou ne seu interior.

Summary

Effeat of liming on the mmber of actinomycetes and on the parcen—
tage of streptomycin resistant bacteria in the rhisosphere of
matse, wheat and dvy beans

Changes an the microbisl equilibrium due to rhizosphere effects
and to liming acid soils were studied in greenhouse and field
experiments. Liming of twe oxisols and ome rwed yellow podzelic
soll increased sumbers of actinomycetes in the soll and in rhize-
plane soll of maize, wheat and beans (Phaseclus vulgaris). Simal-
taneocus increases of the percentage of streptomycin resistant
bacteria (20 to 00pz/mf) were observed mot only in soil and rhi-
zoplane soil but also in macerated roots. Independent of liming
there were positive rhizosphere effects on the number of actinomy-
cetes {rhizoplane soil only) and on the percentage of streptomycin
resistant bacteria, which were highest in macerated roots in maize
and bean but not in wheat. The results are indirect evidence for
the production of streptomycim in the rhizosphere of three
important agricultural erops and for the accumulztion of concen—
trations above 20ug/mf of this antibiorie in niches on the root
surface or within roots of these plants.

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 13(3):250-263, Jul./8ct. 1982
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Introdugio

Actinomicetos tem sido encontrados, em grande proporgac, na micro-
flora de diversos sclos(l,6) e, recentemente(7), foi mostrado gue 77
a %28% do total de microrganismos, num solo dcide (pH 4.9) de cerrado,
eram actinomicetos. Hi consideraveis evidéncias de gue actinomicetos
podem ser antagdnicos aoc crescimento de Ahizobium em condicdes de la-
boratdorio(9,12,13,18,24,26), Parece provavel que esta inibicao seja
devida 3 exudagie de antibidticos, peleos actinomicetos, evidenciada,
principalmente, pela presenca de zonas de inibigd3o, ao redor das co-
lonias de actinomicetos(l7). Problemas de nodulagdo de trevo, em so-
log virgens, té&m sido atribuldos 3 predominincia de actinomicetos no
s0lo(9,13,18). Em areas novas de cerrado, cultivadas com soja, surgi-
ram difieuldades com incounlantes de Rhizobium, pols, os comerciais
nao produZiram nodulagéo satisfatoria, nos primeiros aneos. As duas
Gnicas estirpes (29W e 587) gue obtiveram sucesso nestes solos apre-
sentam resisténcia a 80 e 150ug/mf de estreptomicina, respectivamen-
te, sugerindo gue, nos cerradeg, hid nivels deste antibibtico acima
dos habitualmente encontrados em outros solos(22)., Tsto vem sendo
confirmade pela observagac de que B5% das astirpes de Bhizobium Japo-
nieum, isoladas de nGdulos de soja, crescida em solo de cerrado, apos
a calagem, apresentaram resisténcia a 80pg/mf de estreptomicina ou
mais(22) . Os mesmos autores observaram gque o nivel de resisténeia 3
estreptomicina, de estirpes de Rhizobium, isovladas de nédulos de
Stylosanthes spp., crescidos em solos de cerrade native, foi um tanto
mzis haixo gue o de Rhizebium, isolado de plantas cresscidas em Areas
com calagem. Isto sugere gue a calagem tem um efeito, na produgao de
estreptomicina, pela microflora destes sclos.

Débereiner & Baldani (10} verificaram que estirpes de Aszospirillum,
lsoladas de raizes esterilizadas de trigo & milho, apresentaram maior
resisténeia 3 estreptomicina que a populag@o geral de dzespirillium do
20lo. Brown(5) observou aumentos de bactdrias resistentes 3 estrepto-
micina, na rizosfera de virias plantas, entre elas legquminosas e ce-
reais. Se nivels significantes de estreptomicina sdo liberados por
actinomicetos na rizosfeora, hi poszibilidade de gue este antibioticeo
geja absorvido pelas ralzes e mesmo translocado para a parte aérea de
diversas espécieg(8,19). Com a presencga deste antibidtice, na rizos-
fera e/ou nas ralzes de leguminosas ou cereais, sob certas circuns-—
tancias, a infecgso dessas plantas por RAfzobium e Azospirilium spp.,
raspectivamente, poderd ficar restrita a estirpes resistentes a
estreptomicina. Este trabalho traz evidéncia adicional para as hipo-
teses acima formuladas.

Material e Metodos

Emperimento I = Efeite da ecalagem na mieroflora da rizesfera de mi-
lho - 0 experimento foi conduzido em casa de vegetagao em vasos com
8kg de solo Latossel vermelho—amarele (LVA) de eerrado ou Podzdlico
vermelho-amarelo (PVA) série Itagual, com e zem calelrio, com trés
épocas de colheita e com duas repetigdes. A adubag¢io basica foi a se-
guinte: LVA - 40kg N/ha (nitrato de ambnia), 1l60kyg Ps0s/ha (superfos-
fato simples), 100kg K,0/ha (cloreto de potissic); PVA™- 40kg N/ha
(nitrate de amonia), 80kg Py0g5/ha (superfosfato simples). Ambos os
solos receberam 1mf de soluqéo de cligoelementos + Mg/k gsolo(3),. A
guantidade de CaCO3 aplicada (12 ton/ha para LVA & 1,2 gon/ha para
PVRa) foi calculada de acordo com a curva de saturagao dos solos. No
5010 LVA o pH elevou-se de 3,5 para 6,6 e, no solo PVA, de 4,7 para
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5,8, 30 dias apds a calagem. Trinta dias apds a aplicagdo do adubo e
do calcario, foi plantade milho (cv. Piranao) que, no entanto, nio se
desenvolveu, satisfatoriamente, no solo LVA. Por isto, n2o estac agui
apresentados os dados referentes 3 rizogsfera.

As determinagdes do nilmero de actinomicetos, hactérias em geral e
bactérias resistentes a 20 & 40ug/mf de estreptomicina foram feitas
antes & 30 dias apds a calagem do solo e em trés épocas (75 dias, 100
@ 102 dia=s apos o plantio), durante o c¢rescimento do milho, guando,
alem do solo, ainda foram retiradas amostras do rizoplanc e de rafzes
lavadas e maceradas.

Experimento II — Efeito da planta (milho e trige) na mieroflora da
rigegfera ~ O experimento foi conduzido no campo experimental da
EMBRAPA, com milho {(ev. Piran@c) e trigo (cv. BH 1146), com duas par-
celas para cada cultura, em sclo de transiclo, entre Planossclo (sé-
rie Ecologia) e Podzdlico vermelho-amarelo (serie Ytagual). A adubagio
basica consistiu de: 20kg N/ha (sulfato de ambnia), 1l&60kg Po0c/ha
(superfosgato simpleg), l60kg Ks0/ha (cloreto de potassio) & 30 kg/ha
de FTE (formula Br 12}. O pH do solo fol 5,6 e nac foi feita calagem.

As determinagoes do nimero de actinomicetos, bactérias em geral e
bactérias resistentes a 10, 20 e 40ug/mf de estreptomicina foram fei=-
tags em amostras do solo entre fileiras, rizoplano e de rafzes lavadag
e maceradas, nas seguintes épocas: a) milho - 50 dias (fase cartu-
cho), 64 dias (inflorescéncia masculina), 78 dias (inflorescéncia fe-
minina) e 94 dias (enchimento dos graes): b) trige - 42 dias (£lora-
gae), 54 dias (enchimento dos graos) e 66 dias (maturacao).

Expepimento IIT - Efeite da ealagem e da planta na mieroflora da ri-
gosfera de feijao — O experimento foi conduzido em casa de vegetacao,
com feijao (var. Rico 23) ineculado com Rhizobium phaszeoli (estirpe
196) resistente a 500ug/mé de estreptomicina em dois sclos de cerra-
do: Latossol vermelho escuro (LVE)} e Latossol vermelho amarelo (LVA).
Foram utilizados vasos com 2,5kg de solo, com uma planta por vaso,
distribuidos em blocos aec acaso, com cinco repeticoes para cada tipo
de sole. A adubagdo bisica consistiu na aplicagdo de 160kg P,0s/ha e
200kg K50/ha. Ambos os solos receberam a aplicagac de lmé/kg sdlo da
solugao de oligoelementos + Mg (3). A gquantidade de calcdrioc (dolomi-
tice) aplicada foi de 12 ton/ha para o solo LVE e 7 ton/ha para o so-
le LVA, elevande o pH de 3,7 e 3,8 para 6.5 nos dois solos, respecti-
vamente, Foram mantides, durante o experimento, nas mesmas condicdes,
dois vasos sem planta, para cada tipo de gsolo, para serem avaliados
nas mesmas &pocas das coletas dos vasos com plantag.

As determinagoes do nimero de actinomicetos, bactdrias em geral e
bactérias resistentes a 20 e 1l00ug/mf de estreptomicina foram reali-
Zados no sole dos vasos sem planta com 1, 26, 51, 63, 77 e 86 dias
apds a calagem. Nos vasos com plantas as determinagoes acima foram
feitas no rizoplano e nas ralzes lavadas & maceradas (apds a retirada
dos ndédulos} com 21, 33, 47 e 56 dias apds o plantio.

Contagens de microrganismes - Foram realizadas contagens de actinomi-
cetos, bactérias em geral e bactérias resistentes a diferentes niveis
de estreptomicina no solo, no rizoglano & am raizes maceradas. Consi-
derou-ge rizoplano o solo aderide d&s ralzes e ndo liberado pela agi-
tagac manual das mesmas. Pesou-se 5g dessas raizes e, em seguida, fo-
ram fejtas lavagens sucessivas com 100mf de dgua esterilizada, até
completar 500mf, retirando-se todo_o solo aderente. Apds homogeiniza-
gao foram feitas diluigoes até 107/, em solugdo salina(2).
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Apds a retirada do solo do rizoplano, as raizes foram secas em pa—
pel absorvente, para a retirada do excessc de 3gua da superficie. Uma
grama das raizes foli pesada e triturada, com 100mf de dgua esterili-
zada. Utilizou-se o mesmo sistema de diluiglo como para o rizoplano.

Fara a contagem de actinomicetos acrescentou-se 0,7% de fenol, is
suspensdes de solo, rizoplanc e ralzes maceradas, agitando-se 10 mi-
nutos. Em seguida, foram feitas as dilui¢des. A inoculaglo das placas
de Petri, contendo os meios especificos, foi feita com alga de
Digraski, na superticie do meioc (duas placas por diluigdo).

Meios de eultura - Para actinomicetos, utilizou-ze o meio deserito
por Roussos & col, (21), modificado pela adigio de somente 30ug/ml de
actjdione (cyecloheximide). Para bactérias em geral e bactérias re-
sistentes a estreptomicina, utilizou-se o meio batata sélido (BMS)
(3). As concentragbes de estreptomicina foram caleuladas a partir de
sulfato de estreptomicina em pé (Fontoura-Wyeth). As solugdes foram
esterilizadas, através da filtragio em "millipore" (tipo GS, 0.22um)
e acregcentadas aos meios de cultura, com temperatura de, aproximada-
mente, 45 a 479C.

Contagens — As contagens foram realizadas sete dias apds as diluicoes
e plagqueamento. As colonlas de actinomicetos foram reconhecidas atra-
vés de sua estrutura tipica. A porcentagem de bactdrias resistentes
acs diversos niveis de estreptomicina foi calculada pela relagdo en-
tre o niimero de bactérias, contado nas placas com @ sem estreptomici-
na.

Resultados

Os dados na Tabela 1 confirmam a hipétese de gue adubag¢ic e calagem
causam trangstorno pronunciadeo no equilibrio microbianc do solo, gue
se manifesta aos 30 dias. Enguanto no solo PVA o nimerce de bactérias
sofreu um dridstico aumento, ne solo de cerrado (LVA) este efeito se
manifestou com maior intensidade no nimerc de actinomicetos, gue che-
garam & representar 89% da microflora total (Tabela 1), confirmando
observagbes de Coelho & Drozdowicz (7). Cento e cinco dias apds o ini-
cio do experimento a microflora tendeu a voliar ao egquilibric, embora
o efeito da calagem continuasse pronunciado, principalmente gquanto ao
nimerc de actinomicetos e de bactérias resistentes 3 estreptemicina.
Nesta &poca, © nlmero de bacterias resistentes a 20ug/mé de estrepto-
micina, foi semelhante ac das resistentes a 40ug/mf, indicando acimu-
lo deste antibidtico em niveis proximos de 40ug/mf, em alguns sitios
no solo.

¢ efeito da calagem no equilibrio microbiano e, com isto, na possi-
vel acumulacdo de estreptomicina, € melhor observado na Figura 1, on-
de se verificou aumento drastico da porcentagem de bactérias resis-
tentes a 40ug/mf de estreptomicina, L05 dias apds a calagem e a
20ug/mé, ja aocs 30 dias.

0 efeito da planta (milho) no equilibric microbianc da rizosfera
pede ser observado na Tabela 2. O efeito mais pronunciado ocorreu no
solo do rizoplano, onde o niimero de bactérias e o de actinomicetos
foi o mais elevado. Entretanto, a porcentagem de actinomicetos e,
principaimente, a de bactdrias resistentes 3 estreptomicina, fol
maior em ra¥zes maceradas. Novamente, se& observou o efeito da c¢ala-
gem, maisz pronunciado no rizoplano.

0 efeito do milho e trigo, no equilibrio microbiano, em sua rizos—
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tabela 1 — Efeito da calagem no mumero de actinomicetos e bactérias resis-
tentes A estreptomicina em dois solos @eides® (Exp. I)

N bactérias (x 105)/9 N2 actinemice— % actinomice-
Tratamentosg solo (peso fgesco) - ;gio(x 105) /g Eigrgatgigfau
0 20 40 {peso fresco)
Inicial
LVA & 0.1l C.L0 5 43
VA 13 ¢.17 0.19 1a 25
20 dias
LVA 34 .40 0.10 160 82
tva + ca® 62 5,10 2.60 500 89
PVA 300 22.5 i5.0 1.0 27
VA + Ca 1550 250 80.0 13a 8
105 dias
LVA 46 0.95 1.3 0.5 i
LVA + Ca a1 34.0 41.0 10 11
PVA 45 2.7 0.28 6.5 12
PVA + Ca 9z 17.0 20.5 15 14

2 Dados mEdios de 4 amostras (2 amostras/vaso)
Q'Concentragao de sulfato de estreptomicina ne meio (Hg/mf).
'A calagem elevou o pH de 3.5 a 6.6 no sole LVA e de 4.7 a 5.8 no solo FVA.

fera, foi estudads, mais detalhadamente, sob condigdes de campo. Os
dados da Tabela 3 mostram, novamente, maior niimero de bactérias re-
sistentes & estreptomicina no solo do rizoplano e ralzes maceradas,
em ambaz as culturas. Contude, o nimero de microrganismos, em raizes
maceradas, fol maior que no solo. A porcentagem de bact&rias resis-
tentes & estreptomicina foi mais elevada nas ralzes ma¢eradas, como
no experimento anterlar. No trigo, verificamos maior nimero de bactem
rias resistentes & estreptomicina ne sole do rlzoplane, POrEm © hime-
ro de bactériags em geral foi o dobro, nas ralzes maceradas (Tabela
3) . Assim, ao contrario do milho, a porcentagem de bactérias resis—
tentes & estreptomicina foi maior no solo do rizoplano gque em ralzes
maceradas. No solo, entre fileiras, cultivadeo com milho, houve maior
porcentagem de bactérias resistentes a estreptomicina, na concentra-—
¢80 mais haixa (10ug/mf), enguanto que, no cultivado com trigo, pro-
porgdes altas (33%) de bactérias foram resistentes a 20ug/mé.

Comparando—se o nimero de actinomicetos e a porcentagem de bacté-
rias resistentes a 20ug/mf de estreptomicina, durante todo o cieclo do
milho {Figura 2), obgervamos gque a ocorréncia do maior nimero de
actinomicetos, no solo do rizoplane, parece proporcionar mailor por-
centagem de bactérias resistentes a 20ug/mé de estreptomicina, nas
raizes maceradas, indicande o possivel achmulo deste antibidtieo. No
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Figura } - Efeito da calagem na porcentagem de bactiérias resistentes
a 20 e 40ug/ml de estreptomicing em dois soles (PVA e LVA). Os dados
s30 medias de 4 amostras (2 amostras/vaso) (Exp. I)
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Tabela 2 - Efeite da calagem na microflora da rizesfera do miiho™ (Exp. I}

N% bactérias (x 105)/g s0lo ou ralz nv actinomicetos % actinomicetos

Tratamentos (peso frezceo) (1105}/g selo on ma microflora
Testemunha 200 - agh 2C raiz (peso fresco) total
Solo da - Ca 31,3 34,3 10,5 2,42 17,7 f,9 22
rizosfera® + caf 58,8 9,60 16,5 9,60 16,3 16,0 21
Solo do - Ca 1704 55,5 3.2 48,3 2.8 3,7 2
rizoplano® + Ca 2675 483,7 18,1 324,0 12,1 553,8 17
Raizes - Ca 70,4 18,5 26,3 18,7 26,5 41,9 37
maceradas® + cg 47,7 18,0 27,7 15,3 32,0 50,0 %)

' Dados wddios de trés coletas durante o cicle da cultura, quatro amostras

(2 amostras/vaso)

"Concentracao de sulfato de estreptomlclna 1o meio {ug/mé)

"Porcentagem de hactérias resistentes a estreptemicina calculadas em relagao a
testemunha

*Bactérias (x 107) /g solo (peso fresco)

‘Bacterias (x 10°) /g taiz (peso fresca)

"A calagem elevou o pH do solo de 4,7 para 5,8.

trige (Figura 3), ac contriric do milho, a maior ocorrdncia de acti-
nomicetos, no solo do rizoplano, fol acompanhada de maior porcentagem
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Tzbela 3 — Efeito da planta no nimerc de bactérias e na porcentagem de formas ze-
sistentes 3 estreptomicina na rizosfera do milho ¢ trige cultivados seb eondigoes
de campo® (Exp. IT)

Niveis de ny bactérias x 105/g sola

Tratamentos estreptomicina ou raiz (peso fresco)

Milho Trigo
g /mé ne b ne £
Testeminha 65,0 - 28,7 -
Solo 10 20,5 31,5 12,9 44,9
entre 20 11,4 17,5 9,4 32,8
fileiras 40 8,0 12,3 2,1 7,3
Tagtemunha 1656,9 - 2275,8 -
S0lo do 10 295,6 23,9 1009,0 44,3
rizoplano® 20 243,1 14,7 880,3 38,7
40 202,6 12,2 749,2 32,9
Tastemunha 235,0 - 4662,0 -
Raizes 10 116,9 49,7 §45,0 18,1
naceradas® 20 102,5 43,6 561,5 12,6
40 65,0 27,6 410,7 9,2

2 nados medics de 4 coletas e & amostras (2 amestras/parcela) pars milho; e 3 co~
letzs e &4 amostras {2 amostras/parcela) parg trige. O pH do sele fol 5.6 e nge
foi feita calagem.

"Porcentagem de bactBrias resistentes 8 estreptomicina calculadas em Telagan 2
testepunha. 5

‘Bactérias (x 107)/g solo (peso freseo)

d'BactErias (x 10 /g ralzes (peso fresco).

de bactérias resistentes i estreptomicina, também no sole do rizopla-
no, indicando mecanismo diferente, nas duas plantas.

No terceirc experimento foram estudados oz efeitos da calagem e da
planta no feijdo. Novamente, verificamos, no tratamento sem planta
(Figura 4), o aumento gue ocorreu no niimero de actinomicetos, prinei-
palmente no solo LVE, 25 dias apds a adigdo do calcdrio e adubagac do
solo, quando o pH elevou-se para a faixa de 6,5. Em paralelo cbser-
vou-se um aumento na porcentagem das bactérias resistentes a 20ug/mi
de estreptomicina no solo LVE. A porcentagem de bactérias resistentes
a l00pg/mé de estreptomicina, determinada 50 dias apos adicao do cal-
ciric, foi bem mais baixa gue a porcentagem de bacterias resistentes
a 20pg/mé, nos dois solos. A porcentagem de bactérias resistentes a
20ug/mf de estreptomicina acompanhou a curva de actinomicetos, atine
gindo mais que 9%0% de bactérias resistentes, com 14 x 106 actinomice-
tos.
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Figura 2 — Efeifo do milbo mno nimerc de actinomicetos ¢ na porcentagem de
bacterias resistentes a 20ug/wf de egtreptomicina ma rizosfera. Os dados
sao medias de 4 amostras (2 amostras por parcela) (Exp. ID)
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Figura 3 - Efeito do trige no numerc de actinomicetes e na porcentagem de

bactérias resistentes a 20ug/mé de estreptomicina na rizosfera. Os dados
sao medias de 4 amostras (2 amostras/parcela) (Exp. I1)
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Nos vasos com planta, houve aumento de bact@rias resistentes a
20ug/mé de estreptomicina, no inicio da fase reprodutiva do feijzo,
em ralizes maceradas (Figura 5), sendo qgue o soloc LVA apresentou mailor
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Figura 4 — Efeito da fertilizagio e da calagem 0o oimero
de actinomicetos ¢ na porcentagem de bacterias resisten-
tes a 20 e 100;.13/1112_ de estreptomlclna em dols solos de
cerrado. Os dados s&o médias de 3 amostras (Exp. III)
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porcentagem dessas bactérias gque o LVE. Contudo, gquando observamos a
porcentagem de bactérias resistentes a 100ug/mf de estreptomicina,
verificamos gue o solo LVE apresentou porcentagem de bacteérias re-
sistentes equivalente 4 das resistentes a 20pg/mé, nas rafzes macera-
dag, enguanto gue no solo LVA a porcentagem de bhactBrias resistentes
a 100pg/mf de estreptomicina foi bem menor, nao se diferenciando da
do so0lo do rizoplano 2 do solo sem planta.

Observamos guea, no feijao, como no milho, houve estreita relagao
entre o nimero de actinomicetos no solo do rizoplano e a porcentagem
de bactérias resistentes a 20 e 100ug/mé de estreptomicina, nas ral-
zes maceradas (Pigura 6). Verificamos que o nimero de actinomicetos
fol mais expressivo, no solo do rizeplano das plantas cultivadas no
solo LVE, gque ¢ do LVA, confirmando assim og dados obtidos com vagos
sem plantas. A maior porcentagem de bactérias resistentes a 100ug/mé
de estreptomicina, observada nas ralzes maceradas de f31]a0, cultiva=-
do no solo LVE (Figura 5}, provavelmente e&sta relacionada 3 populagao
de actinomicetos no rizoplano nesse szolo. Isto pode ser melhor obser-
vado ne sole LVA (Figura 6), onde a populagio, relativamente peguena
de actinomicetos no rizoplano, conferiu resisténcia somente a 20ug/mé
de estreptomicina, As bactérias nas raizes maceradas.



Figura 5 - Efeito do feijdo na porcentagem de bactérias resistentes a 20
e 100ug/mf de estreptomicina na rizosfera durante o ciclo da cultura. Os
dados sac médias de 3 amostras (Exp. ILII)
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Figurs 6 — Comparagao do numero de actinomicetos com a porcentagem de
bacterias resistentes a 20 e 100ug/wl de estreptomicina ne rizoplanc.
0z dados sao médias de 3 amostras (Exp. III)
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Discussao

0Oz resultados apresentados ampliam os dados anteriores{10), em re-
lagio & infecgdo de ralzes de plantas, por bactérias resistentes &
estreptomicina. A alta porcentagem de bactérias resistentes a 20ug/mi
de estreptomicina, observada em raizes de milho (10}, foi confirmada
neste trabalho e estendeu-se também para o feijldo. A Gnica excegao
observada foi o trigo, onde o malor enriquecimento de bhactérias re-
sistentes 3 estreptomicina localizou-se no rizoplano. Crowdy & Pramer
(8) demenstraram o acimulo de estreptomicina nas ralzes, caules e fo-
lhas de trigo, mas diferengas entre espécies deveriam ser esperadas.
Apesar da grande importincia dada aos actinomicetos, por serem consi-
derados um dos fatores gque regqulam a microflora de solo{29), pela ea-
pacidade de produzir antibidticos e da possibilidade de que esszes an-
tibidticos sejam absorvidos pelas raizes(8), poucos trabalhos tém
procurado estudar a relagdo entre a flora de actinomicetos e a popu-
lagcdo de bact@rias resistentes aos antibidticos por eles produzidos.
0 elevado niomero de actinomicetos, cobservade na regido do rizoplano
de ralzes de milho, trigo e feijdo, indica a possibilidade da produ-~
¢ao desses antibidticos. Rangaswami & VidyaseKaran(20) evidenciaram a
produgao de antibigticos no rizosfera de milho, quande fizeram a ino-
culagac com actinomicetos do género Strepfomyces. Venkatesan &
Rangaswami {25) tamb&m encontraram maior nfimere de actinomicetos na
rizosfera de raizes de arroz, que no solo e que foram mais antagdni-
cos as bactérias que aos funges. A maior disponibilidade de nutrien-
tes que estimulam a populagao de organismos antagbnicos na rizosfera
(25), explicaria o maior ou menor nimerc de actincomicetos encontrados
no rizoplano de milho, trigo e feijido uma vez gue a disponibilidade
de nutrientes € dependente de cada tipo de planta. 0 maior ou menor
aumento de nimero de actinomicetos no rizoplano, parece influenciar o
ni;el de resisténcia 3 estreptomicina das bactérias gue ocorrem nas
raizes.

A rizosfera & considerada particularmente ilmportante, ne controle
bioldgico de agentes patdgenos de ralzes(l4). Virios eatudos tém sido
feitos a fim de tornar esse antagonismo microbianoe mais eficiente. Um
dogs gistemas utilizados & a alteragdo da microflora da rizosfera,
principalmente de actinomicetos, através da adigic de elementos mine-
rais, como demonatrado em milho(14), ervilha(l3) e trigo(27,28). Esse
efeito bendfico, demonstradeo pela modificagao da flora de actinomice-
tos, em relagde ac controle de deengas, pode apresentar, por outro
lado, um efeito prejudicial, nas bactérias nao patogénicas, princi-
palmente 3s fixadoras de nitrogénio atmosférico. ISso parece ocorrer
em solos de cerrado, no primeiro ano de cultive, pela dificuldade en-
contrada em se estabelacer o Rhizobium nas culturas. Scotti & col.
(22) sugeriram gue o problema encontrado, em relagio ao estabeleci-
mento da bactéria, estava ligado ao deseguilibrio bicldgico, provoca=
do pela elevagao do pH do solo & ao itratamento a gque estes solos s80
submetidos, no primeiro cultive. Resultados evidenciande isto foram
agora obtidos, quando solos de cerrados foram submetidos 3 calagem. O
deseguilibrio, verificade pelo_ aumento brasco no nimero de actinomi-
cetos e na porcentagem de bacterias resistentes 4 estreptomicina,
apds a calagem, di uma indicagdo do que pode ocorrer em condigdes de
campo. Resultados semelhantes foram observados (18) apds o ajustamento
do pH do solo de 3,8 para 7,6 pela calagem, assim <omd incremento no
niilmero de actinomicetos pela adigdo de carbonato de ciéleio(1l,23).

Como mais de 60% dos antibidticos conhecidos sfo produzidos por
actinomicetos do género Streptomyees(4) e, com a possivel predominan=—
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cia dos actinomicetos do género Streptomyces na rizosfera apds a ca-
lagem, had a possibilidade de gue os actinomicetos criem um elevado
antagonismo a diversas bactérias pela liberag@o de antibidticos. Esse
antagonismo limitaria a colonizagao da rizosfera e do rizoplano por
bactérias, influenciando a infecgao de ralzes, principalmente no es—
tigio inicial de desenvolvimento da planta, visto que os actinomice-
tos apregentam maicr antagonismo na rizosfera, nas primeiras fazses de
crescimento (25) . Assim, a introdu¢ao de microrganismos de interesse
agrondmico, como as bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, em
diversas culturas, ficaria restrita somente &s bactérias que adgquiri-
ram, naturalmente, certo nivel de resisténcia a antibidticos ou as
bactérias manipuladas geneticamente.
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Summary

The ability of Fusarium moniliforme var. subglutingns isolates
from pineapple, to grow and sporulate was tested om several cex-—
bon sources, different light exposures and temperatures, and on
various salt concentratioms. The greatest radial growrh occurred
on seluble starch, lactose, and maltose; least radial growth
oceurred on xylose. The largest mummber of micromidia was pro-
duced on sucrose, starch and fructose. No macreoeonidia develeped
on starch, glueose or fructese. The fungus grew well over a wide
range of temperatures with an optimm for bBoth processes at
259, Light was not required for growth or sporulation. Microco-
nidia were produced most numercusly at 0.1 = 0.2M KC1, but =
relatively small nurber of macroconidia were produced at 0.1IM
and no macroconidia were produced at concentratiens above 0.1M.

Resums

Infludneia da fonte de earbemo, luz, potencial hidrico e tempera-
turq sobre crescimento e esporulagdo de Fusarium moniliforme var.
subglutinagms

Estudou-se o efeito de varigs fontes de carbomo, ausencia ou pre-
senga de luz, temperatura e concentragdo de KC1, sebre o cresci-
mento e esporulagio de trds isolades de Fusarium moniliforme var.
subglutinans . Amide, lactose & maltfose provecaram o mais alto
crescimenta radial e o menor ocorrew guando xilose foi usada como
fonte de carbomo. O maior nimero de mieroconidics ocorreu em meio
com sacarcse, smide ou frutose. Maeroconidios nao foram produzi-
dos em amido, glueose ou fruteose. O funge crescéu e esporulou em
temperaturas eantre 15 & 33°C, com um otimo em 25 C, parz ambos
parametros. O fungo n3o requer luz para esporular. Os aicroconi=
dios foram produzidos em nimerc mais elevades em KC1 0,1 e 0,2,
porém constatou-se pequenc pimers de macroconidios em KC1 0,IM e
ausencia desses esporos em concentragoes superiores a 0,1M.

Introduction
Fruit rot of pineapple (4dnanas comosus (L.) Merr.) is caused by
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sariuym montliforme Sheld. var. subglutinans Wr. & Rg. It is the most
prevalent and widely distributed disease of pineapple in Brazil. Sin=
ce the out-hrake of the disease in 1964(16) studies were made on
symptomatology (19), control(l,2,4), epidemioclogy(5,10,11,12,13), vi-
rulence(8), and relationship between cultural characteristics and pa-
thogenicity (7). In all these studies, however, gurvival, growth and
reproduction reguirements of the fungus have not had much attention.
in a previous publication we repeorted on the factors which influence
the survival and colonization potential of this fungus(6}. The purpo-
se of this study was to determine the influence of carbon source,
light,  water potential and temperature on growth and sporulation of
F. moniliforme var. subglutinans.

Material and Methods

Igolates — Three pathogenic single spore isolates (UnBE 302=ATCC
38067, UnB 324=ATCC 42089, UnB 328) of F. moniliforme var. subgluti-
nans, isclated from pineapple fruits showing rot symptoms or from
pineapple leaf surface(l0), were used in all experiments. The iscla-
tes were maintained on potato-dextrose agar (PDA) at 10-12°9C and
pathogenicity was tested as described previously (7). To determine the
influence of light and temperature on the growth and sporulation,
betri plates containing 20mf of PDA were inoculated with 4-mm-diame—
ter plugs (agar + mycelium) taken from the edge of 3-day-old cultu-
res. The relative number of microconidiaz and macroconidia produced
was determined using the method described by Misaghi & col. (18) for
Alternariag alternata (Fr.) Kiesler. All experiments were repeated
twife, with four replications. A factorial analyses of variance was
made to determine if there were significant differences in the growth
and ‘sporulation of the three igolates at the specific conditions
studied,

Mycelial dry weight determination — Mycelial dry weight produced by
the fungus on PDA at different temperatures, different light exposu-
res, and various carbon sources was determined as described by Hindal
& col.(14) for Ceratoeystis wilmi (Bruis) C. Moreau.

Effect of earbon sourae — The carbon gources tested are given in .
Table 1. The autoclaved media (121°C for 15 minutes) were made with
2% water agar plus 2% of each carbon source to be tested; four repli-
Cate plates were used. Discs (2-mm~diameter) taken from the edge of
7-day=-old cultures grown on PDA were transferred to each test plate
and incubated for 7 days at 25°C, then examined as described pre-
viously for culture growth and conidia pumber,

Effeet of light — Cultures grown on PDA for 48 hours were exposed to
fluorescent light (220 lux) forxr 24, 48, 72, 144 houxs. Cultures grown
in continugus darkness served as control.

Effect of Potassium-chloride -~ To determine the production of macro-
conidia and microconidia and make linear growth measurements, KCL
from 0.1-0.8M was used in 2% water agar in 0.} increments. The plates
were incubated for 7 days at 25°C before the measurements were made.

Effeet of temperature - Cultures on PDA were incubated in laboratory
incubators (Freas 815 Low Temperature, Precision Scientific Co., .
Chicago, IL 60647) at 10, 15, 20, 25, and 35% in continous darkness.
Diameter growth measurements and conidia production determination we-
re made 7 days after incubation.
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Results

No statistically significant differences were cbserved in the
growth and sporulation of the three F. moniliforme var. subglutinans
isolates under the specific conditions studied. The data, therefore,
were pooled for analyses and means were grouped by Duncan's multiple
range test (P=0.05).

Effect of carbon source - All carbon sources tested supported growth,
but best growth was cobtained with maltose, lactose and soluble starch
(Table 1). Sucrose supported moderate growth, wheresas xylose followed
by fructose and glucose produced relatively poor growth. Soluble
starch, fructose, and sucrose produced a moderately large number of
microconidiz. The lowest number of microconidia was produced by xylo-

Table 1 - Influence of carbom source on growth and sporulation of
Fusarium moniliforme var. subglutingns

Carbon Colony Mycelial Number of Number of
source diameter dry weight microconidia macroconidia
{mm) (mg/cmz) (per mmz} (per mmz)
Starch 46.4 a 1.3 e 1.9x10% ab 0.0 b
Fructose 34.8 & 2.3 b l.BxlO4 abc 0.3::104 2
¢lucose 35.4 d 2.8 a 1.4x10" ed 0.0 b
Lactose 45.6 a 0.7 £ 1.7x10% bea 0.0 b
Maltose 46.5 a 1.9 cd 1.3x104 ade 0.1x104 £
Mannose 37.1 ¢ 2.2 b l.5x104 hede 0.1::104 a
Sucrose 38.8 b 1.8 4 2.3x10% a 0.1x10% a
xylose 31.0 e 2.1 be 1.2x10% e 0.1x10? a
Water agar 38,8 b 0.6 £ 1‘1::104 ! 0.0 b

Bach value is the mean of 12 replications (three isoclates with four re-
plicates each). Mean values in each colump followed by the same letter
do mot differ significamtly (P=0.05) from each other by Duncan's multi-
ple range test.

se. This number, however, was not statistically different (B=0.05)
than that produced by glucose, maltosze or mannose (Table 1). Macroco-
nidia production was relatively peor on fructose, maltose, sucrose
and xylose, and no macroconidia were produced with the use of soluble
starch, glucose or lactose (Table 1) . Glucose produced the most dense
mycelium than any of the other carbon sources tested {(Table 1).

Effect of light — Light was not required for growth or sporulation
nor was the number of conidia formed by any isolate altered signifi-~
cantly (P=0.05) by the various light regimes that were tested (Table
2). The mycelizl dry weight production at different light regimes was
not statistically different {(Table 2).
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Table 2 — Effect of light on growth and sporulation of
Fusarium moniliforme var. subglutinans

Light Colony Mycelial Number of Number of
exposure  diameter dry weight microconidia macroconidia
(hr) {rar) (mg/cm?) (per mm?) (per mm?)

0 69.2 a 6.6 a 12,1x10% a 0.6x10% a
12 69.3 a 7.2 a 10.6x10% a 0.2x10% a
24 70.3 a 7.0 & 10.8x10% a 0.3x10% a
48 73.1 a 7.0 a 11.0x10% a 0.4x10% a
72 73.0 a 7.2 a 11.0x10% a 0.3x10% a
144 70.6 a 6,5 a lZ.lxlD4 a 0.3x104 a

Fach value is the mean of 12 replications (three isolates with four re-
plicates eagh). Mean values in each column followed by the same letter
do nat differ significantly (P=0.05) from each other by Duncan’s multi-
ple range test.

Effect of potassium—chloride - All concentrations tesgted produced
relatively good growth (Table 3). However, the concentration which
produced the best growth was 0.2M. Migroconidia production was best
at 0.1 and 0.2M, and the poorest at 0.8M. The number of microconidia
produced at 0.2M, however, was not significantly different (P=0.05)
than that produced at 0.6M or 0.7M. Macroconidia were produced at
0.1M, but nmot at the rest of the concentrations tested.

Effeet of temperatures - All isolates tested grew and sporulated on
PDBA at temperaturesg in 15 - 33°9C range, but none grew at that medium
at 10 or 35°C {Fig. 1). Good growth and sporulation ocurred hetween
20 and 30°C., The optimum temperature for growth and sporulation of
F. moniliforme var. subglutinans, however, was 259C {Fig. l}.

Discussion

These studies demonstrated that growth and sporulations of F. moni-
liforme var. subglutinans is influence by carbon source, temperature
and water potential, but not by light. Furthermore, the results indi-
cate that different carbon sources and water potentials favor differ-—
ent phases of the fungus. Comparable results were recently reported
by Chattopadhyay & Nandi(9) who studied the nutrition of F. monili-
forme wvar. subglutingns causing mango malformation in India. The mi-
noer differences could be attributed to the different basal media used
and/or to different isolates of F. moniliforme var. subglutinans
emploved for the study.

Continuous illuminatjon with visible ljight is inhibitory to spore
formation of many fungi (21,22). In ocur study, the number of conidia
formed by F. moniliforme var. subglutinans was not altered signifi-
cantly by various light regimes that were tested. One should, how-
ever, bear in mind the effect of temperature interaction with that of
light which may result in the production of different numbers of co-
nidia{20). In the present study, the interaction between temperature
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Table 3 - Effect of different KCl concentrations on growth and sporula-
tion of Fusarium moniliforme wvax. subglutinems

Colony Myecelial Number of Number of

Treatment diameter  dry weight microeonidia macroconidia

(znm) (mg/cmz) (per mm2) {per nmz)
0.1 M 57.8 b 0.31 ab 1.3x104 ab O.leO4 a
0.2 M 66.2 a 0.22 ¢ 1.1x104 be 0.0 b
0.3 M 57.5 b 0.23 ¢ 0.0x10% ca 0.0 b
0.4 50.5 ¢ 0.30 b 0.9x10% ca 0.0 b
0.5 M 45.0 d 0.33 ab 0.7x10% g 0.0 b
0.6 M 42.8 e 0.33 ab 0.6x10% ae 0.0 b
0.7 M 41.8 £ 0.36 b 0.6x10% ae 0.0 b
0.8 M 39.7 g 0.33 be 0.3x10% 0.0 b

Each value iz the average of 12 repliecations (three jsclates with four
replicates each). Mean values in each column followed by the same letter
do not differ statistically (P=0.053) from each other by Duncan's multi-
ple range test.

and light was not investigated.

The optimum temperature for radial growth and sporulation of F. mo-
niliforme var. subglutingns on FDA appears to be near 25°C. These re-
sults are in agreement with thoze of Niremberg {(cited by Kuhlman &
col. (17) who reported 259C as the optimum temperature for F. monili-
forme var. subglutingns (as F. ggcchari {(Butl.) Gams var. subgluti-
nans) . Kohlman & col.(17), however, employing isolates from several
pine species (Pinus spp.) reported a lower temperature for the
optimal radial growth of F. moniliforme var. subglutinans.

Like F. moniiiforme{l5), ¥. moniliforme wvar. subglutinans utilized
lactose, maltose and soluble sztarch well for mycelial growth, but
unlike F., moniliforme several carbohydrates ineluding starch, did not
support macroconidia production. The best carbon source for total
growth, when measured by mycelial dry welght, was not necessarily the
best for radial growth. For example, glucose promoted the best growth
of all the carbon szources tested, but wag one of the poorest for ra-
dial growth.

In agar plates that contained various concentrations of KCl, micro-
conidia and colony dAiameter of F. moniliforme var. subglutinang were
largest at the lower concentrations, decreaszing at 0.4M and higher
concentrations. Macroconidia production was totally suppressed at
concentrations above 0.1M, suggesting that macroconidia production of
F. menitliforme var. subglutinans is greatly influenced by water po-
tential. These findings would be of interest to researchers studing
the epidemiclogy of F. moniliforme var. subglutinansg.
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Figure 1 - Effect of incubation temperature on
growth and sporulation of Fuzarium mont Lt forme

var. subglutinans grewn on potato~dextrose agar
in the dark
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Each point represents the mean of 12 replications
(three igsolates with four replicates each).
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Resumo

Foi estudada a resisténcia natural de quatro linhagens de Me-
tarhizium anisopliae a treés fungicidas. Benlate foi o fumgicida
mais eficss, causando inibigdo do crescimento do funge na con-
centraqgﬂ de 4ug/mf, enquante que Vitavax apresentou efeito fun-
gistirico e Cloromeb nzo teve efeite inibitoric. A frequéncia de
mutacao espontapea de M. anisopliae zo Benlate fol de 2,35 mutan-
tes/106 conidies. Dois tipos de mutantes puderam ser distingui-
dos, o primeiro conferindo altos niveis de resisténciaz
(1024ug/ml) e o segundo, niveis menos elevados (128ug/mf).

sSummary

Resistance of the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae
to three fungicides

Four strains of M. anisoplige were studied in relation to their
registance to three fungicldes. Benlate was the most effecrive
fungicide used, inhibiring the fungus growth at the concentration
of 4ug/mf whereas Vitavax had a fungistatic effect and Chloroneb
had no inhibitory effect. Spontansous mutgtion frequency of M.
anisoplice to Benlate was 2,35 mutants/10° conidia. Two types of
mutants could be distinguished: the first one showed resisztance
to high levels (1024ug/mf), and the second type to low levels of
¥enlare (128ug/mf).

Introdugao

O fungo entomopatogénico Metarkizium anisopliae & eficaz no contro-
le das cigarrinhas das pastagens e da cana—de-agicar(2,3,4,8,10,13),
sendo este um método de controle importante, por ndo deixar residuos,
ser mais especifico, mais permanente & nao provocar desequilibrios no
ecossistemal(, 7).

Alguns pesquisadores(l,Y) observaram gue os [ungicidas tem efeitos
diversos sobre este fungo, podendo tanto inibilr come estimular o seu
crescimento, Estudos semelhantes foram feitos com inseticidas(i,ll).
onde ficou evidenciado gue alguns deles podem ser usadeos em gontrole

Rev. Microbiol., Sac Paulo, 13(2):272-278, Jul./Set. 1982
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integrado com M. anisopliae, pois nio hi perda de viabilidade ou pa-
togenicidade do fungo.

O estudo da resisténcia de ¥. anisopliae a fungicidas & importante
quande, em experimentos de campo, visa-se o isclamento de lotes adja-
centes, assim como a obtenqﬁm de marcas genéticas, para estudos de
disseminagao do fungo no campo. Além disso, um funge entomopatogdnico
deve ser resistente a fungicidas que serdo usados, juntamente com
ele, para a protegdo da cultura contra doengas.

O presente trabalho foi realizado com o ohjetivo de estudar o efei-
to de trés fungicidas sobre M. anisoplige; também foram obtidos e es-
tudados mutantes resistentes desse fungo a um dos fungicidas emprega-
dos.

Material e Mé&todos

Determinagac dos niveis de resisténcia - Poram usados os fungicidas
Cloroneb (Demozan 65W: l-4-dicloro-2,5-dimetoxibenzeno), Carboxin
{(Vitavax 75FM: 5.6-dihidro-2-metil-1,4-oxatiin~3-carboxanilido) e
Benomyl (Benlate: metil-l-(butilcarbamoil)-2-henzimidazol carbamato),
para verificar seus efeitos na sobrevivéncia das linhagens A, C, K e
Eg de ¥. anisopliae cedidas, respectivamente, pelo Instituto Bioldgi-
co da Bahia, Dr. Claudio Luiz Messias (UNICAMPF), Dr. Kamal Elkadi
(CEPLAC) e Dr. José@ Ayres Ventura (EMCAPA, E.S.).

Oz fungicidas Vitavax (Uniroyal do Brasil $/a), Cloroneb (75% P.A.)
¢ Benlate (50% P.A.), ambos da Dupont do Brasil 5/a, foram diluldos
em metanol e o volume completado com Agua destilada esterilizada, de
tal modo gue a concentragao de metanol nao excedesse a 2% do total
que, como demonstrado(5), nde inibe o desenvolvimento de fungos.

Foram feitas diluigdes apropriadas dos fungicidas Cloroneb e
Vitavax obtendo-se concentragoes finais, nos meios de cultura, de 2,
4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 e 1024ug/mf. Para o fungicida Benlate
foram usadas as concentragoes de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.5, 2
e fug/mf pois, em teste preliminar, verificou-se gue, nas congentra-
goes acima de 4ug/mi, o funge nfo apresentava crescimento.

Foram utilizadas duas placas de Petri para cada concentragio, no
total de 58 placas de cada linhagem; como testemunhas, foram usadas
Placas gsem fungicida. O meio de cultura foi o meio completo, descrito
por Pontecorve & col.(12).,

Suspensoes de conidios de coldnias, incubadas oito dias em placas
de Petri, contendo meio complete, foram preparadas em solugao de
Tween (Orl%v/v%, gendo o nimerc dos mesmos, estimade em hematimetro,
em cerca de 105-107/ml. a inoculagio, das suspensoes das guatro 1i-
nhagens, foi feita com o auxilic de um fio de platina, o qual era mo-
lhado na suspensao. As medidas dos diidmetros de crescimento foram
feitas no guarto dia de incubacio.

Isolamente de mutantes resistentes g Benlate — Em placas de Petri,
contendo 8ug/mf de Benlate, foram semeados conidios da linhagem Asde
M, antsoplige, preparadas como descrito acima, semeando-se 2 x 14
conidios/placa. Apos ocito dias de incubagac, efetuou-se a contagem
das colonias, nas placas contendo o fungicida, sendo calculada, assim,
a frequéncia de mutagac, dessa linhagem, para resisténcia a Benlate.

Concentragao minima inibitéria dos mutantes restetentes aq Benlate —
Cinco mutantes, resistentes a pelo menos 8ug/mf de Benlate, obtidos
como deserito no {tem anterior e que apresentavam bem crescimento
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nessg concentragao, foram ensaiados para se determinar qual a concen-
tragac minima inibitdria. Para tal, eles foram inoculados em placas
com meio completo, mais concentragdes crescentes de Benlate, de acor-
do com o procedimento descrito anteriormente.

ApGs oito dias de incubagao efetucu-se a medigdo dos dilmetros das
e¢olonias, nas diversas concentragdes, assim como das testemunbas.

Atuagae dos fungicidas Benlate e Vitavax sobre M. anisoplige - Foram
preparadas placas contende meic completo, adicionado de Vitavax (256
e 5}2ug/mf) ou Benlate (4ug/mf). Nessas placas, foram semeados cerca
de 150 conidios de cada linhadgem usada. Apds oito e guinze dias de
incubagdo, fol feita a contagem de conidios germinados.

Rezultados e Discussao

Determinagae des niveis de resisténeiq - Ag Piguras 1, 2 e 3 resumen
os resultados obtidos com relagdo ao crescimento das linhagens usa-
das, em diversas concentragoes dos fungicidas Cloroneb, Vitavax =
Benlate.

Figura 1 - Curva de sobrevivéncia das lighagens 4, ¢, &
e By de M. awisopliae ao fungicida Cloromeh
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Para o Cloroneb, houve cregscimento das guatre linhagens deo fungo,
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at& na major concentragdo utilizada, significando alta resisténcia
natural ja existente. Em relagdo ao Vitavax, verificou-se que a con-
centragac inibitoria foi de 256ug/ml. Para o Benlate, verificou-se
gue, com 4dpg/mf, nio houve mais crescimento de gualguer das linhagens
ensaiadas, indicando ser, este, o fungicida mais efetivo, entre os
trés empregados.

Figura 2 - Curva de sebrevivencia das linhagens 4, ¢, X
e Eg de M. anisopliae as fungicida Vitavax
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Teolamento de mutantes resistentes o Benlate - Através de semeadura
de 2 x 107 conidios, em placas com Benlate, 37 mutantes foram obti-
dos, o gue di uma frequéncia de 2,35 mutantes por 10% conidios. A Ta-
bela 1 resume os resultados, observados com relagdo ao crescimento de
alguns mutantes da linhagem 4, em diversas concentragdes do fungicida
Benlate, Cinco desses mutantes, designados de Beny até Beng foram es-
tudados com mais detalhes. Os mutantes Benjy, Benp e_Ben3 apresentaram
crescimento até 1024pg/mé; Beng e Beng cresceram até 128pg/mf, Veri-
fica=-ge, assim, que ou diferentes sitios, de um mesmo gene, pedem ser
modificados, dando diferentes niveis de resisteéncia, ou, entao, dois

genes poderiam estar envelvidos, na determinagic de resisténcia alta
e haixa.

As linhagens com genes para yesisténcia tém a mesma taxa de cresci-
mento gue a linhagem sensivel original. Portanto, como o desenvolvi-
mento do fungo nao & alterade, a resistdncia a Benlate torna-se marca
genetica valiosa para uma linhagem que venha a ser aplicada, no campo
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Figura 3 - Curva de sobrevivencia das linhagens 4, C, X
e Ep de M. anisoplize ao fungicida Benlate
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e cuja disseminagdc se deseja medix; dessa forma, nos re-isolamentos
gue fossem feitos, poder-ge-ia identifica-la, através da mareca para
resisténgia, =sem o perigo de confundi-la com outra linhagem de M.
anigopliae, previamente existente no campo. As marcas genéticas, para
resisténcia a Benlate, poderiam ser wtilizadas, tamheém, em estudos
bisicos de genetica deste fungo.

Atuagio dos fungicidas Benlate e Vitavax sobre M. anisopliae - A Ta=
bela 2 resume os nimercs de coldnias obtidas das quatro linhagens,
apds oito a 15 dias de incubaglo, em concentragoes inibitérias dos
fungicidas Benlate e Vitavax. Verifica-se que, apds olto dias de in-
cubagao, n%o houve gualguer crescimente, nas cohcentragoes usadas.

Somente apbs 15 dias de incubagBo & gue houve crescimento das cold-
nias, para ¢ casoe de Vitavax.

Comparando-se o ¢rescimento das guatre linhagens de M. aniscpliae
verifica-se gue a linhagem Eg apresentou, apbs 15 dias, nimers menor
de colénias do que todas as outras, nas concentragdes de 256pug/mi e
5l2ug/ml de Vitavax, parecende ser a menos resistente a esse fungici-
da. Observa-=ze, ainda, gue, mesmo apos 15 dias de ineubagao, nao hou~-
ve gualguer crescimento em Benlate. Conclui-se, portanto, que Vitavax
atua como fungistatico, enguanto gue o Benlate Eossivelmente causa a
morte de todas as linhagens ensaiadas, embora nac pOsSSa Ser afastada
a hipbtese de que uma agdo residual, prolongada, de Benlate impedig-
se, mesmo apbs esse tempo, o desenvolvimento de colonias.
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Tabela 1 — Media dos dizmetres em centimetros de colonias de 5 mu—
tuntes de linhagem 4 de M. anisopliae resistentes a Bug/ml de
Benlate em varias concentragGes desses fungicidas

Concen= Mutantes Linhagem
tragoes Ben, Ben, Ean3. Ben, Beng original
0 1,85 1,40 1,55 1,85 2,10 1.85
2 1,70 1,70 C 1,55 1,85 1,65 1,30
4 1,75 1,75 1,45 1,60 1,80 0,00
8 1,75 1,35 1,35 1,75 1,90 0,00
16 1,55 1,75 1,65 1,60 1,65 0,00
3z 1,15 1,10 1,15 0,55 0,40 0,00
64 1,50 1,20 1,20 0,40 0,75 0,00
128 1,50 1,00 1,30 0,50 0,60 0,00
256 0,60 0,85 0,90 0,00 0,00 0,00
512 0,50 0,55 0,70 0,00 0,00 0,00

1024 0,45 0,50 0,90 0,00 0,00 0,00

Tabela 2 - Media dos nimeros de colonias das livhagens 4, O, K e
Eg de M. anisopliae cbtidas apds inoculagio em meio de cultura
contende concentragoes de 256ug/mf e 512ug/wmf de Vitavax e 4pg/ml
de Benlate, zpos 8 e 15 dias de inmcubacao

Concen- Linhagens
tragoes
(ug/mf) X 4 ¢ Eg
8 15 8 15 8 15 8 15

0 130,0 130,080 130,0 130,0 115,0 1i5,0 ©5,5 92,5
Benlate 4 0,0 0,0 0,0 0,0 ¢,0 0,0 0,0 6,0
Vitavax 256 g,0 137,0 0,0 100,0 0,0 13z,0 0,0 3,0
Vitavax 512 a,0 21,0 0,0 6,0 0,0 6l,5 0,0 3,5
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INFLUENCIA DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO
NO CRESCIMENTO DE CHLORELLA HOMOSPHAERA
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Dept? de Engenharia Bieduimica, Escolz de ngmica UFR.S
Centro de Tecnologia, Bloce E = Ilha do Fundaoc
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Resumo

Tres diferentes fontes nitrogenadas foram utilizadas, em concen-
tragoes variavels, para o crescimento de Chlorella homosphaera em
cultive mixotrafico (17 de glicose), sob iluminagao eoustapte,
seragao (2,85&/m/f), agltagao (200rpm) e temperatura de 35°C. Fo-
ram quantificadas a producae de biomassa & o consumo de nutrien—
tes {glicose e fonte de nitrogénio). As fontes emprepadas foram:
urgia - 0,10 — 0,20 - 0,35 - 0,70 e 1,00 z17}; Nalldy — 0,60 -
1,20 - 2,40 e 10 »00 g1 -1 e NH Cl -0, 06 - 1, 12 e 0,24 gl™l, A me~
lhoz fonte para obtengao de biomassa foi upéia, na concentragao
de ¢,35 gl , sendo que em nenhum des teores testados verificou—
58 1n1b1gao do crescimento. O nitrato também proporciona bom
cresc1mento, que & inibide em torno de 10 00 gl™ 4t de NaWOz. O
amonie, entretanto, 1n1be em cancentragoes de cerca de 0,24 gl ~1
e a Erodugaﬁ de celulaa & insignificante; em nenhuma das comcen—
tracoes desse sal & verificado consumo de glicose.

Surmmary

The influence of different nitrogen gources in growth of Chlorel-
la homosphaera

Three nitrogen sources were used in varying concemtrations in mi-
rotrophic cultivation (12 of glicese) of Chiovelia homospkaeru
with coatinpe illumination, aeration (2. SSE/ﬁ/ﬂ), agitation {200
rpm) and temperature of 3560 During processing blomass produc-
tion and concentration of mutriemts (N and ¢ organic) were deter—
mined. Sources used: urea - 0,10 - 0,20 - 0,35 - 0,70 -

1,00 g171; NaWog - 0,60 - 1,20 - 2 ,40 ~ 10,00 g1 1 and NH,C1 -
0,06 - 0,12 - 0,24 31 “l. Urea yelds best biomass at concentration
of 0,35 g1~} causing no inhibition when this level was used. Ni-
trate also provides good growth, which tends to diminish at

10,00 gt71 af Nal0s. Ammonium causes inhibitiom at concentration
of 0,24 g171 when cellular producticon is small; gliceose consume
when uzing ammonium chlerid was not verified.

Introducdo

Sao consideradas, enormemente, as diferentes influéncias obtidas no
comportamento de ce&lulas de algas, com varlagoes de fontes de nityro-
génio. Rex & col.(15), estudando a infludncia de concentragao de ni-
trato, ne crescimento de Chierella pyrencidosa, em condigbes fotos-
sintéticas, encontraram como quantidade ideal 1,8g de nitrogénio por

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 13(31:279-290, Jul./Set. 1982
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litro, usando KNO3., Franga & col.(7), usando Q,24% (p/v) de NaNoOj,
consequiram maior peso seco para células de Chlerella homosphaera
(0,53%).

Shah & col.(18), pesguisando a infludneia da concentragio de nitro-
génio, no crescimento de Chloralla pyrencidosa, Seenedeemus quadri-
eauda e Chlamydomonas debaryanag, encontraram maxima taxa de cresci-
mento com KNO., has concentragdes de 55, 50 e 45mg de nitrogénio por
litro, respectivamente.

Schuler & col.(17), empregando NH,NO; com 14N amoniacal, no cresci-
mente de Chlerella vulgaris wverificaram que a alga utiliza NH 4, pre-
ferencialmente, e, apés esgotar essa fonte, entao absorve NO3™. Iszo0
j& ndo ocorre para Chlorella pyrenoidosa gue, numa primeira fase de
cultive, gquando a alga ndo tem suficiente fonte endbgena de energia,
NHt, & preferencial, mas o crescimento efetive & conseguido como NOg~™.

s53lageamu & col.(16) verificaram gue, em 0,69 de uréia por litro,
obtém~se meio mais favordvel para acimulo de substincia organica e
promocac de fotossintese, em Chlorella vulgaris e Scenedesmus geuti-
formis. Pryztocka Jusiak(1l4), pesquisando a sobrevivéncia de Chlorel-
la vulgaris, em altas concentragdes de nitrogénio, notou gue amdnio
tornava-se toxicoe a partir de 1,339 de nitrogenio por litro; nitrato
em 10,09 de nitrogénio por litro com 50% de sobrevivéncia em ambas, e
a urdia nio mostrava efeito téxico, em concentragdes acima de 12,0g
de nitrogénio por litro. A amostra apresentou particular sensibilida-
de ao amdnio.

Devido a falta de dados referentes a amostra de Chierella komos-
phaera, na literatura, em relagdoc 3 utilizagao de diferentes fontes
nitrogenada=, o presente trabalho foi reaslizado.

Material e Matodos

Microrganisme empregade — Chlorella homosphasra, purificada e identi-
ficada no DEB da EQ na UFRI(1l), em cultura estoque mantida em gelose
Difeco a 5°C, apds crescida, por 7 dias, sob iluminagao constante.

Maio empregade - Meio de Simmer modificado (1%9), adicionado de 1% de
glicose (6), variando-se a fonte nitrogenada em diferentes concentra-
¢coes: urdia - 0,10 - 0,20 - 0,35 - 0,70 - 1,00 gl }; nitrato de sddio
- 0,60 - 1,20 - 2,40 - 10,00 gl”l e cloreto de amdnio - 0,60 - 0,12 -
0,24 g1~l, Todos os constituintes do meio foram esterilizados a 1109C,

por 20 minutos, exceto a ureia, gue foi esterilizada por filtragao.

Infeule = @ indculo foi preparade em frascos agitades, a 110-120 oz~
eilacbes/min. B.Braun Melsungen, de 500mf, contendc 100m{ de meio de
cultura sob iluminagdc continua de seis lampadas fluorescentes de 15w
cada, a 35%5°C + 0,1. O indculo inicial, para a produgao de biomassa,
foi padronizado por curva de peso seco contra absorbinela; o peso das
amostras, colhidas durante o processo, foi determinado por esta curva.
as células foram secas a 90°C & a absorbincia fol de 430mm, lida em
Spectronic 20 Bausch & Lomb; a abszorbincia de 0,325 correspondeu a
0,10mg de c&lulas por mf.

Produgao de biomassa - O processo foi conduzido em fermentadores
Virtis, com capacidade de guatro litres, contendo 2,2 litros de meio
de cultura, com controle de aeragao (2,85L/m/L), agitagdo (200 rota-
gaes por minuto), temperatura 35°C e iluminacac eontinua, atraYES de
guatro lampadas fluorescentes, de 40w cada. O ¢ultivo heterotrofico
foi cobtido nos fermentadores, nas mesmas condigOes, apenas sem ilumi-
nagic e com os reatores envoltos em papel manilha e laminade.
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Determinagoes quantitativas — 1, Andlise da biomassa - em intervalo
de quatre horas, foram tomadas aliguotas de 5mé, centrifugadas, lava-
das por trés vezes com Agua destilada e lida a absorbincia a 430nm
para =ze obter o c¢rescimento celular; 2. 4dnglise do sobrenadante -
obtido a partir da centrifugagido das amostras colhidas; 2.1. Dasaqgem
do consumo de glicose - feito pela glicose oxidase, sequndo "Rit"
Merck (Merkotest glucose - Methode god Pap); 2.2. Dogagem do consumo
de uréia - feito pelo método da urease (Merckotest - Uréia): 2.3. Do—
sagem do consumo de nitrato - feito pelo reagente fenol - dissulfdni-
co(20); 2.4. Dosagem do consumo de amonio - feito pelo reagente de
Nessler(4); 2.5. Dosagem da variagdo do pH - determinado potencicme-
tricamente (Metrohn -~ Herison).

Resultados

O crescimento de Chlorellg homosphaera foi proporcicnal ao aumento
da concentragac de uréia, sem que tivesse sido verificada inibigdo,
mesme no teor maximo estudado. O maxime obtido foi, em madia,

6,1 g1l de peso seco de células, nas concentragbes a partir de
0,35"¢1™L (Fig.1). O consumo da uréia foi total ou quase total, embo-—
ra com menor velocidade, 3 medida que se aumenta o teor do composto
noe meio; com 1,00 gl™l de urdia cerca de 47% permanece no melo, =em

Figura 1 - Produgio de biomassa de Chlorella ho-
mosphaera em fungao da concentragae inielal de
ureia
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ser consumido (Fig.2). O consume de glicose & tanto maior guanto nais
uréia @ empregada no meio de cultive, sendo praticamente esgotada nas

Figura 2 - Consumo de uria por Chlorella homosphasra
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raiores concentragoes de fonte nltrogenada {(Fig.3). O pH inicialmente
ze eleva até 21 horas: diminui, at® inicic da fase estacicnaria; e
torna a subir, durante toda a fase estacionaria (Fig.d4).

0O cregciments foi também proporcional ao aumento da CDncentraan de
HaNQ4, atingindo 5,2 gl "l, entretanto, com inicio de inibicdo, em
tornd de 10,00 gl 1 do composto (Fig.3). O consumo do nitrato foi
perDrCanal 34 quantidade inicial, colocada ng meio de cultura, ob-
tendo-se consumo total nas menores concentragdes € maximo {(de
6,0 g171) no maior teor testado (Fig.6). O consumo da glicese foi de=-
pendente da concentragao de NaiNO3; nas malores concentragbes todo
aglcar foi consumido (Fig.7). O pH, durante o processo, atingiu vale-
res basicog, acima de 8,0 (Fig.8).

Quande se trabalhou com cloreto de am&nio, o comportamente 4a mi-
croalga fol bem diferente, em relagac as outras fontes. O crescimento
fo0i, inversamente, proporcional & concentragao de amdnio, atingindo,



Figura 3 = Lonsumo de glicose por Chlorella homesphas—
ra cultivada em diferentes concentracoes de uréia

100k
Tz%a\b\
50—
1 “\\\\\: xhxhxhb”:::::“HAﬁuh_
5:" 80— X x"“‘-:_:::;
g T a
4'0-— - \A
20— \
_ N
O.Do “f-') 21) Jﬂ 4I0 horu:'—:o

AGQID; 0020 . A03 ; @ 07D gi'de uréia.

Figura 4 - Variagdo do pH do meio de cultura contendo
diferentes concentragoes de uréia, no crescimento de
Chlovella homosphaara
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Figura 5 - Produg3e de biomassa de Chiorella

homasphaera em fungio da coneentragao inicial
de nitrate de sodie
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no maximo, 0,4 gl * de células (Fig.9). Nao foi observado consumo de
glicose, em presenga de amonio, em mixotrofismo, nem em heterotrofis-
mo . Nas experiencias, realizadas em auséneia de glicoze, o crescimen-
to foi o mesmo gque nos experimentos com glicose (Fig.l10). O consumo
de NH,C1 foi, praticamente, total, nas mais baixas concentragdes de
amdnie testadas, com teor bastante sigrhificativo na maisz alta concen-
tracio; o consumo miximo foi 0,11 gl +, conseguido nos experimentos
com 0,12 gl~1 de NH4,C1 (Fig.ll). O pH, de todos os experimentos,
atinge valor acide, entre 3,3 e 4,5 (Fig.l12).

Discussao

Little & col.{1l), trabalhande com Chlorella ellipsoidea, em condi-
¢30 heterotrbfica consequiram peso de células da ordem de 0,43 -
0,48 g1~1, empregando 0,60 gl™l de urdia e 0,60 gl~1 de glicose; nos-
so rendimento em biomassa foi maior (Fig.l). A uréia-amideliase € de-
pendente de ATP e, segundo o5 mesmoes auttores, a glicose ativa o sis—
tema enzimatico em questdo; talvez isso expligue o maior consumo do



Figura 6 - Consume de nitrato de sddio por
Chlorella homosphaera
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Figura 7 - Consume de glicose por Chlorzila homosphoe—
ra em diferentes concentracoes de nitrate de sadio
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Figura 8 - Variacao do pH do weio de cultura com-
tendo difereates concentragoes de nitrato de sodio,
no crescimento de Chloreliq homosphasra
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aclicar nas maiores concentragoes de ureaia (Fig. 2 e 3). O aumento
inicial de pH, possivelmenté, se da por libera¢ao da. aménia, na hi-
drdlise inicial da ur&ia(9, L0); mno inicic da fase estacionaria o pH
diminui, por assimilagdo mals rapida dessa.amdnia que do CO,, também
liberado. Little & col.{ll) relatam que amdnia & produzida ém todas
as fases de cultivo, mas, sua presenca s & notada na fase estaciona-
ria, por aumento do pH, guando cessa o consumo desse ion o que foi
constatado em nosso experimentos (Pig.d).

Franga & col,(7) obtiveram 5,30 gl 1 de células de Chlorella homos-
phaera, em cultivo mixotrdfico, em frascos agitados, semelhante aos
nossos resultados (Fig.5). Foi verificade, pelos autores, inicio de
inibi¢do em torno de 5,00 gl™l de NaNO3, crescente com o aumente da
concentragac do composto nitrogenade. Alguns pesguisadores(12,17) ve-
rificaram assimilagac inicial de amdnio, em meio contendo nitrate e
ambnic e diminuigdo da atividade da nitrato-redutase, em presenga da
fonte amoniacal. Talvez iszo explique porgue, em maiores concentra-
gbes de NaNO,, o excesso do Jon formado, diminua a agao da enzima,
impedindo a Fedugac'e, consequentemente, a assimilagac total do com—
posto por Chlorella homesphaera (Pig.5). Davis(3), relata que a re-
ducdo do nitrato, em condig@o heterotrdfica, estd acoplada & owxidagao
da glicose. Se, em condigac mixotrofica, pode ser feita esga megma
anilise, podemos explicar porgque a glicose & totalmente consumida,
nos cultivos com maiores teores de nitrato (Fig.7). Pratt & ceol. (13}
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Figura 9 - Produgﬁomde biomassa de Chlorella
homosphaera em fungae da concentragze imicial
de cloretn de mmonio
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tambem verificaram, como ndés (Fig.8), aumento nos valores de pH, tra-
balhando com Chlorella vulgaris, cultivada em KNO3 e interpretaram
como. sendo devide ao fato gque N03~, derivado da hidrdlise do sal, se-
ja absorvido juntamente com um HY.

Nas duas menores concentragoes de NH,Cl estudadas, & mesma biomassa
foi obtida com aumento na velocidade dé crescimento para 0,06 gl 1
(Fig.9). Parece gue ambnic inibe, de alguma maneira, a utilizacdo da
hexoge. Pratt 2 col,(13) acham que, em presencga de NH4 , Ocorrem va-
riagdes coloidais, na parede celular, gue alteram a capacidade de
absorgac, elasticidade & plasticidade e as células tendem a crescer
mais. Bm células de Chlorelia vulgaris, o sistema de indugao do
transporte de hexose & intracelular(8). Aliando-se esses dois meca-—
nismos de transporte e alteragfes sofridas, podemos talvez explicar o
nio consumo de glicose, por Chlerella homosphaera & a nao modificagao
do crescimento, em presenca ou auséncia de glicose (Fig.l1l0). A mi-
croalga mostrou-se bastante sensivel ao amdnio, com pouca capacidade
de absorcac do mesmo (Fig.ll). Araujo{l) e Cain(2), salientam gue a
baixa biomassa, em meio amoniacal, pode ser devida 3 reagao altamente
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Figura 10 - influgncia da glicose ne crescimen-
to de Chlorella homosphaera em fungao da concen
tragao de cloreto de amonio
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Figura 11 - Consumo de cloreto de swonie por Chlorella
homoaphaera
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Figura 12 - Variagdo de pH do meio de cultura contendo
diferentes comncentragoes de cloreto de amonie, ao
crescimento de Chlorella homosphaera
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acida, que se processa, gquando da absor¢ac do ion, com queda nos va-
lores de pH. Também verificamos essa gqueda (Fig.12), mas, naoc conse-
guimes aumento da produgac celular, em experimentos com controles de

pH.
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VACINACAG ORAL ANTI PROPIONERACTERIUM ACNES*:
AVALIACAO POR NIVEIS DE ANTICORPOS SERICOS
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04023 Sac Paulo SP, Brasil

Introducio

Parece claro, atualmente, gque componentes gendticos e hormonais eg-
tejam envolvidos no processo de desenvolvimentn do acne vulgaris(16).

Contudo, oz bons resultados, obtidos oom o empregqo de antibidticos,
em um significativo nimero de casos, sugerel, fortemente, que bactea-
riag tenham, também, imortante participacao.

QO encontro sistemdtico do FPropfonecbacterium aencs, em todos os es—
tagios da acne, excedendo em muito o nimero de cocos gram-positivos,
tem levade diversos autores a sugerir um importante panel para este
microrganismo, na patogénese da doenga(l0,12,14,19).

Este achade tem encaminhado a maioria dos trabalhos, gue wrocuram
estudar os mecanismos imunologicos, envolvides no acne, no sentido da
resposta especifica aos antigenos do Propionebaaterium acnes.

A detecgao e titulacao, por diferentes tecnicas, de anticorpos di-
rigidos contra uma variedade de antigenos constitucionais ou extra=
=celulares do microrganismo, tém mostrado, de uma forma geral, gue
niveis mais elevados s26 encontrados em pacientes wortadores de acne
do gue em controles sadios(12,13,14,15).

Hipersensibilidade imediata, relacionada a niveis elevados de anti-
corpos séricos, pode também ser demonstrada(l5); hipersensibilidade
de tipo tardio, entretanto, foi detectads nas mesmas DrOpOICOes em
pacientes e controles sadios, ndo parecende ser influenciada nor di-
ferentes estigios ou formas clinicas da doenca(15).

Por outro lado, fol recentemente demonstrado que o aumento no nivel
de IgG sérica, através da administragic de amino-icidos essenciais,
promovia melhora clinica em pacientes que apresentavam aguela imuho-
globulina em niveis abaixe do normal (Wosaoff, A., Bozzola, C.J. &
Trotta, M.C. - Comunicagdo pessoal).

Diversos estudos experimentais hojemji considerados cléssicos de-
monstraram que em determinadas condigdes a administragdo por via oral
de antigencos bacteriancos brovoca uma resposta imuwne local(2,4,22).

Publicagbes mais recentes(9,17,20) demonstraram de forma inequivoca
que a administracidc de antigenos por via oral desencadeava tambem uma
resposta jmune sistemica com o aparecimento de antlcorpos sericos es-
pecificos.

*Material gentilmente cedido para pesquisa pelo Dept? Cientifico de
Wesley - Laboratdrios Farmacsuticos Lida.

Rev. Microbiol., Sac Paulo, 13(3):291-296, Jul./Set. 1882
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Se o Propionebacterium acnes tem um papel definido na eticlogia da
doenga, & uma resposta imune contra ele esta claramente presente nos
casos clinicoz, & licite supor gue mecanismos imuncldgicos possam de-
sempenhar importante papel no controle da infecgﬁo.

Seguindo esta linha de idéias, Belliboni(l) empregou, recentemente,
no tratamento do acne, uma vacina oral preparada com Propionebacte-
rium aenes e Staphylococcus aureus (frequente contaminante secundario
das lesbes) e gue continha ainda sulfato de zinco. A avaliagao dos
regultados foi feita em baszes clinicas e o produto foi considerado
eficaz.

0 objetive do presente trabalho é avaliar labhoratorialmente a capa-
cidade desta vacina oral em estimular uma resposta imune especifica
sBrica, Para isto uma partida sspecial da mesma foi preparada conten-
do apenas Propionebacterium aenes (ATCC 6921). Afim de descartar
eventuais infludneias do estimulo imunoldgico desencadeado pela pré-
pria infecgde, o experimento inclui pacientes e controles sadios. O
segquimento do nivel de anticorpos no decorrer e apds a imunizagido foi
o parBmetro escolhido para estimar os resultados da vacinagiao. A pro-
va de imunoflucrescéncia foi adotada em fungido de sua sensibilidade e
da facilidade gque oferece para o reconhecimento da imunoglobulina en-
volvida,

Material e Mé&todos

Vacina ~ Foi administrada uma vacina oral, em cdpsulas contendo anti-
genos de Propionebacterium acnes e preparada de forma a oferecer a
liberagio uniforme e cronogramada de absorgio entérica, através de
microesferas. Cada cipsula apresentava 500 milhdes de unidades forma-
doraz de coldnias e era administrada diariamente, em jejum, por via
oral, durante um pericdo de 60 dias.

'mdividucs — Poram submetidos, & vacinagao, 12 individuos, sendoe oito
do sexo feminino & quatro do .sexo masculino, com idades variando en-
tre 16 = 47 anos. Sete deles apresentavam acne, sendo guatro com for-
ma mais severa e tr8s com forma leve., Ds cinco individuos restantes
eram sadios. Todos o=z individuos concordaram, wvoluntariamente, em
participar do ensaio e pertenciam, alguns, ao Depto. de Microbiolo-
gia, Imunclogia e Parasitologia da Escola Paulista de Medicina e ou-
tros ac Depto. Cientifico do Laboratdrio Wesley. )

Sores - Foram obtidas amostras de soro de todos os indjividucs, antes
de se iniciar o programa de vacinagao e a 14, 28, 42, 56 e 70 dias,
apds iniciada a imunidagaoc.

Avaliapae do titule de anticorpes - A avaliacao do tituleo de anticor-
pos foi feita pela técnica de imunofluorescéncia indireta(7). Foi
usada, come antigenc, a mesma cepa de Fropionebacterium genez (ATCC
6921), utilizada na produgao da vacina. Os sores, a serem estudados,
foram diluidos em razido dupla, a partir de 1/4. Foram utilizados con-
jugados anti-imunoglobulinas, das classes IgM & IsG humanas (Hvland -
Pivision Travenol Laboratories, Incoosta Mesa, California, USA}. no
titulo que garantia ura flunorescéncia de quatro cruzes, Ifrente a =o0-
ros positivos.

Resultados

Na Tabela 1 aparecem os titulos de anticorpos da classe IgG, apre-
sentados pelos 12 individuos, submetidos & vacinagde, no decorrer do
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Tabelzs 1 - Niveis de antieorpos de classe 1gG em relagio 3 presenca de acne e dia
do inicic da vacinagso

Dia
Pacjentes Presenga de acne
0 14 28 42 Y3 70
1 - 1024 1024 2048 2048 2048 2048
2 - 256 256 512 512 512 512
3 44 512 a1z 1024 1024 1024 1024
4 - 512 3024 1024 1024 1024 2048
5 + 1024 1024 2048 4096 4096 4096
6 ++ 8loz Blaz2 8192 163B4 16384 32768
7 ++ g192 8192 8lo2 al192 8192 8192
8 + 1024 1024 2048 4004 4096 4096
9 + 512 1024 1024 1024 2048 2048
106 - 25g 256 512 1024 1024 1024
11 - 256 256 1024 2048 2048 2048
12 ++ 8 8 16 16 16 i6

experimento. Estes anticorpos estavam presentes, por ocaside do ini-
cio da vacinagho, na totalidade dos individucs, em tftulos que varia-
ram de oito a 8192. Foi observada elevacgdo de titulo, em 11 dos 12
cagos estudades.,

Os resultados da pesguisa de anticorpos da classe IgM aparecem na
Tabela 2. Sua detecgdo ocorren em apenas dois individuos (um paciente
e outro sadic), ao inicio da vacinagio, em titulos que se elevaram,
no decorrer do experimento. O paciente n® 8, sem anticorpos da classe
IgM contra Propionebacterium genes, ao inicio da vacinacao, apresen-
tou conversao soroldgica posterior.

Tabela 2 - Niveis de anticorpos da classe Igh em relagao 3 presenca de acne e dia
do inifeio d2 vacinagio

Dia
Individuos Presenga de acne
0 14 28 42 56 70
gx + —k% 8 32 32 3z 16
10 - 4 g 16 16 16 16
1z ++ B 8 16 16 16 16

* 0s demais apresentaram Soro nao reagente eém tode o tramscorrer do experimento.
#% Titulo inferior a 1/4.
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a Tabela 2 apresenta a nédiaz dos tituleos de anticorpos da classe
IgG, encontrados ao inicio e fim do experimento, no grupc tode e,
igsoladamente, dos pacientes com acne € do grupo controle, bem como
dos Indices de conversdc sorologica.

Tabela 5 ~ Anticorpos da classe IgG. Titulo m@dio antes ¢ apds a
vacinagio ¢ mediz dos Indices de conversao sorelogica

Tndividuos Antes Apds Indice conversdo soroldgica

Pacientes 2781 74623 ‘ 2,7
Controles 461 1536 3,3
Total 1514 4993 2,75
Digcussao

0=z rasultados obtidos demonstram uma respesta efetiva, em termeos de
niveis de anticorpos séricos, 3 imunizagdo com a vacina oral, prepa-
rada com Propionebagcierium acnes.

Anticorpos de classe IgG foram detectados, pa totalidade dos indi-
viduos estfudados, antes do inicio da imunizagao (Tabela 1). Em média,
titulos mais elevados foram encontrados entre os portadores de acne
do gue no grupo controle (Tabela 3), de acordo, alids, com dados da
literatura(lz,l1é).

Com apenas uma excegao, todos os individuos estudadcs apresentaram
aumento no teor de anticorpos. Os indices médios de conversao sorolo-
gica aparecem na Tabela 3 e foram discretamente malores no grupe <on=
treole.

Anticorpos da classe IgM apareceram irregularmente, apenas na mino-
ria de individuos.

Os mecanismos imunoldgicos fundamentais, envelvidos na registeéncia
do hospedeiro, &s infecgdes, variam, substancialmente, conforme o
processo infecclose consideradeo e, em apreciavel nimero de casos, ©
contrele da infecgao nao &, ainda, bem compreendido. Analisando-se,

de forma parcial, em algumas situagoes, Como a difteria e & tétano,
anticorpos séricos estdo diretamente relacionados com a resisténcia.
Em outras, como a maioria das infecgbes a virus das vias aéreas supe-
riores, as imuhogleobulinas presentes nas secregées, sobretudo Iga,
desempenham um papel fundamental. Na tuberculose e algumas outras in-
feccoes, a resisténcia @ dependéneia da imunidade, mediada por calu-
lag & os anticorpos, embora presentes, nac parecem desempenhar papel
significativo.

Estimulos antigénicos, ao nivel das mucosas, podem, por outro lado,
determinar o aparecimento de respostas imunes, sistémicas ou locais,
tante humoral como celular e gque terao importancia varidvel, conforme
a natureza do processoe infeccioso(5,11,21).

Hoje estd demconstrado, claramente, que preparacées de antigenos,
administradas por via oral, podem estimular o aparecimento de teodos
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estes tipos de resposta imune, sejam elas constituidas por antigenss
sollveis ouw calulares(3,6,11,18,213.

A etiopatogenia e imunclogia do acne vulgarizs incluem—-se entre
aquelas que estlo, ainda, longe de serem adequadamente conhegidas.
Parece claro que Propiomebacterium genes degempenha papel importante,
erbora outros fatoreg devam estar presentes. A inoculagiaoc de Propie-
nebgeterium acnes, em local de pele zadia, leva ao aparecimento de
lesdes tipicas, em individuos com ache, mas ndo em controles zadios.

Em que pesem as alteragdes imunoldgicas, evidentes, no decorrer da
moldstia, ndo estd claro quais delas desempenham papel importante,
seja no controle da infecgdo, seja na intensificacao de mecanismos
inflamatdrios. '

Nao & objetivo do presente trabalho tentar esclarecer estes agpec—
tos. Pretendiamos, apenas, verificar a eventual ocorréncia de um me-
canismo imunoldgico, caracterizado pela aparigio de anticorpos espe-
cificos, em resposta 3 administragdo de uma vacina oral, que apresen-
tou resultados eficazes do ponto de vista chinico(l).

Naquela ocasido, a vacina continha também Staphylococeus qurens e
sulfate de zinco, gue poderiam, eventualmente, ter influenciado de
forma significativa os resultados, avaliados em bases clinicas. Uti-
lizamos, por isto, uma vacina semelhante, contendo apenas Propioneg—
baeterium acnes e procuramos verificar suas condigoes de chegar a de-
terminar uma resposta imune sistémica, avaliavel pela pesquisa e ti-
tulagio de anticorpos séricos. Empregamos a imunofluorescéncia indi-—
reta, utilizande, como antigeno, uma suspensio bacteriana, pesquisan-
do, fundamentalmente, portanto, anticorpos dirigidos para antigencs
constitucicnais da superficie do microrganismo.

Os resultados obtidos mostram que a vacina oral empregada foi efi-
caz, em estimular wma resposta imune sistémica humoral, tante em pa-
cientes com acne, como em controles sadiog.

O significado deste achado, em termos de controle da infecgido, bem
como eventual ocorréncia simultinea de outros mecanismos imunglogi-
Qos, requerem, evidentemente, novos estudos, como tambam sugerem ou-
tros autores(8),.
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ATIVIDADE COMPARADA DA CEFOPERAZONA E CINCO CEFALOSPORINAS FRENTE
A 628 AMOSTRAS DE ENTEROBACTERIAS, PSEUDOMONAS E STAPHYLOCOCCUS

Imiz Rachid Trabulsai
Neusa P. 8ilva
& Lilian R.M. Marques

Dept? de Micrebiologia, Imunoclogia e Parasitologia
Escola Paulisra de Medicinma

Rua Botucatw, 8$62/3¢

04023 Sac Payle SP, Brasil

Resumo

CIMcn e CIMgy da cefoperazona e outras cinco cefalosporinas (cefo-
xitina, cefamandol, cefazolina, cefalexina e cefaloridimg) foram
analisadas freante 3 628 amostras de: Zscherichig colt, K. prewno-
niae, 8. enteritidis, Shigella, Entevobaoter, P. miyabilis, P.
morganit, Serratia, Citrobacter, Peeudomornas, 5. aureus e 5. epi-
dermidis. Este estudo confirmou o amplo espectro de agan da cefo-
perazona que, ao contririo das outras cefalosporinas, apresenton
excelente atividade contra P. gerugincez. Em relagao. as demais
amostras, sus atividade foi superior ou semelhante ds outras cefa-
losporinas, com excegio das amostras de 5. enteritidis, que foram
relativamente resistentes a cefoperazona e as cefalesporinas, com
excegao da cefoxitina.

Summaxy

Comparative qetivity of cefoperasone and five other cephalosporing
against 828 strains of Enterobacteriaceas, Pseudomonas awd
Staphylococcus

MICsn and MICgp for cefoperazone and five cephalosporing (cefoxi-
tin, cefamandoie, cefazolin, cefalexin and cephalgridine) were
determined for 628 strains of Escherichia eoli, K. preumonige, 5.
enteritidis, Shigella, Entercbacter, P. mirgbilis, P. morganit,
serratia, (itrobacter, Pseudomonas, S. aureus aud S. epidermidis.
The results support the claim for cefoperazone's very wide
spectrum of ichibition. Cefoperazone unlike the other five cepha~
losporins showed sm excellent activity against P. geruginosa. Its
activity agsinst the other bacteria was superior or similar to the
other cephalosporins with exception of 5. enteritidis’ strains
which were relatively resistant to cefoperazone but gensitive to
cefoxitin.

Introducao
O desenveolviftento de novos derivados de cefalosporinas tem contri-

buido para ampliar o espectro antibacterianc desta classe de antibid-
ticos em relagdo acs agentes maig antigos tais como: cefalotina, ce~
faloridina, cefazolina e outros. Cefoperazona, uma cefalosporina se-

mi-gintética, recentemente degenvolvida, resistente a diversas B-lac-
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tamases indutiveis(4) e cefoxitina, que combina elevada resistencia &
3-lactamases, com boa atividade frente a alguns anaerdbios(3,5), gsdo
alguns dos agentes, recentemente obtidos, cuja atividade antimicro-
biana vem sendo bastante estudada(l,Z).

Neste trabalho, apresentamos a avaliagio comparativa da sensibili-
dade de amostras de entercbactérias, FPseudomonas e Staphylococcus &
cefoperazona, cefoxitina, cafamandel, cefazolina, cefalexina e cefa-
loridina.

Material e Métodos

Amostras - 628 amostras, isoladas de pacientes de hospital e de ambu-
latdrio, em 530 Paulo, durante ¢ ano de 1979, foram jdentificadas
quanto a género e espécie e empregadas na determinagac da atividade
antimicrobiana das cefalosporinaz em estudo.

Teste de sensibilidade - As concentragdes inibitdrias minimas (CIM)
de cefoperazona, cefoxitina, cefamandol, cefazolina, cefalexXina e
cefaloridina, para as amostras estudadas, foram determinadas pelo mé-
todo da diluigao em meio sdlido(6). A concentragac dos antibicticos
variou de 0,1 a 102,4ug/mf & o meio usado foi Milelley-Hinton Agar. O
indculo, preparade por diluigdo salina de uma culfura em caldo, cress
cida por 18-20 horas a 37°C, continha cerca de 10 bactérias. A con-
centragaoc inibitdria minima foi definida como sendo a menor concen-
tragio de antibidtico que inibiu 50% do crescimento presente na pla-
ca controle.

Antibidticos - Os antibidticos empregados foram obtidos dog seguintes
Laboratdrios FParmacéuticos: cefoperazona - Pfizer S.A.; cefoxitina -
Merck Sharp & Dohme; cefamandel, cefazolina, cefalexina e cefaloridi-
na - Eli Lilly.

Resultados

A Tabela 1 apresenta as concentragdes inibitdrias minimas capazes
de impedir o crescimento de 50 e 20% das amostras de cada grupe e a
faixa de concentragao em gue cada droga fol eficaz.

Como pode ser chservado, cefoperazona e cefamandol mostraram ativi-
dade compardvel frente acs gdneros Entercbacter e Citrobacter, gue
foram pouco inibidos pelas demais cefalosporinas. Toedos 08 antibidti-
cos apresentaram boa atividade frente 4z amostras pertencentes aos
géneros Shigella, Escherichia e Klebsiella, sendo a cefaloridina um
pourco menos eficaz em inibir as amostras pertencentes aos dois alti-
mos géneros. Cefoxitina foi hastante ativa frente ds amostras de
Selmonells estudadas. Cefalexina, cefamandol e cefazolina aprésenta-
ram atividades gemelhantes porém, inferiores 2 apresentada por cefo=-
iitina, enguanto cefoperazona e cefaloridina foram pouco ativas fren-
te a ectas amostras.

Cefoperazona, cefoxitina e cefamandol foram mais ativas contra as
amostras de Proteus mirabilis do gue cefazolina, cefalexina e cefalo-
ridina sendo esta Gltima a menos ativa. Com relagio as amostras de
Proteus morganii, cefoperazona e cefamandol apresentaram atividade
semelhante e superior a apresentada por cefoxitina, sendo as demais
cefalogporinas inativas. Cefoperazona exibiu atividade ligeiramente
superior 3s apresentadas por cefoxitina e cefamandol frente as amos-
traz de Serratiaq que se mostraram resistentes 35 demais drogas testa-
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Tabela 1 - Concentragoes inibitdrias minimas da cefoperazons e cinco
cefalosporinas capazes de inibir 50 e 90% das amostras testsdas

cafoperazona Cefoxitinag Celamandol Cafnsolina Cafalwmiina Cuefaloridina
504 _ 90% 50w _ 90w Sos 08 504 0% 50y 20%  50% 1
AMOATEaE e (variagdo) {variagag) t\mx‘iaiao) (Variu‘gﬁc) [vﬂriasio) (vari;iinj
ug/m ug/m ugsm wg ug/m ug/
F.oeall 114 <.l 1,85 1,07 1,85 0,26 2,56 0,70 2,38 2,74 6,15 1,73 13,45
(0,1 12,8 (0.2 12,8) (0,1 1.8 (0,1 $1,2} (0.4 =102,4} (9.2 loz,q)
H. pueumpnige €0 .20 1,71 1,03 2,40 1,47 14,06 1.5 8,00 Z,68 5,94 8,00 30,40
0.1 *102,4) (0,8 %102, 4) (0,1 =202, 4) (0,4 =102,4) (1.8 »102,4) Q.4 =oz2,4)
S ownterfifdis 52 18,87 a6,41 1,07 1,57 w,8 22,08 6,73 13,76 4,69 9,82 56,08 »10%,4
(0.3 41,2) 0,8 3,0 (0,1 10%,.4} (0,8 2Oz 4) (3,2 25,6} (1.6 >»102,4)
virigalba 1 <.} 0,1 1,11 3.31%  <o,L  <0,} 0,59 104 2,25 3, 1,28 2,72
(0.1 9,2} (0,58 »102,4) {o,1 0.3 {0,z AE.8) (0.2 51.2) {08 =102,4!
daterobas bar 44 wp,l 0,61 10,4 =202,4% 8,51 2,57 23,04 X102 .4 32,58200%,4  =102,4  »A0%,4
(0,1 12,03 (0,8 +102,4) (0,1 +102,4) 0,8 =»182,4) (3,2 »102,4) (1,6 =102,4}
M. omivabitia 50 ,46 3,84 1,2 1,6 0,45 1,28 2,54 5,1% 5,91 12,03 5,07 43,89
{0,2 12,8) (1,6 &,d} (0,1 1,2) (1,6 102,4) (6,4 >102,4) (3,2 =»102,4)
F.oomorgandd Sl a,55 4,42 5.8% 12,09 Q.65 12,18 1034 >102,4  3102,4 »102,4 »A03,4 »102.4
0,2 17.3) (1.6 x102,43) (0.3 »147,4} (6,4 =»102,4) (A%,8 =102,4) (51,2 =1l02,4)
FreGlda 1@ o,73 92,20 G4 +102,4 6.4 2102,4  ¥102,4 :302,4  =102,4 *102,4 02,4 »102,4
Wy »102,4) (3,2 =102,4} (1.6 =102,4) (61,3 =1lo2,4) (25,6 »102,4) (25,6 =102,4)
Titrphaatonr 13 0,12 5,01 19,3120, 4 0,33 21,77 5,60 =102,4 13,74 47,37 38,41 r102,4
(0,1 G4 (0,8 =lo2,4) {¢,1 51,2 0,5 =102,4) (3,2 =102,4) (1,6 =102,4)
Pugsidomanax 102 2,77 18,21 =10Z,4 >l02,4 =102,4 »102,4 *102.4 =102,4 *102,4 =102,4 =3102,4 =102,4
o, 8 ~10%,4) (6.4 =102,4) (3,2 »102,4) (6,4 >=l02,4) (6,4 =102,4) (0,8 =102,4)
8. gureus 57 1,11 13,77 2,7 29,47 0,37 5,04 Q0,98 11,51 3,06:102,4 {1 3,44
(0,58 162,4) (1.6 =102,4) 0.1 25,6) (o, 1 102,4) (1.6 *102,4} (0.1 13,4
e wptdoreddiy 40 1,02 lo,4 l,37:102,4 Q,2% 15,38 0,1s 12,8 1,84 76,8 0,1 7,68
(9,2 A5G} Q.4 »10z,48) g.1 25,6) 3.1 31,2) (0,1 1ioa,d) {t,1 12,8}

das. Cefoperazona foi o Qnico, dos antibifticos testados, capaz ge _
inibir as amostras pertencentes ao género Pseudomonas. Com relagaoc as
ameostras de Staphylecoecus, cefaloridina foi a mais eficaz, seguindo-
se em ordem decrescente de atividade cefamandol, cefazolina, cefope-
razZona, cefalexina e cefoxitina.

Digcussio

Oz resultados do presente estudo sZo semelhantes aos referidos por
outros autores(4,5) e confirmam o amplo espectro de agao da cefopera-
zona (2,4), nove agente antimicrobiano. Deve ser destacado que cefope-
razona, ao contririo das demais cefalosporinas investigadas, apresen-
tou excelente atividade contra as amostras de P. gerunginosc. Com re-
lagido aos demals germens investigados, a atividade da cefoperazoha
foi semelhante ou superior a das outras cefalosporinas. £ interessan—
te notar que as amostras de &. enteritidis Foram relativamente resisg-
tentes a cefoperazona e a outras cefalosporinas, com exceglo da gefo-
¥itina. Este Qltimo antibidtico inibiu 90% das amostras ng coneentra~
gao de 32pug/mé.
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INFoRMAGAD TEcNICO-CIENTIFICA SBM

V Simposio Nacional de Fermentagio
SBM-UFVigosa, 26 a 29 de julho de 1982

O V Simpdsio Nacional de Fermentagzo, organizado pela SEM e a Uni-
versidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, foi conduzido poxr
Daison Olzany Silva (Coordenador), Antonio Luiz de Lima, Benjamin de
Almeida Mendes (vice-coordenador), C&lia Lilcia de L.F. Ferreira, Emi-
lic Gomide Loures, Walter Vieira Guimardes, Arnalde Chaer Borges,
Ivanete Comes Silveira e Regina Eugénia Pinto.

O tema central foi dedicado & fermentagio etandlica e metanog@nica,
abrangends 24 palestraz; 27 trabalhos, . sob diversos processos fermen-
tativos, foram apresentados sob a forma de paindis. Diversos grupos
de trabalho se reuniram, para cuidar dos segquintes assuntos: Estrutu-
ragao de Grupo Técnico-Cientifico da SBM para Microbiologia Indug-
trial; Diretrizes Gerais para o Ensino de Fermentagao a Nivel de Gra-
duagio; Grupo de Zymomonas: Avaliagao de Simpdsios Nacionais de Fer-—
mentagdo; Organizagdo do VI SNF (UFCe, Fortaleza, Ce). Mais de 1.000
pessoas estliveram presentes, sendo aproximadamente 50% de estudantes.

Os anais serao produzidos pela SBM e poderdo ser encomendados atra-
ves de correspondencia para:

Prof. Daison Qlzany Silva
Universidade Federal de Vigosa
Departamento de Biologia Geral
Laboratdrio de Microbiologia
36570 Vigosa MG

Q VI Simpdsio Nacional de Fermentagac serd organizado pela SBM e a
Universjidade Federal do Ceard, em Fortaleza, Ce., no més de agosto de
1984, Informagbes com: Prof. José Oswalde Bezerra Carioeca, Universi-
dade Federal do Cear3, 60000 Fortaleza, CE.

J& foi decidida a realizagdo do VIT Simpdsio Nacional de Fermenta-—
a0, para o ano de 1986, em Londrina, Parania. Os interessados em con-
tatos deverio dirigir-sze a Kazuko Oguido, Fundagio Universidade Esta-
dual de Londrina, 86100 Londrina, Parani.

Read, 5.E. & Zabriskie, J.B., eds. - Streptococcal diseases and the
immune response, New York, Academic Press, 830p., 1980, US§ 45.00.

Trinidad, durante os Ultimos 25 anos, sofreu 5 grandes surtos epi-
démicos de glomerulonefrite difusa aguda pbs~estreptocdeica. Em 1977
foi a sede de uma Conferd@neia Internacional sobre "estreptococias e a
resposta imunoldgica’, que se estendeu de 7 a 11 de novembro, em 10
simposios cujos relatdrios integrails s3o agora publicados. A Confe-
réncia teve o patrocinic e foi feita sob os auspicios de varias agdn-
clas e institutos de alto nivel como o "National Institute of Allerqgy
and Infectious Diseases" e a Universidade Rockefeller, o gue demong—
tra o aprego em gue a Conferéneia se realizou. Mais de 60 investiga-
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dores, nomes da maior significacdo no campo, apresentaram trabalhos.
Cerca de 60% de suas plginas est3o dedicadas a FR, GNDA, ao agente
etlﬁnglCD bacteriano e as condigoes epidemioldgicas;: o5 restantes
40%, & resposta imunolégica do hospedeire como interagdes celulares,
imonogenética, mediadores e mecanismos da injlria tissular. Ha 3 in-
diceg: a) dos investigadores e seus regpectivos institutos de orlgem;
b) dos tituleos daz apresentagbes por simpdsio e c) remissivo, com
cerca de 250 citagoes de guestdes abordadas.

A impressdo & nitida em fine papel "ecouch&": letras, grificos, fo-
to e eletromicrografias, perfeitas.

Trata-se, portanto, da Gltima de uma sé&rie de grandes conferéncias
gue periodicamente a comunidade cientifica internacional tem feito
sabre Streptoscccus, editadas, anterjiormente, por MeCarty (1954), Ca-
ravano (l968), Wannamaker & Madsen (1972) e Skinner & Quesnel (1978).

Padas as caracteristicas gue acabam de ser referidas seria obhvio
dizer algumas generalidades em recomendagio a t3o importante livro.
Portanto, parecen interessante ao reviser ressaltar alguns aspectos
concretos num processo inevitivel de escolha.

Aos aspectos de investigagdc sobre © agente etiolégice e sobre as
manifestagoes da regposta imunologica sze juntam outros sobre as coh-
dlg@&s EpldEmlDnglCaS, numa abordagem integral envolvendo agente +
hospedeiro + meio. 53o também discutidas dquestdes de lmpDrtanCld de-
cisiva na abordagem pratlca da assisténcia ao paciente e 4 comunida-
de, como: 1) a proficiéneia metodologlca das laboratdrios de bacte-
riologia, recamendandOwse a instalagao de um autorizado "Laboratdrio
Nacional de Referénecia" em Instituto capaz, cuja fungac seria a de
assistir acs "laboratdrios regionais", na manutengac de um contlnuo
controle de padrdo de trabalho; 2) encaminhamento "oolitico" da exe-
cugcdo de programas de Campo (ue, economicamente, & sem confrcntagao
com zg prioridades estabelecidaz pelas autoridades sanitidrias do
pals, podem ser "enxertadas" e dinamizadas nas agéncias de saide pi-
blica ja existentes.

Nao faz tanto tempo se duvidava gque as estreptococias tivessem ni-
vel ;mportante nos pa;ses em desenvolvimento. Hoje se sabe gue elas
520, nesses paises, tioc importantes gquanto o eram hia algumas décadas
em paizes desenvolvidos.

besde o sBculo passado, guando se iniciou a "fase herdica" da mi-
crobliologia atd mesme os anos 60, se enfatizava a importdncia essen-
cial dos agentes etiocldgicos microbianos como "causa especifica" em
gquase sinonimia de "causa iUnica". Hoje se sabe, gue um melhor "nivel
de vida™" por si =& tem importancia decisiva favorivel como fator am-
biental na prevaléneia, incidéneia e gravidade das doengas infeccio-
sas inclusive as estreptococias, de modo que aguela atual boa siftua-
gao nos palses desenvelvides & atribuida mais a essas circunstancias
ambientais, do que a uma diminuigao da viruléncia do estreptococo, e
também nio exclusivamente s medidas da chamada medicina tecnoldgi-
co-cientifica.

A diferenciagac entre portador-sac de Grupo A e paciente com angina
de Grupo A, ainda gue de fundamental importancia, continua em aberto.
As dificuldades metodoldgicas em bacterioclogia gquantitativa fizeram
nagcer, em passado recente, a espervanga de gue uma elevagao de anti-

* o 3 - - = I} fd [y -
Boas condigdes de higiene geral e nutrigao, inexisténcia de excessi-
vas aglomeragoes nas meradias, etc.
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corpos especificos traduzisse com fidelidade uma reagdo do hospedeiro
contra o microrganismo em processo de doenca infecciosa. Ultimamente,

-

poren, verificou-se gue, se o portador-sic de Grupo A desenvolve an-
gina a virus, o gue ndo & raro, os anticorpos anti-estreptococos po-
dem elevar-se em "prova experimental” (mas falsa'} de processo infec-
closo a estreptococos ("booster"? anamnéstica?): aliids a ASQ pode

elevar-ge mesmo quando a cultura para Grupo A for negativa .

Continua em debate o tipo de yelacionamento entre a nefrite oréni-
ca, de progndstico reservado (dos adultos) e a nefrite aguda, em
principio, de bom progndstico (das criancas). Aportes observacionais
& discusgles conceituais foram feitas, mas nao foi pessivel estabele-
cer um entendimente definitive a respeito.

"A seqlincia dos eventos gue ocorrem desde a infecgdo pele tipo ne-—
fritogénico at® a doenga renal ainda & controvertida apesar dos nume-
rosos estndog clinicos, imunobiocldgicos, patoldgicos, bioguinicos e
cinéticos; a natureza do antigeno, os fatores do hospedeiro, os me—
diadores da inflamagio, o papel relativo da imunologia humoral e ce—
lu%ar e a variabilidade da manifestagdo clinica, tudo permanece um
enigma",

"Aguelas alteragoes que consistiram em esclerose glomerular sem
proliferagao_foram interpretadas geralmente como uma forma de cica-
trizagac e ndo como prova de cronicidade".

"Enguanto que alguns resolveram interpretar a proteiniiriag & a £il-
tragac glomerular reduzida como prova de dano renal irreversivel de
doenga em progressdo, outros parecem considerar estes aspectos gim-
plesmente como residuos de um episddio agudo”.

Fica interessante saber gque das amostras (cepas) de Tipo M—12 {Tipao
"de faringite") somente aguelas capazes de langarem ao exterior certa
proteina nefritogénica & gque exercem nefritogenicidade,

Chama-ge a atengdo para a diferenga de resposta ao anticorpo anti-3
entre pacientes com persistente doenga reumatica valvar & pacientes
reumaticos sem cardite.

O relacionamento especifico da FR i infecg@o do tecido faringeano,
particularmente as amigdalas, & enfatizado.

Apesar do grande acervo de dados gue afirmam o papel de mecanismos
de imunologia humoral na FR, pouco se sabe sobre o papel da imunoleo-
gia ¢elular nessa doenca.

A resposta celular dog rewmdticos foi menor com as membranas igola=
das daquelas amostras nao associadas a FR. Isto sugere, gue as amos-
tras associadas d FR possuem antigenos que as associadas & GNDA mao
possuen, ou gque aguelas os possuem mais do gque estas.

Na FR as respostas imunoldgicas especificas sd3o reguladas por cer-

*x - -,
Congiderando-se axiomatico gue a bactéria em processo de doenga in-

fecciosa deve encontrar-se em nimero significativamente mais eleva-
do do gue no estado de portador, sera provavelmente preciso Ilnsis-
tir na bacteriologia quantitativa para reconhecer o nivel de dife-
renciagac: como a "unidade vidvel" (base da “contagem de coldnias")
pode variar no grupamento bagteriano estreptoctcico, talvez se de-
vesse recorrer a uma avaliagao fisioldgica global dos individuos
bacteriancos e nao & "contagem de coldnias™.
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tos genes. A inoculagao experimental em animais de laboratdrio (coe-—
lhosg) produr modelos experlmentais de alguma forma dteis no estudo
das doengas humanas. Mas também, colateralmente, tornon possivel a
selegao cientifica de iinhagens de coelhns, mesme em 2 ou 3 gera-
gdes, gue respondem muitc bem acs antigenos de Grupo com produgido de
soros para grupagem de alta sensibilidade (teor elevado de anticor-
pos especifices, antipolizsacaride de Grupo).

A suscePtlhllldade 3 FR estd asscciada a um particular alo-antigeno
(iso-antigeno) nas células B. Apresenta mecanismos imunelégicos de
auto—agressao em resposta intensa humoral e celular aqueles antlgenos
estreptocdcicos que compartilham de vArios determinantes antigénicos
nog tecidos de mamiferos, mas nem todos concordam com o grau de im-
portincia desse mimetismo em bilologia molecular.

Ainda gue a maioria das segfielas nao-piogénicas em Trinidad seja de
GNDA pbs-estreptococia de pele, houve casos de FR; as formas clinicas
de ambas as doengas foram as cliassicas. As amostras de estreptococos
de Trinidad nac tém sido faceis de classificar, de acorde com o gue
habjtualmente acontece na Eurcopa e noutras partes do mundo. A amostra
"M-41", implicada com maior fregliéncia nos cascos de FR, preferiu pro-
duzir 1nfecg5es de pele, e nac de faringe, ao passo gue as amostras
nefritogénicas (M=), M=-60, M-50, no estudse) foram iscladas aproxima-
damente com a mesma fregléncia tanto da pele como da faringe. De modo
gue a dicotomia gue se tem estabelecido cada vez melhor: 1) pele ne-
frite, 2) faringe-febre reumitica, aparentemente nac ficou nitida em
Trinjidad.

Se em Trinidad a FR segue infeccoes de faringe ou pele & dificil de
confirmar mas parece muito provavel, a partir de falta de prova ao
contrario, gue a infecgac de pele deve ocasionalmente ser o foco pri-
marioc da infecgas para a FR. _Apesar do intenso estude dessa doenga em
Trinidad, os tipos M responsiveis pela FR e ¢ local habitual de in-
gecan astreptocdeica que a precede, ainda precisam ser bem estuda-

0s.

Houve uma extensao consideravel no nimero de tipos M com rea¢oes T
em comum. A 1dent1f1cagao de tipos M de amostras de palses tropicais
ou subtropicais sempre constituirao um problema, a menos que haja um
programa ative e continuo de produgao de soros anti-M. Neste volume
estho descritos os resultados das mais recentes investigagbes sobre
os diferentes tlpcs de "MAP" ("M Associated Protein®). Estao se tor-
nando cada vez mais s&guras as provas de que essa proteina (antigéni-
©a) agsociada 3 protE1na M & uma das varlas caracteristicas gque sub-
dividem o Grupo A em categorias patogénicas, em confirmagaoc cientifi-
ca da impressac dos primeiros tempos da bactericlogla: o Jtrep. pyo—
genes & um complexo de linhagens (Tipos) bem definidas sob o ponto de
vista de sua miltipla patogenicidade.

0 minimo que se pode dizer sobre © maravilhoso trabalho apresentado
por Maxted com rela¢do aos Tipos M do Grupo A, sua associagao as di-
vergas estreptococias e sua dlstrlbulgac geoyrdfica, @ gue foj docu-
mentado, apresentado e comentado como =46 esse grande bacteriologista
de nosso tempo poderia faze-lo.

Para terminar esta breve revisio e citagdes de obra tao significa=-
tiva, nada mais apropriado do que citar as palavras de Krause num dog
capitulos ("Inquérito cartogrdfico sobre a topografia egtreptocdei-
ca"): "Astutos e sub-repticios, oz estreptococos prosperam em CONpoOr—
tamento reticente. Eles continuarde a fascinar os cientistas engquanto
nardurar o mistério da febre reumdtica e da nefrite”
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Tais informagoes poderdo provir de estudos nos pafses em desenvel-
vimento e, evidentemente, a facilidade de acesso a servigos de labo-

ratorio de alto padrSo para diagndstico bacterioldgico e sorolégico,
e essencial.

Carlaos Solé~Vernin
Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto

Depte de Parasitologia
Campu=s de Ribeirfo Preto
141060 Ribeir&o Preto SP

Fraenkel-Conrat, H. & Wagner, R.R., eds. - Comprehensive virology.
Vol. 17 - Methods used in the study of viruses. New York, Plenum
Press, 463p.., 1981. Us¢% 39.50.

A série Comprehensive virology fol organizada pelos seus editores
Fraenkel-Conrat e Wagner, para servir como uma cronica dos recentes
avangos no campo da virclogia e basicamente acha-se organizada nos
sequintes grandes topicos: vol. 1, Catalaqagéo; vols, 2-7, Reprodu-—
gao; vols. 8-11, Regulagido e gen&tica; vols. 15, 16, Interagio virus/
hospedeira; vols. 5, 6 e 13, Estrutura; vols. 12, 14 & 17, T3picos
adicionais.

0 presente volume, o de 17, tem por titule "ME&todos usados no estu-—
do dos virus", e compbe-se de 7 capitulos, apresentados por diferen-
tes autoridades, gue discutem as tecnologias ora digponiveis, para
estudar os virus, sob os aspectos bioguimico, biofisico e imunologi-
co. Obviamente, pelas limitagdes de espago, e tao pouce, por nag ser
esta a finalidade da obra, os tdpicos sdo apresentados em suas esgén-
€ias, sem entrar em detalhes complexos, guer tedricos ou ingstrumen-
tais. Dentro de cada capitulo, as metodologias sac apresentadas jun=-
tamente com og principios tedricos nos guais se assentam, Com exem—
pPlos dos resultados obtidos. Tal tipo de abordagem & particularmente
interessante aos virclogistas e bidlogos em geral, gque nac se achanm
ezpecializados nessas Areas, pois podem ter uma idéia razodvel sobre
a3 mesmas. Para agqueles gque eventualmente queiram iniciar-—se hessa
especialidade, por outre lado, constituir-se-ia em um excelente guia
introdutdrio e ponto inicial das consultas bibliograficas.

A cobra inicia-se com o capitule sobre os métodos biofisicos, abor-
dado de maneira elegante e autoritativo pelo Dr. Max hLauffer. Acham-
se discutidos tdpicos como viscosidade, difusio, centrifugagio, cro-
matografia, eletroforese, digpersao de luz e termina com uma peguena
apresentacac da teoria da microscopia eletrénica. Como um prossegui-
mento natural, aparece o artigo de Pisher, introduzinde o leitor aos
principios gerais de preparo de espécimens para microscopia eletrd-
nica-contrastagdo negativa, espalhamento de Acido nuecleico, mdtodos
citoldgicos, ete., e uma avaliagao critica dos resultados. As bases
tedricas e os resultados da aplicagdo das técnicas de difragdo de
raio-¥ e de neutros sac apresentadas por Joorot, gue demonstra como
oz conhecimentos sobre a estrutura e arguitetura de muitos virus fo-
ram consideravelmente enriquecidas através desses mBtodos. A difragio
de raio-X tem contribuldo para a compreensdo das interacdes proteina-
~proteina, engquanto a dispersac dos neutros nos tem fornecido dados
gsobre o interior das particulas virais. Varios exemplos da aplicacio
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dessa metodologia em virus isométricos e alongados sao apresentados.

A serologia tem sido o método, sendo o mais, um dos mais importan-
teg para a diagpeose das viroses. van Regenmortel discute com muita
competéncia os métodos imunoldgicos, com especial énfase aos princi-
pios nos quais se fundamentam oz diferentes testes comeo neutraliza-
gac, aglutinagio, precipitagfo, fixagao de complemento, anticorpos
marcados e imunomicroscopia eletrdnica. As apllcagoes da serologia
em virologia, desde diagnose, avaliagao de vaginas, estudos sobre a
estrutura do virien, repl;caqao dos virus, e finalmente, na taxono-—
mia, sao comentadas.

Fraenkel-Conrat demonstra os tipos de modificagdes guimicas que po-
dem sofrer oz virus, e guais og reagentes empregadog (tais como os
agentes aciladores, aldeldos & cetonas, haldgenos, acido nitroso,
etc.) . Discorre ele também sobre os tipog de informacdHes gue tem sido
podido obter ds custas de tais mndlflcagoes, tais como localizagao de
componentes virais, inativag¢ao e mutagénese, substituigao isombrfica
para difracioc de raio-X.

0s dois ltimos capitulos referem—se 3 fotobiologia dos virus, de
RNA e DNA, respectivamente apresentados por Murphy & Gordon e Day.
Incluem~se 2lém da metodologia, discussdes sobre a fotoreativagio e
fendmenos de reparc dos Aeidos nuecleigos. B impeortante ressaltar gue
além de dados sobre a repllcaqao do virus, esges estudos fotobiologi-
cos podem fornecer informagoes sobre a conformagao do genoma e do vi-
]'_'an .

Elliot W. Kitajima
Universidade de Brasilia
Dept? de Biclogia Vegetal
Campus Universitario
70510 Brasilia DF

Malloch, D. - Moulds: their isolation, cultivation and identification.
Toronto, Toronto Press, 97p., 1981. US§ 13.95.

Trata-ze de texto introdutdrioc de micologia. Esta caracteristieca
esth de acordo com ¢ obietive do autor, uma vezZ gue a sua meta prin-
cipal era a produgio de um manual gue permitisse a identificagac dos
fungos mais comunz. Q autor selecionou 60 dos generos de fungos mais
comumente encontrados e montou um conjunte de chaves para identifica-
105. 830 chaves artificiais, sem gualguer preocupacie filogendtica,
porem muito pratxcas, © gue atende tambem a finalidade definida por
Malloch para sua obra. As ilustragoes sdo desenhos de muito boa gua-
lldade. Acredito tratar-se de livro muito Gtil ao ensino de introdu-
¢ao i micologia.

José Carmine Dianese
Universidade de Brasilia
Dept? de Biologia Vegetal
Campus Universitirio
70910 Brasilia DF
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sociedad Mexicana de Micoloagia. Boletin, 15:1-252, Dec. 1981.
Sociedad Mexicana de Micologia. Boletin, 16:1-161, Pec. 1987%.

E uma revista cientifica, de publicagao anual, no més de dezembro e
contém contribuicles cientificas originais de trabalhos micoldgices,
agpecialmente nas areas de levantamentos, taxonomia, ecqlogia, fito-
patologia e bioguimica de fungos.

A comiszdo editorial da revista para os anos de 1981-1982, & cons-
titulda por Dr. Gastén Guzman, Amanda Trujillo, Guadelupe Vidal e
Jovita Martineze e possui ainda um conselho deliberative para asses-—
soramento.

S3o publicados trabalhos em espanhol, inglés, francés e portugués
de acordo com instrugoes publicadas na contra—capa da revista e en-
treques até 30 de junho de cada ano.

Os artiges sdo ilustrados com desenhos ou fotografias cientificas
de boa gqualidade.

A revista inclue um apéndice intitulado "Noticias e Comentirios",
no gual sdo fornecidas informagtes sobre Congressos, simpdsios, expo-
sleoes, herbarios, necrologia, cursos — atividades da Universidade do
México, Teses e Revisbes bibliogrificas sobre fungos e liguens.

Boletin de la Sociedad Mexicana de Micologia & portante uma revista
de bom nivel téeonico, uma oportunidade principalmente para micologis-
tas mexicanos e latino-americanos parya divulgarem seus trabalhos de
pesgquiga.

Vera Liacia R. Bononi
Institute de Botdnica
Caixa Postal 4005
01000 Sac Paulo 5P

rocklin, R.E. = Clinical immunology reviews. New York, Press Release,
vol. 1, 1981. US$ 45.00 per volume (total 4 vols.)

Foi recentemente langado um nove periddice destinade a apresentar,
sob forma de "revisces", o= recentes avangos no campo da imunologia
basica. Fmbora destinade 3 atualizagdo de imunologistas clinicos,
certamente oferecerd, a pesguisadores de outras areas, a oportunidade
de manterem~se informades sobre assuntos de grande interesse e rapido
desenvolvimento, dentro do campo da imunologia. Distingue-se dgs ou-
tros periddicos do genero, pela rapidez com que essas informagoes se-—
rac transmitidas. Normalmente, um trabalho cientifico leva de seis a
nove meses para ser publicado e um ano ou mais, no caso de revisdes.
Com a forma de impressac fotogrdfica adotada por Clinical Immunology
Reviews, esse prazo serd reduzido a 10-12 semanas, © que garantira
sua real atualidade.

Cada volume conterd 3 ou 4 revisOes, realizadas por pesguisadores
de renome, convidados para abordar, em profundidade, assuntos de sua
aspecialidade. No primeiroc volume J. Ellner revé os varios sistemas
de células supressoras e sua importancia para a imunclogia clinica.
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R. Henerman aborda a cagacterizaqao e o papel das células NK (natural
killer cells) na resistencia do hospedeiro. Os Drs. Lohr e Snyderman
analisam os mecanismos e implicagdes clinicas dos defeitos de guimio-
taxia.

As primeiras evidéncias experimentais da existéncia de células su-—
pressoras datam de 10 anos atras. Mas, foi nos Qltimos 4 anos gque
ccorreu uma verdadeira explosac de informagdes sobre o papel imunore-
gulador das células supressoras humanas. Para se ter uma idéia, das
304 referéncias selecionadas, apenas 34 sio anteriores a 1977. Tal
interesse & motivado pela possibilidade de que, com uma melhor com—
preansic dos mecanismos imunoreguladores e da base de seus desvios,
seus efeitos possam vir a ser controlados. A presente revisdo com-
preende uma parte basica, na gual, sidc analisadas as varias sub-popu-
lagtes de linfocitos T humanos com fungdo imunoreguladora e o meto-—
dos atualmente utilizados na sua caracterizagao. A parte introdutdria
é complementada por um apanhado sobre a fungao supreéssora de macrofa—
gos & celulas produtoras de prostaglandinas. As segoes seguintes 530
dedicadas 3 1munoregulagao em 1nfecgoes cronicas, doengas auntoimunes,
sindromes de deficiéncias imunoldgicas e tumores.

As células NK constituem outre assunto que vem atraindo a atengao
crescente de imunologistas, onceologistas e microbiclogistas. A eXxis-
téncia das células NK fol revelada em estudos nos guais se verificou
que c&lulas linfdides de individuos normais apresentavam atividade
citotdxica contra células tumorais e c&lulas infectadas por virus.
Sua importiancia na resisténcia aos tumores foi evidenciada pela capa=-
cidade de camundongos atimicos (nude mice) oun timectomizados resisti-
rem ao crescimento de certos tumores, na auséncia de linfdcitos T.
Inicialmente a caracterizacgaoc das células NE baseava-se unicamente
nessa caracteristica funcional de mediar reagoes de citotoxicidade,
contra certas ce@lulas alve, prescindindo de imunizagao prévia. A pre—
sente revisao contem 279 referéncias recenptes e condensa os esforgos
desprendidos na sua caracterlzagao, seu papel na resisténcia a tumo-
res e infecgbes microbianas e possiveis implicacdes em imunoterapia.

O terceiro tema, selecionado para esse 12 volume, refere-se a de-
feitos de gquimiotaxia de leuwcdoitos humanos. O aclmule de cé&lulas in-
flamatdrias no local de penetragac do antigeno & um importante fator
para a protegac contra infecgdes microbianas e provavelmente contra o
grescimento neoplaslco Nesse artigo, =ao revistos os ensaios utili-
zados na avallagao da mobilidade celular, € aErESEntada uma classifi-
cagao completa dos defeitos de guimiotaxia, sao abordados os fatores
inativadores de guimiotaxia e, finalizando, sac discutidas varias
propogigdes terap&uticas.

Para o sequndo volume estdo progranados o5 seguintes agguntos: "Pa-
pel do Complemento em doengas al@rgicas" (Dr. J. Gelfand), "Reagaoc
imunoldgica & insulina" (Dr. L. Rosenwasser) e "Doengas causadas por
antjiceorpos anti-veceptores" (Dr. J. Flier).

Chleé C. Musatti

Escola Paulista de Medicina
Depte de Imunologia

Rua Botucatu, 862

04023 8ao Paunlo SP



