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EPM - MODIFICACAO DO MEIO DE RUGAT E ARAUJO PARA A REALIZACAO
SIMULTANEA DOS TESTES DE PRODUCAO DE GAS A PARTIR DA GLICOSE.
HZS; UREASE E TRIPTOFANG DESAMINASE

Mariz Regina F. de Toledo
Dept? de Microbiologia

Eacola Paulista de Medicina
Rua Botucatu, 362/3%9

04023 Sac Paule 5P, Brasil

Cleuber F. Fontes

Dept? de Microbiclogia ¢ Imunologia
UNICAMP .

13100 Campinas 8P, Brasil

& Luiz R. Trabulsi
Dept? de Microbiologia
Escola Paulista de Medicina

Resumo

Foi proposto um meio para a identificacio de entercbactérias {meio
EPM) que Informa quanto dos testes de producio de gds a partir da
glicose, H28, urease ¢ ctriptofane desaminase. Utilizando 206 amos-—
tras de enterobactérias, os testes do EPM, com leitura apas 20-24nh
de incubagdo, foram avaliades através de uma comparagic com o5 Cesw
tes bioquimicos dos meios convencionais, neste caso com leitura
realizada nos tempos recomendados para cada teste. Para o teste de
producio de gds, houve 90,27 de concordincia, sende que o meio EPM
apenas ndo detectou producdo de gds em amostras de Profous e em pou=-
cas amestras de Frovidensic. Com relacie ao veste de urease, houve
91,8% de correlacio emtre os testes nos dois meins, sendo gue o melo
EPM fol incapaz de detectar esta enzima, apenas, em amostras de
Citrobaeter e em 2 amastras de Faterobacter. O meio EPM mostrou ser
mais sensivel que o meio convencional (triplice agicar com ferro)
para detectar Hp$S em amostras de Salmomella que fermentam s lactose
rapldamente; com relsgzo 35 outras amostras hauve 100% de concor-
"dancla para este teste nos dois meios. Observou-se 100% de correla-
¢do entre os testes de triptofanc desaminase mo meio EPM ¢ o de few
nilalaning no meic convencional.

Summary

EPM ~ g modification of Rugat arnd Araujo mediuwm for simultanecus
test of gas production from glucose, HuS, urease and tryptophan
deaninase

A medium for identification of Entgrobacterigesss (EPM medium) ine
forming about production of pasz from glucose, Ho3, urease, and
tryptophan deaminase was proposed. Using 306 Erlerobgoteriaceae
strains, the tests of EPM were evaluated for accuracy as compared

to the tests in the convencional media. The tests of BPM were read
after 20-24h of incubation, whereas the tests in the convencional
media were read aceerding to the usual recommendation. Tests for

gas production yielded s correlation of 90.2%; 20 strains of Proteus
and 2 of Providencic produced small amounts of gas onlv in the

Rev, Microbiol., 530 Paulo, 13(4):309-315, Out./Dez. 1982.
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convencional mediuvm. With the ureazse test, the correlacion was

9. 8%; 26 Citrobacter and 3 Enterobgcter ologose strains were urcase
positive only in the convencional mediuom. The EPM medium was more
seagivive than the convencional medium (rriple sugar iron azar) for
detection of Ha8 in prompt lactose-fermenting Solmoncllo strains;
for the other strains the two media showed 1007 of correlation.
There was 100 of agreement for the tests of tryptophan deaminase

in EPM and phenylalanine deaminase in the convencional medium,

Introdugas

A reunido de dois ou mals testes bioguimicos em um tnico meio sime
plifica consideravelmente a identificacdo de bactérias, aléw de ree
presentar grande vanbagel em termos econdmicos. Entretanto, o reque-
riments bhasico para tal metodologia & de que seia tdo precisa ¢ dige-
na de conflanga quanto os métodos bioguimicos convencionais. ALSm
disto, o meio deve conter informacdes sobre testes redalmente impor—
tantes na identificacdo da bactériapara a qual foi proposto.

Em 1968, Rugai & Araujoe (8) propuseram um meio de cultura para a
identificagio presuntiva de anterobactérias atraves dos testes de
fermgntacdo de glicose e de sacarose, producie de gas, Hy3 e indel,
hidrélise da urcia e desaminagio do triptofano.

Objetivando introduzir o meio de Rugal & Araujo (8) em nossos law
boratorios da Escola Paulista de Medicina, verificamos que © meio
podia nao detectar uresse em enterchactérias gque fermentavam a saca-—
rose, o gue fol chservado com amostras de Yersinia entepocolitioa,
Protews, Klebsiella, Enterebocter e Serratis. Além disto, com alguw
mas destas amostras, o pH do meio tornava-se neutro, o que poderia
sugerir uma bactéria ndo fermentadora de glicose. Isto ocorre devido
& scidifica¢do do meio, resultante da fermentacdo da 2ACAYOSE, DEU-
tralizar a alecalinizag¢ao proveniente da hidrdlise da urédia. Observa-
mos, também, gue o método utilizado pelos actores para detectar pro=
dugao de indol, em gue se adiciona o reativo de Kovacs no tampao do
tubo, apresentava menor sensibilidade, comparativamente ao metodo
convencional. Considerando este dado ¢ o fato de gue a prova de fers
mentagdo de gacarose ¢ irvelevante na identificacdo de enterobacto-
rias, resolvemcs eliminar este dissacaridio do meio e o reativeo de
Kovacs do tampac, mantendo os demais ingredientes como originalmente
foi proposto (8). Além disto, o pH do meio foi alterado de 7,4 para
7,0. 0 meio assim modificado foi denominado EPM, sendo os testes do
meio submetidos a uma extensa avaliagdo, através de um estudo compa—
rativoe com o testes bioguimicos convencionais, estudo este, aparen—
tewente, naoc realizado por Rugai & Araujo (B).

Material & Méetodos

V. Meio EPM - a) Composigde ¢ prepare do meic - Base A - Triptona,
10g; Extrato de carne, 2g; Cloreto de s6dio, 5g; Fosfato de s68io di-
basico (NapHpO;.5H,0), 2g; 1-triptofanoc, 1g; Solugac alcodlica de
azul de bromotimgl a 1,5%, 2Zml: Agar, 11g; Agua destilada g.8.p.,
1000ml.

Todos os elementos, com excecdo do agar, s3c adiciconados X agua,
sendo 2 mistura aquecida até a dissolugdo dos componentes @ o pH a=
justado a 7,0. Em seguida adiciona-se o agar ¢ esteriliza-ss o melo
a 121°¢, durante 20 minutos.
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Solucio B - Solucao de indiceador & substratos: Citrato de ferrc a-
moniacal, 2g; Tioessulfato de sddio (NapS,03.5H0), 2g; Glicose, 104:
Uréia, 49g; Agua destilada, 85ml.

A mistura & aguecida em banho-maria & 659C, com agitagdo constante,
até a dissolucio completa dos componentes e gsterilizada & mesma
temperatura, durante 1 hora.

Preparo final do meio: Base A, 1000ml; Solugdc B, 17,5ml.

Apbs resfriar a base A, a aproximadamente 650C, adicionar a solu-
¢80 B com assepsia. Assepticanente, distribuir o meio em volumes de
dml, em tubos de 12x120mm previanente esterilizados, ¢ deixar soli-
dificar em posigio inclinada de maneira a se obter uma base de, palo
meEnos, 3,5¢m. 0 meio pronto apresenta-se de cor verde.

L) Inoculagde @ tnoubagde - Com agulha de platina, semear ftoda a su-
perficie do meio e a base com uma picada central até ¢ fundo do tubo.
Incubar & 379C durante 20 a 24 horas e fazer & leitura.

c) Imterpretapds - O meic EPM fornece, em um Unico tubo, informagdes
quanto aos testes de producio de gas a partin da fermentacdo da gli-
cose, H,§, urcase e l-triptofanc desaminase. A produgio de gas, HaS
e urcase sdo observadas na base do melo, enguanto que a produgdo de
]—triptofanc desaminase & observada na superficie. As bacterias qgue
fermentam glicose acidificam o meio na base, virande o indicador, &=
zul de bromotimol, para amarslo. Se a fermentacdo da glicose ocorre
com producdo de gas, observa-se formagae de bolhas. Quando a hacté-
ria produz urease ha alcalinizagdo do meio e o indicador vira para
azul, ou amarslo-esverdeadc, neste Lltime caso guando & reacgao & fra-
ca. Quando hi produgdc de HpS 2 base do meio tornaw-se preta, Colera-
cao verde—escuro na superficie indica producao de l-triptofano desa-
minase.

2. Heios convencipnais - Para o teste de produ¢aoc de gas em glicose,
foi empregado o meio basico wtilizado para verificar fermentagdo de
carboidratos, com tubo de Durham invertide, acrescido de 1% de gli-
cose (3). Para o teste de HS, fol utilizade o triplice aglcar con
ferro-TSI (9) (Difco}; para o teste de urease, © meio de uréia de
Christensen (2} ¢ para o teste de desaminagdc ¢a 1-fenilalanina, ©
meio de fenilaltanina Agar (5). O preparo e inoculagic dos meios fo-
ram realizados conforne as recomendagtes de Bdwards & Bwing (3). Os
neriodos de incubacio foram os recomendades para cada teste (3).

3. Amostras baeteriangs — Foram utilizadas 306 amostras pertencentes
aos diferentes géneros da familia Eniehcbaclesdacede conforme mostra
& Tabela 1.

Resultados

1) Correlacdo entre os testes do meio EPM ¢ o5 testes dos mefos aon-
venceiongts - Os resultados da comparacio entre o8 testes no meio EPM
(produciac de gas a partir da glicose, Hy$S, urease e triptofano desa-
minasze) ¢ oz testes bioguimicos nos meios cenvencionais encontram-se
na Tabela 2. No cileulo da porcentadgenm de coryrelagdo entre o5 testes
foi aplicada a férmula de classificagdo numéyrica da porcentagew de
similaridade (6).

Com relacis & produgzo de gas, houve 100% de concordincia para a
mailoria das amostras. Entretanto, 8 amostras de Protews mirgbilis e
11 da Proteus morganii, bem como 1 amostra de Proteus rottgeri e 2
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Tabela 1 - Enterobao-
térias utrilizadas no
estudo comparative en—
tre 05 testes do meio
EPM & o3 testes bio-
quimicos eonvencionais
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Tabela 2 - Correlagio entre os testes do meio EPM (20h de
incubagie) ¢ os testes bloquimicos convencionais
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P mischiliy 9 o/) 11,1 9/9 10¢ /% w9 /% 100
2. vulgasdo 3 ird 100 173 100 /3 100 31 00
B potigesrt 7 o/1 8%, 7 arn 19¢ 747 100 7 1G4
P omonganid 11 arn [} o/o 40 1171y o0 T1/11 Hoa
Providineda Sp. 30 IEYAL) 41,5 a/4 100 a/0 6 3430 00
Yo wntorecaliffed 10 ofo 104 a0 108 10510 100 afa 104
Yo pacudeiuberenleaia [ a/0 104 [L¥ 1) 144 540 100 a/a 100
Total 306 a0, 93,4 21,3 109

a0 A% de woouiruw punitivay no zoic EEM/AY d¢ Aw0scyas Pocilavas aof Ce4Ces blsjuiniven venvuincionaing
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de Providsncie produziram cds, em volume bastante reduzido, apenas
o melo convencional. Uma smostra de Escherichia coli produziu gas
somente no meio EPM.

No teste de H28, a concordancia foi de 100% para todas as amos—
tras, com excecgao de 5 amostras de Seimonella enteritidis sorotipo
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Typitmurtun fermentadoras de lactose, em gue HzS8 foi detectado ape-
nas no EPM e nao noe meilc convencional {TS8I).

Com relacio & hidrdlise da urdia, © teste fol negativo no meio EPM
e positivo no meio convencional para 26 das 29 amostras de (Ltrobace-
ter & para 2 das 16 amostras de Entercbacter clogeas representandeo,
respectivamente, 10,3% e B87,5% de concordancia entre os testes. Para
as demais amostras houve concordencia de 100%.

A comparacdo entre o0s testes de desaminacio de l-triptefano no
meio EPM e o de desaminacao da 1-fenilalanina ng meio convencional
mostrou T100% de concordancia.

Considerando os resultados das 306 amostras, observouwss concors
dancia de 90,2% para o teste de produgdo de gas, 95,4% para o de
produgao de Hos, 91,8% para o de hidrdlise da uréia e 100% para os
testes de desaminacde do triptefano e da fenilalanina, o gue repre-
genta 94,2% de concordanciaz entre o5 testes do meio EPM e os testes
bioguimicos convencionais.

2) Caracterteticas do meio EPM <noculade - Na Tabelz 3 apresentamos
as caracteristicas apresentadas pelo meio EPM apog incculagao com aw
mostras dos diferentes generces da familia Entercbacteriaceae.

Tabela 3 - Reagoes mais frequentes de en-
tercbactérias no meio EFM

GENOTOY Suporficie? 'D-.\u-ob Gin LI
Eashoriohin Azl Amarnln b (=) -
Shiyglle Azul Nmarela s {F) "
Jalmenclla Azui Amare La =i +i{=
Citrebaater Annl Arrarela - +oou =
Bdugrdnielle Amarcla ou Arul Amarela + +
Alebateiia
Enteraboatar Aawd Amiacula o Asul +i{=1 -
Sunmrrta
Fratous Verde-eooure Al =i+ + o -
Ppevidencia Virydi - e SouED Amarela oo -
YerzinTa Azl Arul du Amarili - -

Ao Tuperficio azul ou smarais, incapacidade de produzic T-tripkafans dapamipaes;
vurdi-uscuce, produgiu 6o T-Lriplefano dusaminiue; b. Base amecula, indies for-
wimbugad de glicosvd wiui, indica peodugas de ucedse! Sinboles entse puréulvies
Indivdh COADGEE GoddLORAND,

Discussao

A elevada concorddncia entre os resultados dos testes no meio EPM
& nos meies convencionais (Tabela 2) demonstra gque o EFM & bastante
apropriado para a realizagao dos testes de produgdo de gas a partir
da fermentagio da glicose, producac de H35, hidrolise da ureia e de—
saminacio do triptofano. Esta conclusdc torna-se mais evidente guan-—
do consideramos gque as discordancias encontradas referem-se, apenas,
aos testes de produgio de gids & urease, om géneros ou espécies onde
os resultados destes testes nfo sdo eriticos para a identificacfo da
amostra, come producdo de gas por amestras de Protfeus e de urease
por amostras de Citrobecter. No teste de H2E8, o meio EPM, que nao
contém lactose, revelouw ser mais sensivel que o meio convencional
(81}, para amostras de Seimonellc fermentadoras ripidas de lactose.
A incapacidade do TSI indicar producdc de H38 em entercbactérias ca-
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pazes de fermentar este carboidrato rapidamente, como dArizorg e Sl
menelia, também foi verificada por outros autores (1, 4, 7). Parece
indiscutivel que a alimentacdo da sacarose de meio de Rugai & Araujo
{8) aumentou a eficiéneia do meio, tornando-o adeguade para & reali-
zagdo, em um 56 tubo, de 4 testes fundamentais na identificagdo ro-
tineira de enterobactérias. A presenga da Sacarose no Meio original
pode provocar enganocs na identificacdo de enterobactérias que ferw
mentam este carboidrate e produzem urease simultaneamente, como pode
ocorrer com amostras de Llebeiella, Enterobacter, Servatia, Proteus
@ Yersinic enterccolitica, uma ver que o pH do meio pode 3¢ tornar
acido, indicande incapacidade de produzir urease, ou neulro, sugew
rindo a presenga de um germs nido fermentador de glicose,

As reacghas apresentadas no meio £PM s3o bastante claras &, portan—
to, de facil interpretagac. Rgcomenda—-sée, apenas, <erta cautela para
& leitura do teste de urease, guando a reagidoc & fracamente positiva
pois, ao invés de adquirir coloracgdo azul, a base do meio torna—se
amarelo-esverdeado, o que pode ocOrrer com amostras de Higskhatella,
Entepebacter @ Serratiz. B interessante ressaltar que Edwardsislla
determina um aspecte inteiramente caracteristico no meio, isto &,
cor amarela na base e na superficie, além de enegrecimento pela pro-
dugido de Ha8 (Tahela 3). AtéE o momento nao observamos este aspecto
com gqualguer outra entercbactéria e ainda nao temos umna explicagic
para < fato.

O periodo de incubagao (20-24h) do meioc EPFM certamente reprasenta
uma grande vantagem para os laboratdrios de Microbioclogia Clinica
que, miitas vezes, utllizam meios convencionais gue requerem varios
dias de incubacao.

O meio EPM comporta-se como 03 meios semelhantes contendo glicose,
quande inoculado com bactérias nao fermentadoras de glicose ou com
germes Jram-positivos.

Estamos utilizande o meio EPM em nosso laboratdrio ha, aproximada—
imente, 4 ancs e os resultados tém sido idénticos aos relatados neste
trabalhe,
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Summary

Between March and Seprember, 1977, ap epidemic ourbreak of hepati-
tis A occurved inm the city of Rio de Janelre, with 80 cases in Che
Olariz sectlion and 5 in the ncighbaring Ramos section. All cases
were fcrerie, bur complications or deaths were ot reglsvered, All
of 29 serum sampies tested for specific anti-hepatitiz A antibodies
were positive: 15(51.8%) wich IgM, 9¢31.0I) with IgM plus IeC, and
5(17.2%) with IgG. Sera from 36 patients, including the 29 positive
fer enti-hepatitis A antibedics, were all negative for HBs antigen.
Forty eight cases were school children which led to the supposition
that cransmission was via lunch or water of the local schools. Other
sources considered were via sewage pollution of some streecs or by
syringe transmission. An epidemiological investigarion and casew
control study revealed that none of these sources definirely asso-
ciated with the outbreak. On the other hand, laboratory examination
of water samples from one of the schools and from the home of one of
the caszes showed fecal contamination and extremely low levels of
residual chlerine. At the time of che outhresk medifications of the
piped water system of the section were being carried cut, in a local
contigueus Co an open drainage ditch. These findings suggests the
piped water &5 the primary source of infection, follaowed by trans-
mission by interpersenal contact.

Resumo
Surte epidémico de hepatite A associude som use de dgua contominads

Entre oz meses de mavge ¢ setembro do 1977 ocoTteu um Surlo epidé-
mico de hepatite A, com 60 cases no bairro de Olaria e 5 no de Ra-

Rev. Microbiol., S&o Paule, 13(4):316-324, Out,/Dez, 1982.
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mos, ambog integrantes da cidade do Rio de Janciro. Todes os 65
cases foram ictericos, sem ocorrdncia de dbito nem de complicagdes.
48 dos 65 casos surgirvam entre escolares, o que leveu A suposiclo
de que a dgua das escolas on a merenda escolar estivessem implica-
dos na tvansmissae da doenga. Considerou-se, tawbém, gue a fonre de
infecgao pudesse ser a poluicdo por esgoto, existente em alpumas
Tuss, & ''transmissac por seringas'. Amostyas de soro de 36 pacien-
tes foram testadas para o HBsAz da hepative B, sendo todos negati-
vos. Esse waterial foi estocado até que fosse disponivel o teste
para o anticorpo da hepatite A, Este teste fol efetuado em 29 dos

36 goros, sendo btodos positivos: 15(51,8%) para IgM, 9(31,07) para
IgM o IgG, & 5(17,2%) para o IgG. A invesrigagae epidemioldgica & o
estude de casomcontrole revelaram que nenhuma das hipdteses aciuma
formuladas estava assoclada 2o surto epidémico. De outro lado, exae
mes laborateriais da dgua de uma das escolas ¢ da residencia de um
dog casos evidenciaram contaminacie fecal & niveis de clore residual
muito baixes. Na época do irrompimento do surto epidémico, vinha-se
eferuando obras na rede d'agua do hairro de Olaria e em um local a
obra era contigua a uma vala - sew qualquer revestimento - pela

qual sa dranava toda sorte de dejetog, inciusive fecals, Epidemiolo-
gicamente nae se pode excluir a hipétese de que a dgua teoha sido a
fonte primariz da infecgdo e 2 seguir tenha ocorrido transmissio por
contato inter-pessoal.

Introduction

In June, 1977, three cases of hepatitis were reported at a2 gchool,
at Olaria section of Rio de Jansiro.

A site visit confirmed the diagnosis of the three notified cases
and a study was undertaken in the area; more cases were diagnosed
and by the end of the study 65 cases of icteric hepatitis were con-
firmad, 60 within the Qlaria section and five in the neighboring Ra-
mos section of the city.

Most of the streets of the area of the outbreak are paved, with
piped water, sewers and electric lights. Slums are alse present on
the hillsides of the section; the population of these slums 15 es-
timated asz 10 per cent of the total population of the secticn.

Nevertheless of the 60 cases in the area, only three wers reported
from the slum area.

The total population of Olariais estimated bhased on 1977 data, to
be haetweaen 56.000 to 84,000 inhabitants.

Material and Methods

All ¢hildren abgent from school hecause of illness or without juse
tification for more than three consecutive days were investigated.
Any patient who was examined by a phvsician who confirned the pre-
gence of jaundice and other signg and symptoms of hepatitis was
considered as a positive case. When the study began in June, 1977,
nine of the patients were already cured or in the convalescent pha-
a¢, without lcterus.

To identify theposzssible zource of the infection the investigators
decided that a casewcontrel type study was hecessary.
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Two contreol group were stablished, using the patient home and his
work area. Matching was done by age and sex. The residential control
was chosen from neighboring houses.

The occupaticnal control was selected from calleagues, at his work
area. In apalysis of case-control data, the McNEMAR statistics (2)
was used without continuity corraction.

An investigator interviewed each case and control, filling out for
2ach a presstablished gquestionnaire. Signs, symproms, chronclogy of
illness and any available laboratory examination data were noted.

Blood samples were collected from 36 patients and examined in the
biochemical laboratory, Evandro Chagas Hospital, Fundacio Oswaldo
Cruz, for direct and indirect bilirubin {4) and serum glutamic pyru-
vic transaninases (SCPT) (9). A}l samples were tested for hepatitis
B antigen (HEsAg) by counterimmunoelectrophoresis (1%) in the Depart—
ment of Virology, Institute Oswaldo Cruz. Samples of 2% sera, whicgh
had heen stored at ~200C, were later rested by the same labaratory
ffr anti-hepatitis A antibodies {IgCG and IgM) by radicimmuncassay
{14} .

Several water samples were collected from Escola Chile and from
the residence of one of the cases, located two blocks from the
sehool. The samples were examined by the Sanitation and Environmep—
tal Health Department of the Naticnal School of Public Health and by
the State Foundatjon for Environmental Engineering for bacterial
contamination, residual chlorine and physico-c¢hehical characthe—
ristics,

Results

Synopads of cases ~ Table 1 lists the 6% cases in order of
appearance of illness with SCGPT and 72 values and the number of days
between onset of illness and the time of blood collection. Because
of limited facilities for laboratory examination, TE and SGPT were
tested in icteric patients, while SGPT alone was determined in
symptomatic but nonicteric patients and in subjects who had reco-
vered clinically but who reguested laboratory confirmation. SGPT and
TE levels were elevated in opatients with active disease, i.e. with
recent infectjion and were lower in patients in convalescence or who
had recovered.

Clinicatly the 65 cases presented benign hepatitis, without
hemorrhagic complications cr alterations in consciousness. The
icteric period was short, usually of one to two weeks, though it
lasted up to four weeks in some cases. Patients were followad up
until ¢linical recovery from their primary illness.

The outbreak was almest entirely confiped to children and
adelescents, with 12 cases less than 8 vears of age, 51 between 6
and 17 years, and two young adulbs. Clinico-epideniological evidence
that this was an outbreak of hepatitis A virus was corrchorated by
serological pesults - all of 2% serum samples tested for specific
anti-hepatitis A antibodies were positive: 15(51%,8% with IgM,
9(31,0%) with IgM plus IgQ, and 5(17.2%) with IgG. Therefore, at
least 15 of the cases tested mostorobably represented recent
infections. As Table 1 shows, in general the cases with IgM antiw
bodies had & shorter period of time between the onset of iilness and
the time of blood collection than the cases with IgG. In addition,
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Table 1§ _ Hepabitis cases by ord .1 of onset of 1liness
showing anti-hepatitis A antibodics, serum glotamic
transaminase (SGPT) and total bilirubin (T.B.) Olaria section
Epidemic, Rio de Janeiro, 1977

Clans of Claos ot

[AAE-Toa anti= Cage ne anbi=

By wrdvr Tematitas B0, F.T. T N, bdy  OSdir hopatinae X.G,P-T- L
at ongsk h Sl mank A

Antahesd e AR R i

VoATig R E - 344 - 130 1
o100y T5G & - 1% 0N - A, 2un 7.4
1 tee) g v iaG Ca - 35 (11 - 1, Yhii i
4t Igh . L89G Thi B0 37 {1 Igd e LG EETY LT
5 {3) - 1,510 - 1o - bk 3
& {7y Light « £ 17 - an {1y - 3313 L)
PRI - i7 w AR ST H T,700 -
O[T IgM o+ Lyt jrt=3% [N 41 6= - - -
EE N - 3, 340 - LIS - B, i -
1% (2 - - 140 &3 451 Tk R -
14 - - 1.5 AT TaM 1,940 -
[T Luti 624 3.65 45 11} - 140 I
1369} TaM 57 1.62 46 (13} LgH o« 190 150 .
1814} N T I a1 (1) 144 % -
15 (=} (v - u n ay ) TGH 1,140 5.8
16 (4) - 415 6.5 LI Tai E ] -
17ty - 1,955 - o {7 - L] -
14 (18) Lyt 17 (7 5149} Lot 440 LT
(1) Ly o+ Dgd &5 .4 52 (4) - 1,260 12
() | 1%4] - - i3 (-} - - -
21 iw) " - - Y eH - - -
1z (7 - w1 - uh oy - wy -
23 (7) IgM 150 2,40 SG 110} " ¢,008
24 {1 - 156 4.3 57 (6} - 2,520 5.4
15 iy Ty 48 - 53 (4) 1M L300 FI Y]
EEINEY Tgh + IgC ¥in oy uy (-] " "
27 - - - - 50 (1) - i, 260 5.0
78 (5) Yy 220 - it -} - - -
9 (1) - 1,550 - [P 15M g .
FEEH TaM 1,100 u.a 6 4l " 1,800 -
EANNCY - - - 04 {w) - - -
12 130} 190 33 - £5 (¥)  LlyM + Koo - -
33 f-) Lyt - -

(=) Days after the ondsc af illaeas a7 the Time of Llows collvekion anoun 38 paventhesis
Ay = Kor tedced or por callected blowd.

sera from 36 patients, including the 29 positive for anti-hepatitis
A antibeodies, were all negative for HBs antigen.

Chronologieal distribution - Figure 1 shows the week of onset of
choluria, the criterion used to mark the onset of disease, for all
cases. The appearance of 65 cases in seven months far surpassed
local endemic level of hepatitis. In Escola Chile, whare one to
three cases per year had occurred annually since 1961, twelve cases
oecurred in the four months of May to August, 1977. After this
cutbreak, hepatitis returned te endemic levels among students, with
three cases In 1978 and four in 1979.

As in Figure 1 shows, a high concentration of cases occcurred
during the months of June, July and August, represcenting 80% of the
cases. For a disease such as hepatitis A, which has an incubation
pericd of approximately 15-28 days, the distribution was not typical
either of interpersonal transmission or of transmission from a sin-
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gle source. Taken together, results are more easily interpreted as
a combination of these two types of transmission. Chronological disw
tributicon of presence of IgM and IgG anti-hepatitis A antibodies are

Figure 1 - Hepatitls cases by wesk of onset of choluriz apd by presence
of anti-hepatitis A antibodies. Olaria epidemic, Rio de Jeneiro, 1977
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shownin Fig., 1. The 15 cases with only positive IgM antibodies, all
occurred in June or later and blood was taken less than 70 days
after onset of illness.

Faghable sources of infection - The hypothesis of transmission via
sehool lunch was excluded by the following observations: of the 6%
cases, 34 occurred among students in schools which provided lunch,
14 ameng students of schools not providing lunch and 17 among per-
sons not at attending schools. In the analysis of cage control data
{Table 2Z) there was no significant difference in relation to con-
sumption of the lunch among the 34 hepatitis cases and their respecs
tive student controls. There was alse no difference, among the 12
cases from Escola Chile, and their controls, in relation to CONSUmp—-
tion of lunch,

There was no evidence that transmission had occurred via injec-
tions, since the epidemic wag of hepatitizs A and since no difference
was noted between cases and controls in relation to this parameter.
It was possible to provide adeguate match for 67 cases by occupation
and for 64 cases by residence (Table 2).

The hypothesis ¢f transmission in streets polluted by sewage was
not supported by the evidence, since of 65 cases only 24 resided on
or near such streets, and no significant asgociation was noted in
relation to residential controls,

Laboratory examination of water samples from Escola Chile and from
the residence of case n? 13 (Table 1) showed fecal contamination.
The total coliform, fecal coliform and residugl chlorine levels {Ta-
ble 2) suggested that this contamination was more probably in the
internal distribution system than in the public water system of the
area. Samples from the roof tank and kitchen tap of the residenge of
Case n? 13 were also contaminated. Rezidual chlorine was absent or
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very low except in the sample from the Escola Chile underground tank
gollected June 30, which ¢an be explained by the <¢le2aning of school
tanks, local treatwent and treatment of the public water svstem,
carried out after the laboratory examination on June 28. Turbidity
of the water gsamples was arcund 6.0 Jackson units. In all samples,
color, pH, hydroxide, carbonate and bicarbeonate alkalinity total

Table 2 - pigtribution of cases homs
and gecupational contrel groups
according to three possibie sgurces of
infection, Olaria epidemic, Rio de Ja-
neira, 1977
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Table 3 - Total coliforms, fecal celiforms and
residual chlerine in water samples from Olaria
seerion Rio de Janeiro during the Hepatitis

outbresk, June, 1977
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caleium and magnesium hardness caleium, chlorides total iron, and N
and NO3 nitrogen were all within normal limits by Brazilian stan-
dards.

The total coliform index of 2.0/100ml ohserved in water from the
public system inlet on June 23, as well as the low residual c¢hlorine
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values in samples from June 23, 28 and 30, are not within normal li-
mits, In different secticns of Rio de Janeire, residual chlorine va—
lues normalily range from 0.5 to t.0mg/l.

The source of contamination of the water remains endetermined:
contamination of water systems by gewage may have occured. The con-—
sequences would he greater in Escola Chile, attended by 1,731 stu-
dents at the time, among whom 12 cases gocurred. Other cases occure
red in studentsz of other schools and in nonstuedents, most of whom
had no contact with the Escola Chile cases, though perhaps the virus
could have girculated in the Olaria population via Escola Chile stu-
dents with subclinical infections. Another point whose importance
can not be evaluated was the obzervation that at the time of the
outbreak an engineering project was under way to extend the public
water system to 4 part of the Olaria section not previously served.
The pipe installations being modified were next to an open ditch
which drained all types of refuse from rezidences located on a hill-
side above. It is possible that contamination of the public water
system ocenrred during these modifications of the pipe network ang
may thus have provided the primary source of the infection.

Giscussion

The hypothesis of transmission via school via school lunch, or
through contact with dirt from streets with sewage pollution, or by
injections were excluded. The fact that hepatitis cocurred primarily
in children and adolescents, most of them students, suggests that
interpersonal transmission would be the most plausible. However,
sections of the ¢ity contiguous with Olaria, with similar sociceco—
nemise structures and in which the children and adolescents fre-
quented the same types of schools, show no higher incidence of hepa-
titiz during this period. This finding, plus the fact that the water
of @t jeast twe locations in the Olaria secticon was fecally polluted
and that hepatitis was more frequent in that part of the population
with piped water in their homes, make in impossible to exclude piped
water as the primary source of infection. Taken together, the re—
sults of this study are better explained if the two types of trans-—
mizsion are hypothesized to have occurred. The primary source of ine
fection would be the contaminated water of at least one school and
cne home (the only twe locations from which water was examined) and
further transmission could have acecurred by interpersonal contact.

The inactivation of hepatitis virus in public water systems, spe-
cially when there is heavy contamination with organic material, has
represented a challenge for public health authorities. At least five
different hepatitis epidemics whose most probable source of trang—
mission was treated water have been described (3, 5, 8, 10, 11, 18).
Under experimental conditions, it was established since 1945 that
hepatitis A virus was inactivated only when the water was pretreated
by chemical coagulation, clarification and filtration, and issued by
treatment with chorine {7} ; a recent monograph on this subject
shows that there is no an ideal process to assure potable water free
from viruses (13}.

The ocutbreak here described may not fulfill completely the critew
ria for water-borne hepatitis (6} , but certainly the contaminated
water remains the most highly suspected source. This epidemig¢ is not
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an unique example in Brazil of hepatitis A outbreaks possibly transe
mitted by contaminated water, but whoge sources cannot be inguestio-
nably defined due to technical and methodological limitations.
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Sulmmary

A collection of 193 strains belonging to the entercpathogenic F,
aold sevogroups 026, 055, 086, Ci1t, 0119, 0123, 0126, G128 and

0142 were studied in relation to lysogeny. A Ki2 . colf was used
as indieator strain for the tests. [- Lysageny among 0111 strains.
One hundred strains belonging to serotypes 0111:H2, 0111:H1Z and
0111:H were tested. Sixty-elght strains were isclated inm 1963-1963
period, 20 strains in 1976-1978 and 12 in 1981, The results showed
that 43 strains were lysogenic. Lysogeny was morve frequent amoag
01171:H2 strains than the other serotypes. Cross tests made with 42
lysogenic strains showed that some have identic phages and some har—
bors more than one phage. II = Lysogeny among other enteropathoge-
nie E. coli serogroups. Ninety-three strains belonging ve eight
different sevocgroups were tested. Only vhree strains were lysogenic,
belonging vro serogroups 086, 0119 and 0128. Cross tests wade with
these 3 strains and 42 §. ¢oli 03111 lysogenic strains suggest that
the 45 strains have identical phages, since esch one was immune to
lysates of all the other strains. Althouph the detection of lysogew
ny c¢ould be increased by using other sensitive strains, the resules
of thiz study show that: 1) lysogeny is more fregquent among G111
strains; 2) the nuaber of lysogenic strains belonging to this sero-
groups is decreasing over the Yesrs.

Resumo

Lisogenia entre amostras dg E. eoli enteropatogénicas isoladas em
Sdo FPaule, entre 1963 ¢ 19481

Cento & noventa & tTes amostras de E. opli pertencentes acs sorogru-
pos entoropatogénices O26, 055, 084, 01171, 0118, D125, D126, 0128 -
0142 foram estudados quanto z lisopenia. Uma linhagem de E. coli K12
foi utilizsada come indicadorz para os testes. I ~Lisogenia entre as
amostras do sorogrupe (11I. Foram testadas 100 amostras pertencentes
aos sorotipos O111:H2, 0111:H12 & QU11:H . 68 amostras foram iscla-
das no periodo de 1963-1968, 20 amestras entre 1976-1978 ¢ 12 em
1981, 05 resultados mostraram que 43 amostras eram lisogénicas. A
lisogenia fol mails frequente sntre as amostras 0117:H2 do que as dos
demais sorotipes. Testes cruzados feites com 42 linhagens lisogéni-
cas mostraram que algumas t8m fagos idénticos e algumas contém mais
do que um fago. II « Lisogenia entre og owbros sopogrupos enteropa-
togénicos de E. coli. Foram testadas 93 amostras pertencentes a8

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 13(4):325-331, oOut./Dez. 1982.
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sorogrupos diferentes. Somente 3 amostras eram lisogénicas, pertenw
centes aes sorogrupos 086, 0119 e 0128. Testes cruzados feitos com
e5825 3 Amostras ¢ as 42 amostyas lisogenicas de H. eold 0111 Bugie
Tem que as 45 amostras tém fagos ideénticos, pois cada uma & imune
aos tisados dag demals amostyrss. Swbora um malor nomero de amostras
Lizogenicas pudesse ser detectado aumentandorse o nameto de amg s
tras indicaderasz, os resultados daste estudo mostram que: 1) & 1i-
sogenia & mais frequente entre as linhagens 0111; 2) o nimere de
amostras lisogénicas pertencentes a este sorogrupo estd diminuinde
nos ilrimos anos.

Introduction

Enteropathogenic £. coli strains (EPEC) have been described as an
iwmportant etiological agent of infant diarrhea, mostly in the tropi-
cal countries. In Brazil the most frequent serogroup isolated from
feces of younyg children with diarrhea is £. eol? 0111 (8). The other
serogroups of importance are: 026, 055, 086, 0119, 0125, G126, 0128
and 0142, among these, serogroup 0119 is isclated with high frequens
cy. Some strains of serogroup 0128 produce 5T toxin and are, there—
fore, enterctoxigenic (9).

The mechanism of pathogenicity of enteropathogenic strains has not
been e¢stablished. Some zerogroups were described as producing VT to-
®in (&) . Other types of toxin were described by Klipstein & col. (5).
Adherence to the intestinal epithelium was dascribed with a 026
strain {(11) and a 0125 strain (10). Adherence in HEp-2 tissue cultuw
7e¢ cells was described by Cravioto & col. (2). Frobakbly the mecha-
nigms of virulence of the enteropathogenic strains are different re-
gard the serogroup (or serotype) copsidered.

The objective of our work is to study the different characteris-
tics of the enteropathogenic F. eoili. In this paper we describe the
results obtained with tests of lysogeny performed with T. solt
0111 belonging to the most frequent serotypes in Sdo Paulo (G111:HZ,
0117:H12 and 0111:H") and strains belonging to serogroups 026, 055,
086, 0115, 0125, 0126, 0125 and 014Z. The results obtained with
strains of serogreoup 0111 were correlated with their isolation pe-
riods.

Materigl and Methods

Straetng - A total of 193 strains belonging to nine EREC serogroups
ware studied, One hundred E. woli 0111 strains belong to 011%:H2,
0711:212 and 0111:H serotypes. The other ninetywthree strains bee
long to serogroups 026, 055, 086, 0119, 0125, G126, 0128 and 0142,
The straing of serogroup 0128 are ST . All strains were isolated in
our laboratory from feces of children with diarrhea, no more than S
vears old. They were in treatment in different hospitals in %30 Pau-
1o, The strains studied are presented in Tables 1 and 2, . 2olf Ki2
MA 335 was used as indicator strain for the tests of lyscgeny.

Prepargtion of amplified lysates - The strains to be tested and the
sengitive strain were grow in 3ml of LB Medium (Triptone, 10g; Yeast
gxtract, 5g; Nall, %g; Hz0, 1000ml) for 16-~20h. 0.25ml of the sene
Sitive strain were then inoculated into Sml of LB Medium and grown
for 2h with aeration {one tube of MAIIS for each strain to be tes-
ted}. Meanwhile, the strains to be tested were treated with four
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Table 1 = E. coli 0111 sty.ins Table ? — List of
enteropathogenic se-

Serotype | Toaris) of ¥a,ef  %o. of strains rogroups studiced and
=i i - -t -
isolation  abesing por sorotype 15‘313'-10:} period of
the gtrains
0111:H2 1963-1966G 26 EL
1967 4 Hirr Ot Mo or Inolacion
) . BLEN T ioud
Btitenie 1963-1965 & b
Q1110 1963-1 468 16 &4 0z6 10 1877-1981
1976-1373% 16 055 17 VOGE-1081
1981 12 UEE 5 THhE-THTY
B 4z 134R-11551
Total 100 0135 9 196E-1498]
G126 3 1977-711981
G138 3 VHG4-1577
a4z 1 1981
Tokal 9

drops of chloroform and centrifugsed to remove the bacterial debrig.
tne ml of each supernatant was added to one tube of MA335 in expom
nential phase of growth to amplify the production of phage. The tu-
bes were incubated for 3 hours with aeration, and then treated again
with ¢hloreform and centrifuged. The supernatants were transierred o
screwcap bubes containing 2-3 dvops of chloroform and fested for the
presence of phage.

Testsof lysogeny — The tests weres performed on fresh L Medium plates
(LB Medium with 2% of agar), 25-30ml per plate. These plates warea
overlaid with 3ml of melted seoft agar cooled vo 45-389C (LB Medium
with 0.7% of agar) and added with the sensitive strain diluted in LB
Medium {0.08ml of an overnight culture in 0.%ml of LB}. After soli-
dification the plates were inoculated with the lysates, using wooden
sterile toothpicks. In each plate we usually tested 1% lysates and a
positive control. The plates were incubated for 18-20h at 37°C and
observed for the appearance of plaques of lysis.

Jze of Mg&§0s - ALl the tests were alsc performed using 0.01M MgSOy
instead LB Medium as the diluent for indicator strain.

Cross tests — Bach lysogenic strain was cross tested against the ly-
sates of all the other straing to test the identity of the phages of
the different serogroups.

Results

Comparing the results obtained with the tests performed with the
sensitive strain diluted in LB Medium and MgS04 solution we qonsi-
dered that is no advantage to the usze of Mg*+ to increase the ad-
sorbtion of the phages when working with EPEC strains. There were
differences among the number of plagues in the spot test of several
strains using the one or the other methed, but for some strains we
chserved more plagues using Mg504 whereas for others we found the
reverse. Anyway, the differences were not sufficiently significant
to justify the wse of Mg++ for lysogeny tests with EPEC strains, as
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it waz described for other phages (1). In the same manner, Grunnet
t4) founé that magnesium sulfate and calcium chioride dia not in-
crease the number of demenstrated coliphages in isolates from scwa—
ges and fresh water.

I ~ Lyzogeny among £. coli 0111 strains - The results obtained with
the lysogeny tests are presented in Table 3. 43% of the straing
tested are lysogenic. If we consider thes isolation period we see
that most of them belong to the group isolated in 1963-1968 (60.29%),
while the number has decreased during the subseguent pericds (10%
and 0%).

Table 3 - Lysogeny of B, aold 0111
strains regard their isolation period

Isclation No. al Moo of lysagenic %
pariod strains strains

14963-1968 &8 41 60, 2%
9YE-1973 20 2 1C
1981 T2 Q 43

Toual 100 43 43.00

Table 4 shows the percentage of lyvsogenic strains in relation to
the isolation pericd and the serotypes of the strains. In 1963-1968
the serotypes possessing most lysogenic strains were 07111:H2 and
0111:H" (96.15 and 41.66%). This rraquency is lower among the
strains isolated in 1976~1978 (25% aznd 6.25%) and none of the
strains jsolated in 1981 are lysogenic. Only one strain with H12
antigen was lysogenic, belonging to the group of strains isolated in
the first pericd,

The distribution of lysogenic strains belonging to 0111:H2 and
0111:H~ serotypes during the 1983 o 1968 isolation pericd is unj-
form showing that there was not an epidemig lysogenic strzin predo-
minating in a certain year of the period.

Cross tests made with 42 lysogenic strains showed thaot some
straing have identic phages since there is Immunity in relation to
their lysates and some straing possess more than one preophage pro-
dueing plaques of lysis in sensitive strains.

LI - Lyszegeny among other EPEC serogroups - Lysogenic straing among
the eight serogroups studied are very rare. Among the 93 strains
tested, only three are lysogenic. They belong toc the 086, 0119 and
Q128 serogroups, representing 20.00, 2.38 and 16.66% of the strains
of each serogroup (Table 5).

The results of the 261 oross tests done with these three straips
and the 42 lysogenic £, coli 0111 strains showed that they have
identic phages. All straing are immune o all the phages produced by
them, except strain 0111:H2 no. 36 which is sensitive to the phages
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produced by the 3 lysogenic strains. This strain is alse sensitive
to 1lvsates prepared with other £. col? 0111 strains, showing that

strain ne. 36 is different from the other lysogenic strains,. It is
important to remember that it's phage was detected using a K12 in-

dicator strain.

Tahle 4 — Lysogeny among &. aoli 0111 Table 5 - Lyscgeny among
sevratypes other EFEC serogroups
Isolation Foratypes T, ot No. of lysogenls 4 Serogrosp Mo, of Lysogenic stralns
period atyaing strains strainsg wWo. L]
196341968 011tzu2 26 25 96,15 vz W ¢ o
otii:uiz 3 1 1566 ouh 17 9 a
BI1TH 36 5 41,56 - 5 ] 20,00
1976-1978  0117:H2 4 1 z5 a11s 4z ! 2.3%
olit:iiz [ 8 o a1zn a o o
FEREFH 6 1 G.25 Q126 4 a a
1941 G117:1H2 ] Q 0 138 b L 6. 4e
01711:HI2 Q [+] Q 0142 i i} i)
LIREEY 12 [ a

Total 93 3 322

None of the lysates prepared with the 42 £, eoli 013171 strains
showed plagques of lysis when the 086, 0119 and 0128 strains were
used ag indicator =trains. These results confirm the identity of the
phages of the 086, 0119, 0128 and 0311 lyscgenic strains.

Discussion

Lysogeny in enteropathogenic £. celd strains has been studied by
R. Tashpulatov (refered in 7) who worked with 0111, 055 and 026 se-
rogroups. His experiments have shown that 77.3% of the =strains of
0111 serogroup are lysogenic, but no phages were detected in the
othelr scrogroups.

Experiments done in our laboratory confirmed the results obtained
by that author in relation te 0111 serogroup, although we observed
that straine isglated in Brazil showing this characteristic are de-
creasing along the last twenty years from é0% to 0%. Most of the &,
goli 0111 strains isclated during the 1%63-1968 period were lysoge-
nie (60.29%). The strains studied by Tashpulatov were isolated pro-
bably a few years earlier than oursg, but it is interesting to compa-
reé the results and see the frequency of the lysogenic 0111 strains
isolated in both countries.

The c¢haracteristic aof lysogeny ameng Z. eoli strains belonging fo
0111 serogroup seems to be changing over the years. Only 2 strains
out of 20 isolated in 1976-1978 period were lysogenic and none of
the isolaktes of 1981 presented this characteristic (Table 3}.

These results could suggest that lysogeny could be related with
the storage of the strains for a long pericd, bhut studies rade by
Daak (3) with #. eoii 0124 showed that cultures maintained in the
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laboratory for years snowed no alteration in phage type.

Taking in consideraticon the percentage of lysogenic sereotypes of
each period studied we can se¢e that lysogeny is more freguent among
0%11:H2 than the other ssrotypes (Table 4). On the other hand, the
number of 0111:H2 isolates is decreasing from 1963 until now. Among
the 12 strainz of £, eoli 0111 isolated in our laboratory in 1981
until August, none of them had the HZ antigen.

The 0111:H strains were frequent during the 1963-1963 period, but
it looks like that they tend te predominate among the 0111 isolates,
All the strains of this serogroup isclated in 1981 until August are
non-motile, .

Studying other eight enteropathogenic serogroups, we found that
only 3 among 93 (3.22%) strains tested are lysogenic, These three
strains are no. 135/17 (088 serogroup), 142/4 {0119 serogroup) and Z
{0128 serogroup).

On the contrary with what oceurred with 0111 sercgroup, there is
not a relationship between lysogeny and isolaticon period of the
gtrainsg, Strain no. 2 was isclated in the period betwean 1964-1870
and the cther two between 1377-1979.

Cross—tests made with these three strains and 42 F. eold 0111 Ly-
sogenic stralns suggest that the 4% strains have identical phages,
since each one was immune to the lysates of all the other strains.

Although the detection of lyscgeny could be increased by using
othar sensitive strains, the results of this study suggest that the-
re is a remarkable difference between the strains belonging to the
2113 serogroup and other EPEC strains regard lysogeny.

Whethsr or not there is any relationship between lysogeny and vi-
rulenge in enteropathogenic ¥, colf strains is not known. We intend
to teést other sensitive straing and "cure™ the lysogenic strains to
see if the phage confers a vhenotypic characteristic to them.
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Resung

Ozorrénela de & Jejund em galinhas, vivas e abatidss, comercializa—
da na cidade do Rio de Janeiryo. De 168 amastras fecals e 227 amos-
tras de carcagas, foram isoladas e caracterizadas 287 cepas de O,
Jejunt, sendo 108 (64,2%) provenicntes de amostras fecais ¢ 179
{78,7%) provenientes de carcagas. 05 dados sugerem a pozsibilidade
das aves serem yeservaterios pnran01alb de infecgde para o homem. 4
loncidéncia em carcagas admite a Gipotese de que Urabalhadores oy
donas—de-casa, que lidem diretamente com frangos, constitoam goupos
populacionais com maior risco de contagio.

Summary

Campylobacter fotus subs Jejunt (C. fejunt): {demtification of
straing teolated from dhbﬁkﬂns i Rio de Janedno

Oecurrence of O, Jefunt in 168 fecal samples and 227 carcasses from
chickens cemmercialized in Rio de Janeira. A tetal of 287 strains
were obrained, 108 (64,2%) being from feces and 179 (78,7%) fram
carcasses. Thercfore chicken may be potential reservoirs of
infection far man, Furthermore, the imcidence of ¢ Jojuni in
carcasses also admits the hypothesls that workers and homehandling
with chickens may represent populational groups with major risk of
tnfection,

Introducdo

Campylobacter fetus subsp. jejund (0. jejuni) tem =ido reconheci-
do, nos Qltimos anos, como importante agente de infecgdes humanas.
Meningites, artrites, colecistites & outras patoclogias té&m zide des—
critas mas, a gastroenterite & sem divida o evento mais freguentem
mente relatado (13).

Estudos epidemioldgices, a2 respeito de possiveis transmissores
e/ou reservatdrios de . Jejunid, tém apontado animajis domésticos com
me possiveis fontes de contaminagdo humana ¢ eotre elas, particular-
mente caes e aves (2, 7, 10, 14, 18). Entre as 4ltimas, as galinhas
tém sido fonte de isclamento de amostras de . jejuni a partir da
flora fecal (&, 15) e carcagas (11).

No Brasil, ¢. jfejuni 33 foi encontrado tants no hOomem CoOmc &R CRESs
{6, 12}. Neste artige, & relatado o isolamente de galinhas, vivas e

RBev. Micyobicl., S&0 Paulo, 13(4):332-334, Out./DPez. 1982,
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abatidas, comercializadas na cidade do Rio de Janeiro.

Material e Métodos

Durante ¢ periodc de setembro/1%30 a margoe/19%81 foram retiradas
395 amostras, sendo 168 a partir de fezes ¢ 227 de carcagas de gali-
nhas. As amostras obtidas foram semeadas no miximoe até 4 horas apds
2 colheita, em meio agar-sangue VBT (14} . Apas incubacao de 24 ou 48
horas, em micro-asrofiliz {(95% Nz e 5% COz)l, & 4200, coldnias com
morfologia compativel (13) foram selecionadas para isolamento & i-
dentificagao. 0% micrerganismos foram identificados, sumariamente,
cotmo . jejuni, gquando apresentavam as seguintes caracteristicas:
cglulas curvas-espiraladas, Gram-negativas, nao apresentando <resci-
mento a 25°9¢,

Testes complementares foram realizados, posteriormente, de acoréo
com a metodologia descrita por Bryner & Frank (4}, para confirmagio
da subwespdcie, a saber: producdc de catalase, oxidase & H28; nio
crescimento em 40ug/ml de &cido nalidixice e em 8% de glicose; cres-
cimento em 0,4mg/ml de TTPC, em 1% de glicinaz e em 2,5% de cloreto de
sodio.

Resultados e Discugsao

Dos 395 materiais investigados, foram isocladas 287 cepas de 0. Je-
juni, sendo 108 (64,2%) provenientes de amostras fecais & 179 (78,7%)
provenientes de carcagas (Tabela 1).

Tabela 1 - Isolamento w7 de PR
-t P y _ 108 EPES & BRE 1V

dE C‘ JEJMTL{: de anos AR LIS "'.\DSLLJ.UQS

tras provenlentes de "

galinhas

[T 1ok 108 (G4, 2%

Carcagas 227 178 {¥a,7%)

Total 395 247 (72,60}

C. jejuni tem sido isolado de varios animais e, entre as aves, as
galinhas tém merecide destague, j& que constituem importante e fre—
gquente fonte de alimentagdo humana. Hayek & Cruckshank (%) descreve-
ram enterites por Campylebacter, possivelmente relacionados 3 inges-—
tde de galinhas contaminadas e Bertchinger (1) isoclou este microrga-
nismo da bile de 21% de galinhas <ol hepatite necrosante.

Em congcordincia com o8 nossos dados, Bruce & col, (3) isolaram .
jejuni de 62% de 63 carcacas de galinhas. J& Grant & col. (8) wveri-
ficaram gue, de 46 frangos, 38{83%) continham . jejuni na flora re-
tal.

0= resultados obtidos sugerem gue . jejuni ocorre como importante
comensal na flora intestinal de galichas comercializadas na cidade

do Rio de Janeiro. A elevada inciddncia em carcagas, admite a hipd-
tese de que, trabalhadores ou donas-de-casa, gque iidem diretamente
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com franges ¢onstituam grupos populacionais de alto riseo A infecodo
por . Jejuni.
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Resumo

Meio winime, quimicamente definido, que permitisse o atiwo cresci-
mento do fungo dematifceo, Fomsesgeq pedrosel, fol desenvolvido,
Virios glicidios foram utilizades como fonte de carbono, entreranto
98 melhores resultados foram observades com os di e tri-facaridios,
Dentre estes,maltose fol o gue wmelhor crescimento proporcionou. A-
cidos orginicos e acidos amjnados nze foram utilizados cemo fonte
unica de carbone. Com relagzo 3 fonte de nitrogénio, treonina exer—
cen efeito estimulante sobre o crescimento. Quanto acs demals api=
nwo-icides, ndo houve diferenca marcante em Comparagio ao crescimen-
to obtido com sulfate de amonio. Em relagap 3s exigeéncias de vita-
winas, ficou demonmstrado que tiamins era fator essencial para o
crescimente do funzo. Finalmente, fol proposte meile minime, quimi-
camente definida, que propercicnou ample crescimento de 7. pedro-
g%, por pele menos dez suh-culturas,

Summary
A minimum chemioal defined meditwn for growing Fonsesgea pedrogoi

A minimum chemicaldefined wedium for growing the dermatiaceous
funpus & pedross? was defined. Several carbohvdrates were able co
support growth of F. padrosod, however di and trisaccharides werd
more effective. Qrganic acids and amino acids were unable to promo-
te growth as the only carbon source. Concerning nitrogen SOUTGES
treonine had a sharp stimulating effect on growth. Among the vicaw
mins only thiamine was an essential growth factor. The sffective-
ress of the minimum chemicaldefined mediuvm on supporting growth

of 7. pedrosol was tested at least for ten transfers of subgultu-
ras,

Introdugac

Fonseoasa pedroesel & fungo dimdrfico, patogénico para o homem, que
sa apresenta na forma micelial &n cultura e leveduriicrme no tecido
parasitado. B um dos principais agentes da dermatite verrucosa crow-
moparasitaria {cromomicose), afacg%o cutinea que pode bkornar-se, o-
casionalmente, generalizada, observando-se entac o acometiments de
tecidos profundos. E uma doenga crénica, gue predominz nas regides
tropicais e subtropicais da Am@érica (1%, 20), embora seija de ocor-
réncia univer=sal {8, 9, 23, 29).

Rev, Micrcbiol., 53c Paulc, 13{4):335-346, Out,/Dez. 1982,
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Embora muite seja conhecido sobre oz aspectos cliniecos (18, 19),
histopatolbgicos e epidemioldgicos da cromicose (5, 9, 20}, bem co=
mo sobre a morfeologia dos seus agente (15, 25, 34), pouco ze sabe
sobre a fisiologia destes fungos. A revisdo feita por Al Doory &
Pairon (3) mostra que de 600 trabalhos publicados sobre estes patd-
genos, menos de 2% dizem respeito a aspectos nutricionais e fisio-
légicos (2, 11, 12, 13, 16, 22, 30, 31, 33).

No sentido de que as informagbes sobre a fisiologia pudessem for-
necer subsidiog para maior entendimento da sua biclegia dos fungos,
estudou~se varios aspectos do seu comportamento. Uma parte versou
sobre a fase parasitiria (25, 27, 31) & consistiu na tentativa de
se abter, regularmente as formas celulares predominantes, bem comeo
de se verificar a influéncia de substratos no dimorfismo. Qutro as-
pecto envelven a fase saprofltica (10, 11, 123, 18, 21, 28, 32, 33,
35), na gual 03 autores procuraram estabelecer uma diferenciagio
bioguimica dos agentes da dermatite verrucosa cromoparasitiria.

Comec se sabe, a morfelogla macro e microscdpica apresenta varia-
¢6es gue estio em fungdo de muitos fatores, como por exempleo, tem-
peratura, pH & composicao do meio de cultura (32). Sabe-se que os
nutrientes exercem grande infludncia na reprodugdc sexuada & asse-
xuada em fungos (12, 14). D2 posse desses conhecimentos, resta sa-
ber entao até que ponto se deve dar importdncia &s caracteristicas
morfoldgicas.

05 diversos métodos de estudo se complatamn, uns aos outros, polis
& quase impossivel raciacinar sobre SltungLb novas, com dados iso-
lados. Cada vez mais, o estudo das exlgcnc1as nutritivas dos mi-
crorganismos Lorna de maior 1mportanc1a , NAC apenas para sis-
temutlzaquo de caracteristicas b¢0qulm1cas, que possan contribuir
para a classificagao, mas, igualmente, na alucidagdo da blGQULHlﬁa
funcional.

Somente a compatibilizacdo desses conhecimentos & que poderd ex-
plicar as interagles dos migropganismos com © meio akbiente.

Tendo em vista as consideragdes acima, propomes um meio guimica-
mente definido que permite o crescimento do agente da cromomicose,
F. padpogot.

Material e Métodos

Amostra - . pedresod Lsolado de paciente da Santa Casa de Miseri-
cErdia de Belo Heorizonte, através bidpsia de lesao, fol mantido na
Micoteca do Departaments de Microbiologia da U.F.M.G. 30bh o n%e 25,

Manutengdo = A amostra venm szendo mantida em laboratdrio, desde
1974, em meio de Sabourauwd (Tabela 1), com repigues mensais,

Fréaulo - A amostra de ¥, pedrosol fol inicialmente cultivada em
Crapeck-Dox (Tabela 1) com extrate de levedura a 289C, em tubos
18x180mm. Apd: sete dias de crescimento, um fragmentoe da cultura
ara honogeneizado em "Tissue-grinder”, «om solugdo salina estéril.
L suspensao assim obtida era incculada em frascos de sore contendeo
aproximadamente 50ml do meio Crapeak-dox, sem extrate de levedura
{Tabela 1).

Tal procedimento, apesar de propoercicnar crescimento mais pebre,
permitia melhor rendimento em esporos. Estes eram posteriorments
retirados com solugdo salina estéril, lavades a 3.000rpm por 30 mi-



Tabela 1 - Composicdo dos melos de cultura urilizades para
o cultivo de Fomsecdes pedrosod

Congtituintes Sabouaraud  Cmapeck Csapock  Smith Yoast Mo Wase
qd I II + vibamapasT

QR L 2,0 - - 0,5 1.0
Sacarosc - 30 3,0 - -
Glicerina " - - 2, Bl -
RApATAGLai . - - 0.7 -
Citrats de sodio - - - G, 04 -
Citrato férrioo asoniocal - - - 0,01 -
Ritrnte de wddin u 0,3 0,1 - -
Lloreto do amdnio - - - w7 -
Sulfats e amdnio - - - - 4,5
Sulfats de magnésic - 4,05 a,05 n,1s 4,05
sulfate berroso - 0, 0t 0,005 " -
Glareta de potissio - 0,050 a,0% - -
Clorets de sddio - - - - a9,0
Kit 0y - - - 0,12 4,1
HlePDk,' - a9,1 0,1 " -
agatina 1,0 - - - -
Extrata dc lavesura 0,3 1 - - u

¥ oMizturs de vLLARLRAG " - - - +

ST "

Indrule o U HML G0 MG SUSPeRER0 Col 180T wspords fal

Upd bi deatilady gt

= Mintira de witwwimie: bisting 0,20 peolelenals de odleie 40wl dmwsicel 200ug8; niacing
GGty PABA Mogd; pividoxina 00T tiamdina &gl cibotlaving R0und.

nutos com a mesma solugdo, contados em cimera de Newbauer & ajusta-
dos parz concentragao de 0¥ esporos/ml. Um indeculc de O,2ml desta
suspensao final fol uwtilizade nos experimentos. Evitou-se usar o mio
¢elio danificado (homogenaizado noftigsue-grinder™)

Estimaiivg de ereseimento - A quasze totalidade das expariénciaa teve
sua @stimativa através da determinagic da turvagdo, em Fforocolorime—
tro Klett-Summerson, utilizando-se filtro verde (540nm) . Os resulta-
dos foram expressos em unidades Klett (UK) e representam a média de

pele menos trés determinagdes em duplicata. Para a curva de cresci—

mente de F. pedrosof, a 28°C (Figura 5}, foi feita avaliacio através
da determinacao do peso seco.

Resultados & Discussao

A falrva de dados na literaturs, <om relagio a estudos sobre a bio—
logia dos agentes dz cromomicose, estimulow a realizagio de experi-
mento preliminar, com o intuito de verificar o comportamento de &,
pedrosot em alguns neles de oultura de vso corrente em micologia.
Neste propdsite, esperava-se obter alguma informagio que pudesse
conduzir a procedimento mails adequado, viszando a determinacio de
meic quimicamente definido para cultivo de #. padreosei.

O compeortamento do fungs foil verificado nes scguintes meios de
cultura liguides {Tabela 1): Sabouraud; Czapeck Dox I; Czapack TI:
"Yeast Nitrogen Base"” (Wickarham & Burton, 1%48); Smith (Smith,
1948).

Replques sucessives, nesses neleos, wostraram que Sabouraud liguie
do, Crapesk Dox I & "Yeast Nitrogen Base” foram bastante eficientes
na manutengiao da amostra de F. pedreoss? por seis DASBATENSE SUCRES 1w
vas.
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Oz meios Czapsck Doy 1T & Smith foram ipeficientes, ndo suportandeo
o crescimento do microrganismo por mais de cince sub-culturas. Os
resultados desses experimgnios ¢ncontram-seé na Taebela 7.

Ezigéneda de viteminas - Para verificar a exigéncia de vitaminas no
crescimento de F., pedroseid, foram testadas as oito, existentes no
meio "Yeast Nitrogen Base”, mantendo-se as respectivas concentragdes.
A técnica de omissde fol utilizada para o estudo do requerimento de
vitaminas. Utilizando-sze pagsagens sucessivas,verificou-se que F.
pedrosci exige tiamina como fator essencial de crescimento. (Tabela
3}.

Tabela 2 - Crescinento & sub-culturas de
Fonsecaea pediosod en difcrentes meios

. Croscimento (UK) nes diversas pasgagons
Meios do cultura JE———
0 1a¥ Ia 2a 4a Sa fa

fabourawd (iliguido} 1100 105 0%8 11z 0% 100 1é
Caapeek-Doy I w0 17 Tbd 09 1% 105 113
Crapeck-Dox II 103 1af gaz 020 Q12 (-} {-1

UYeast Wivrogen Base” 210 2B g 269 231 200 RGE

smith 105 0®3 0 05T 033 811 {-r -}

A Transfordnein Foi fwita swm iwdculo de 0,2l da @ilcara ancerioc, a-
pia intubagido pez sete dias a 28V,

Tabela 3 — Exigeneia de vitamioas por Fonsecaed

pedrogol (Merodo da Exclusao)

Crescimento (U.K.)nas diversas pasiagens
sistemasn
i3 ia®  Za Ja wa B aa

Moelo YND som witaminan  (MM) Y105 06N 0dY DRQ 009 -

W G/ C0das aw vitdminas® A 274 EBR R2As 29k 2YE 244
MM g/ iboTlay ine 268 27t 26 75 zdx 201 243
MY/ niamina 185 090 Q5F 098 Dl pov -
M s/pividexing 270 263 Z6T w78 ZBO 279 2V
M S/ TAEA 270 Ze9 2&1 G 277 10 kv
MM s/niacina 239 292 s AT 26D 279 268
MM s/inositol 206 21 T 9 28Y 0 278 277
MM s/pantotenato de cdloio e 278 T7I REG R7A 375 274
M4 m/biotina 290 @1 ZUVn0 269 Z8K 0 B0 273
MM o+ tlamina 29n XE1 2. x4 272269 373

YHRE v Muda gy "Voarl Nitpagan Base', Tumeelas ]
et Melo YN asew adipae da vit iin

w n Transferéneia fol feica com indoulo de U, 2wl &4 culfura w7 odda de in-
cubacde o AW

An

&

Biarina, @,0uph, pancotenase de odleio alupi, Ieositol 200037, siaeina
AuEE, PASA JOLgR, picideging IS, ciamina Dugh, cibeflavina Muad,
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Sabe-se que a molécula de tiamina conziste de duas unidades: uma
pirimidina e uma tiazol. Portanto, a dependéncia de tiamina pode ser
entendida ou pela incapacidade do microrganisme em sintetizar uma
das duas unidades ou entan pela inabilidade em lig&i=las. Muitos fun-
gos tiaminawdependentes crescem bem com & tlamina intacta ou na pre-
senca das unidades adicionadas em concentracdo eguimolecular, mos-
trando capacidade em condensar as duas metades {4). Mo caso de 7,

pedrosot, testou~se apenas a melacula intacta. Nio foi detectado,
portanto, em gue ponto se localizava a deficiéncia. A maioria dos
fungos & capaz de sintetizar & wetade tiazzel da moléculs de tiamina
e asgim exige a pirimidina (4). Como F. pedrosed nfo requer pirimi-
dinas, & possivel que sua deficiéneia esteja na capacidade ' enm sinte-
tizar a metade tiazdlica ou de condensar as duas metades. A capaCiw
dade de sintetizar a pirimidina e nio a metade tiazdlica, parece ser
bem menos fregquente. BEntretanto, esta reacae tem 2ido descorita em
Mugor ramannianug, Sterewm frustolusum, Endomyces magnusii € Tricho-
phyton concentricum (1).

0 efeito da tiamina sobre o crezcimento de fungos fol inicialmente
demonstrado em Phycomyces blakesleanus (1). Em seguida, grande nime-
ro de investigadores demonstraram gie a exigéncia de tiamina ocorre
com bastante fregquéncia nas grandes classes de fungos (4). Nos basi-
diomicetos, a maicoria das espécies ji investigadas 2o dependentes
de tiamina {1).

Entre os zigomicetos, a tiamina & o Gnico fator de cresacimento ne-
cessario para 4 maloria das espécies testadas.

Ascomicetos puitas veres exigem um ou mais fatores de crescimento,
come biotina e piridoxing, mas sempre em acrescime a tiamina (4).

05 dermatdfitos em geral ou ndo exigem fator de qreszcimento ou a-—
xigem apenas & tiamina (1). Os resultados, com respeito & exigéncia
desta vitamina por F. padresci, estdo de acordo com os obtidos por
Area Lefo & Cury (68}, gue demonstraram a exigéncia nor parte de F.
pedrosol, F. verrucesd, F. compacta & F. jeangalmed.

Utilisaege das fontes de coarbono - Fol ohservado pegquens crescimento
de F. padrosoi em melo isento de fonte de carbono (Figura 1}. Este
resultado poderia ser explicado pela presenga de reservas no fungo
gstudado, tendo em vista gue, para o prepare do indculo, foi utili-
zado um meio (Czapeck II, Tabela 1), gue contéun elevada guantidade
de gacarcse (3%). Além disso, & comum a ocorréncia de glicogénio o
funcdo e reserva em outros fungos (1).

Foram bastante curlosos os resultados, quando se utilizaram acidos
aminadcs como Unica fonte de carbonoe. Todos eles, particularmente a
asparagina, induziram c¢rescimento menor gues o obtide na auséncia de
qualquer fonte de carbono. O resultado obtido com & asparagina, de
certa forma, estd em contradicao com os obtidos por Montemayor (21},
que demonstrou a assimilagdo de asparagina por agentes da cromomico-—
sa. No entanto, as diferencas entre as condicées experimentais em-—
pregadas e as amostras utilizadas poderiam explicar as diferengas
optidas.

De maneira geral, os Acidos organicos ndo sic utilizados come Oni-
ca fonte de carbono. Somente oxalacetato estimuleou o orescimento em
relagio ao controle. B possivel gque ocorram problemas de permneabili-
dade na entrada dos Acidos orginicos, tendo em vista gue os valores
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Figura 1 — Efeito de diferentes fontes de
carbono gobre o ¢rescimento de Fovseowes
padrosot
r-laley 1. Sem adicao; 2. Acidos aminados#®#;

] =) asparagina; b} cisteina; acido as-
partico, dcide glutdmice; c) prolina,
elaninas 3. Acides orginicos: &) ci-
trate, piruvato, succinato, -—ceta
200 ™ glutarato; b) owalacetato; 4. Monos—
— sacaridios: a) mancse; b) glicerol,
ribose, glicose, arsbinose, frutose,
ramnase; ¢} sorhitol, galactose, 5.
Dissacarides e trissacarides: a) lae-
tose; b) sacaroze, rafinose; ¢) mal-
rose, trealoss; * Meio Basico:

(NH4)2504; 0,5g%; Mg804, 0,057,
CaClz, 0,0tgh; NaCl, ©,01g%; KHFO4,
AlBlc| jajs] JA O, 1g%; tiamina, 4Dug¥. #% Todos os
1 - =

F- 3 - componentes foram testades a 1gk.
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1]
9]
>
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de pH proximos 2 neutralidade ndo sdo ideais para o transporte deste
grups de substincias através da membrana citoplasmatica.

Todos os aglicares testados apresentaramefeito estimulante 4o cres—
cimento, em relagdo ac controle. Oz melhores raezultados foram obti-—
das com sacarose, rafinose, maltose & trealose. Montemayor (21) tame

bém obteve estimulo de crescimento quando utilizou glicose, maltose
& galactose. No entapto, cs$te autor nao demonstrou a assimilacao de
lactose por estes fungos. Os resultados ohservados concordam com os
obtidos por Silva (32) que demonstrou o estimulo do crescimento de
F. pedrcoscd na presenga dos seqguintes aglcares: zacarose, glicose,
frutose, arabinose, maltose e lactose., A autora demonstrou tambem,
utilizando gquatrc amcstras de F. pedresoi, uma variabilidade guanto
A resposta em presenca de diferentes agicares. Assim, 7. pedrosof,
variedade comunis, utiliza eficientemente a lactose, enquanto que F.
pedrogod, variedade ¢ypiocus, utiliza pouco este dissacaridio.

O bom rendimento, sobtide com maltose, levou a escolher este agugar
como fonte de carbono, nas experiéncias sucessivas, tendo em vista,
inclusive, © baixo custo deste COMPOsSto.

Utilizapao de fontes de nitrogénio - Com relagdo & fonte de nitrogé-
nic para F. pedrosei, foram realizadas trds séries de experiencias.

Na primeira delas, verificou—se gual seria a concentracdc ideal de
nitrogénic inorgdnico para o crescimentc de . redrosed, Com tal ob-
jetivo, foram testadas diversag concentragoes de (NH4) 3504 {Figqura
2).

Na_segunda série de experiéncias (Figura 3), foram testados 21 a—
mincacios, isoladamente, como fontes de nitrogénic, na concentragic

de 0,71%g. Todos experimentos forneceram resultados equivalentes aos

observados com O nitrogé@nio inorginico {(NE4) 2504, com excecdo da
treonina, gue estimulou significativamente o crescimento de F. pa-
drgsotl.

Na terceira série de experimentos, procurcu-se verificar o possie

vel estimulo de diversas fontes de nitrogénio organico no croescimen—
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Figura 2 - Influcncia de concentracio de (NH,) o804
sobre o crescimento de Fomgseaod podmieod

SO

HLETT

=00
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T r Meio vtilizado: Mg80,, 0,05g%; Cally,

o0 o3 oS o2 0,0%g%; NaCl, 0,01g%; KHgPO4, 0,1g%;
CONCENTRAGAD DE iNHg)-SQu EM G 2 tlamina, 4C0pgk, maltose, 1,02%.

to de F. pedresoi em presenga de (NHy),804. 08 resultados da Figura
4 mostram que agul também nao houve diferenca significativa, em re-
lagao acs amingpicidos bestados separadamente, com relacdo ag oresci-
mento obtideo utilizandowse sulfato de amdnio como fonte de nitrogé-
nio. Foi tamb&m confirmado o efeito estimulatdrio em presenga de
treonina.

0s resultados obtidos no presente estedo, com vistas ao aprovelita-—
mento de fontes de nitrogénio por F. pedrosod, demonstraram que o
funge pode utilizar fonte iporgdnica de nitrogénic. Este fato ficoun
evidente pelos resultados apresentados nas Figuras 2 e 3. Alénm de
{(NHg} 2504, F. pedrosol pode utilizar gutras fontes inorganicas de
nitrogénio, como NaNOj3 {presente no meio de Czapeck-Dox I, Tabela
1). Fonsecaea pedrosoi, a semelhanga de outros fungos {4), cresceu
bem em presenca de substincias nitrogenadas inorgdnicas. Assim, os
zais de amdénio ou nitritos constitunen fontes de nitreogénio adequadas
para o c¢rascimento da grande maioria dos fungos (1).

Todos os acidos aminados testados foram utilizades, resultande um
crescimento semclhante ao obtide com (NHg) 2504 {(Figura 3). A dnica
excecao fol wverificada quando se utilizouw trecnina, que apresentou
um estimulo significative sobre o crescimento 4o fungo.

Silva (33) observou uma exig@ncia absoluta de fonte de nitrogénio
organico para uma amostra de P. jeanseimei, sendo que para outras a-
mostras #. verrucoese € P. obseura, a fonte orgdnica de nitrogénio a-
presentou efeito estimulante. A autora tambem observou gue, Com & a-
dicfo de NaNQO3 em substituigldeo ao NHizCl, ocorrew malor espornlacio
do tipo pseudowacrotedd.
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Figuya 3 - Efeito de diferentes
fontes de mitrvogenlo sobre o
crescimento de Fonse caed pedrosol

s lata B

] 1. Sem adicac; 2. (NHL)2504
{0,14%); 3. Alanina; arginina;
asparagina; Acido aspirtico;
cisteina; acido glucdmico: glu-
tamina; histidina; isoleucing;
hidroxiprolina; leucina; lisi-
100 nz; metionina; fenilalanina;
prolina; serinag; triptofano;
tirogina; valina (0,2gZ); 4.
Treonina {0,1g#%). Meio uriliza-

g
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I_I dor Mg804, 0,05g%; CaCls, 0,1g%:
NaCl, O,01g%; KH2PQ4, 0,147;
1 =2 b a tiamina 40pg?, maltose 1,0g%

Treonina foi gapaz de estimular o crescimento de F. padrosol, mes—
Mo na pregenga de uma fonte inorgdnica de nitrogénio {KH4) 5804 (Fi-
gura 4}. Este resultado sugere que a treconina, além de prover nitro-
génice, pode estar implicada em outras fungdes. Uma possihilidade & a4
treanina ser precursora de lipidios, através da producio de zeetats,
que ocorre en tripancsomatidec e resulta da clivagem de treanina em
acetate @ glicina (17).

Aldm disso, ndo pode ser zfagtada a possibilidade da treonina ser
utilizada pelo menos em parte na formacio de polimeros de superficie
em F. pedrosod., De fato, em leveduras, algumss unidades de manose,
da parede celular, estdo associadas, Como cligossacaridios, a uma
cadeja polipeptidica através dAe ligacdo com treonina e serina (7).
Contudo, 2 maioriz das unidades de manose ¢std ligada & asparagina,
componente da cadeis polipeptidica, via Neacetil-D-glucosamina (7).

Curve de greseimento - Para concluir of experimentos, foi feita a
curva de crescimento de #, pedrosod no meio definide {(Tabela 4).
Comparando-a com aguela do meio de Sabouraud (Figura 5), constata—ce
gue o crescimentc do microrganismo € aproximadamente o mesmo nos
dois casos. Entretanto, enquanto a fase logaritmica se inigia a par-
tir do 59 dia no meio de Sabouravd (Tabela 1), no meio definido (Ta-—
bela 4) a fase "log" comega a partir de 3¢ dia. Embora o indculo pa-
ra o experimento tivesse vindo do mesmo nmeio (Czapeck-Dox III), vem
rifica-se a redugac na fage "log", no meio definide,

D meio proposte no presents trabalho (Takela 4}, zpesar de néo ser
o tnico meio definido para 7. pedrosoi, apresenta & vantagem de ser
bastante simples, gquanto ao ninmeroe de componentes e de ser um meic
minime, ao contrério do meio "Yeast Nitrogen Baze", gue contém ele-
vado numerc de vitaminas, que nde =io exigidas por F. pedrosci. O
meio introduzido poderd ser utilivado para o estudo da composigho
quimica deo fungo, sem interferéncia de substincias complexas ou come
postos ndo exigidos e que estejam presentes no meio de cultura. Ao
mesmo tempo, pode ser utilizado para a4 obtensdo de antigencs & no
gstudo da selegao de novas drogas gue atuem no fungo, eliminando-gse
o possivel efeito de substinocias reversoras. Por outro lade, estudos
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Figura 4 - Efeito de fontes organicas de
nitrogenio no crescimento de Fonseeqsa
pedroset cultivado emwmeio provido de
fonte inorginica de nlrrogenio

o0 -

- 1. (NH)9804 (C,1g%); 2. (NH4) 2504
(0,1%) + alanina; arginina; aspa-
200 ragina; dcido aspartice; cisteinaj
cistina; dcide glutanico; glutami-
na; histidina; isolevcina; hidro-
xiprolina: leveina; lisina; metio-
nina; fenilalanina; prelina; seri-
na; triptofano; tCirosina; valina
(0,123 3. (MH4) 080, {(0,1gX) +
treonina (0,1g4). Melo utilizado:
Mg504, 0,05g%; CaCly, 0,01g%;
NaCl, 0,01g%; KH»PO4, 0,1g%, tila-
1 P 3 mina &40ug%; maltose, 1,0g2.

oo
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subsequentes sobre alteracdes qualitativas do melo, poderiam induzir
a diferenciagidce do fungo, da forma vagetativa para a parasitarcia,

Tabela 4 - Meio minimedefinide

parta o cultive de FPomsgooes Yigura % - Curva de crescimento de Fonsgoeded
nedreseT pedrosat oo weio complexo o mele definido
Componantes Tt Procedincia in e

Maltosa 1,0 Difao

LA 0,1 M é

KH, IO U, carlo Lrba o

PLAth & 0 MEID COMPLEXOD

73] L X IH] o

M0, L TH LD 0,0% Sigma 8 8 DEFINIDG
W im

Hall a,01 Sigma o

Treoning o1 Harck 8
ﬂ&?

Tianina FLIEL Signa 2

H20 Genepe 100mL

oH o= 0,5,

0¥ 4 &6 & 10 W ¥ I8 1B X0
Dias

fornecendo informacdes relevantes, relacionadas ac mecanismo desta
diferenciacao,



344

Qs fungos estdo entre og microrganismos mais ehiguitarios, oras-
cendo en uma grande variedade de meios & sob diverszas condicdes.
Portante, a selegdo das condigbes de crescimento dependerd em parte
do proposito do estudo a ser desenvolvido.
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Summary

Streptococcal impetizo was Investigated in 64 childven. Skia
lesions were cultured toyield group A streptococel or Staphy Locoa—
cus qureus or both from 43 of 64 lesioms. 5. eptdermidis was lsola—
ted from & lesions. Only 11 of the 38 group A strains wers M-typa-
ble. Eight of the 9 strains with the T-pattern 3/13/83264 were M-
typable. Phage types of group II accounted for the majority of
staphyiococecal isolates from impetigenous lesions.

‘Resumo

Impetigo ne Rio de Janelro: estreptocccos ¢ estafilocosos tTaolados
da lesdes cuitdneas, naris ¢ gergante de erianeas

0 impetigo estreptocdcice fol pesquisade em 64 criangas. Estrepto—
cocos do grupo A ou Staphyloccoucus aureud ou ambas as bactérias fo-
ram obridas de 43 das 64 lesdes da pele de que se fer cultura. &,
epidermidiz fol isolado de 4 lesbes. Apenas 11 das 38 amostras de
grupo A foram tip@veis com antissevos M. Oito das § awestyas com o
padyag T 3/13/B3264 foram tipaveis com antiszsoros M. Estafilococos
com fagotipos do grupe LI foram of mais fregllentes nas lesoes im-
petiglnosas.

Introduction

various studies have confirmed that group A streptogocci and Sfapay-
ioeooens oureus are the organisms most often implicated in the epi-
demiclogy of the streptococcal skin disease (4, 17, 24y, Difficulty
to M—type “skin" strains of group A streptococci has been reported

and the serum opacity reaction has also been used in classifying the

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 13(4):347-334, OQut./Dez. 1982,
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strains (14, 23). Production of the opacity factor {(OF) can be & va-
luable tool in differentiating M-nontypable isolates that have the
same T-typing pattern and could either lack M antigen or represent
hew M typaes, Phage typing allows & more precise differentiation of
5. aureus isolated from skin lesions (3, 16, 17).

Impetigo contagiosa (impetige) continues to be a common skin di-
seaze in pediatrics populations of tropical and subtropical coun-
tries (15, 20). In earlier studies from Brazil, streptococeal pyoderw
ma strains from patientsz with acute glomerulonephritis. were identi-
fied by T agglutination; T-types 3/13/83264 and 8/25/Imp.19  were
reported (18) and identified again in later studies together with T-
types 1, 11, 13, 28(21), 2, 3, 2/4, 2/28, &, 12, 15/17/23/47/1%,
55{12) and 14(19). Some of these izolates were M tymable. In a sur-—
vey ameng amerindian populations of Amazonia, groups A and G strep-
tococel, 5. aupsus and . diphtheric were isclated from skin le—
Sions. Five of the 37 strains examined at the Centers for Disease
Control were M-typable (11}.

We report here sztudies on strains of group A streptococci and 5.
durews cultured from skin lesions in a group of children with inmpeti-
go in the urban arez of Rio de Janeiro.

Material and Methods

Clinteal material - Strains of beta-hemolytic streptococci and
staphylococci reported here were collected from October 1978 until
March 1979. The study period corresponded to late Spring and Summer
with hot climate and high degrees of humidity. Sixtv four children
between the ages of 5 months and 14 years were examined. These chil—
dren vere gliglible for the study because the pediatric dermatolo=-
gists considered they had streptococcal skin infection based on ¢li-
nical evidence. Cultures of skin lesicons (one for each ¢hild) inclu-
ding pustular, crusty and healed lesions, were obtained when the pa-
tients were seen by the physicians. Swabs were also taken from nose
and throat. The children were not cultured again. Specimens were
swabbed immediately on plates containing tryptoss blood agar (Difco
Laboratories, Detrocit, MY, USA) and 5% sheep bloocd and incubated for
18 hr at 359C. Streptococel and staphylococei were picked from these
plates and checked for purity before further jdentification.

Methads for streptococeatl studiss - Streptococcal isolates were teg—
ted by the hacitracin disk method of Maxted {13) for the presumptive
identification of strains as group R streptococei, This was fol-
lowed by zerological grouping with use of acid extracts prepared by
the nitrous acid procedure of El Kholy & col. {8). All strains were
also grouped by the method of Lancefield (10). Streptocossal grou-
ping sera were prepared in Rio de Janeiro. Group A strajihs were fur—
ther classified by T-protein agglutination patterns (8) and M-
protein precipitation reactioen {22). Sera for T-agglutination and M-
typing were from the Centers for Disease Control. The strainz were
alzo tested for the production ofF the serum opacity factor (14, 23).

Methods for giaphylococcal studiss - The following tests were per—
formed on strains of Staphylococous cureus isolated from the origi-
nal bleood agar plate. 1 - Cgtalase test - isolated colonies tested
for the production of gas bubbles with hydrogen peroxide. 2 - Coggu-
lase test = tube tests for free ¢coagulase using rabbit citrated-—
plasma were made with single colonies (1, 7). The clumping factor
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was demonstrated hy the slide test using human plasma. 3 - CJarbsiy-
drate dissimilation = the production of acid from mannitol under ae-
robic and anacrobic conditions was tested for as descoribed by Baird-
Parker {(1). 4 - lrozyribonuslease production - this was determined
by the tolikidine blue - DNA - agar microslide method of Lachica &
¢ol. (9). & = Phage—typing was carried out by the Staphylocoeccal
Reference Laboratory of the Medical Schocl of Ribeirio Preto, 8P,
Brazil, according to the methods deseribed by Blair & Williams (3)
and Parker (16). Strains untypable at routine test dilution {(RTR)
were reatested at 100 x RID.

Antimicrobial susceptibility tasts - Streptococcal and staphylow
coccal strains were tested by the disk diffusion method for their
susceptibility to antimicrobics using sheep blood-supplencented
Mueller-Hinton agar (2).

Results

Fifty five cultures were positive for beta-hemolytic strephtocoeel.
Table 1 shows the number of children with positive cultures at given
cites. Fifteen skin lesions did not yield any of the 2 species of
gram-positive coccl. Group A streptococei were recovered from 38 of
the remaining 49 skin lesions. Group € and G acoounted for the ra-
maining 2 beta-hemolytic streptococci isolated. An additional @
group A streptococcl were isclated from either the throat or the no-
Ze of the children. Staphylococcal strains were isclaved from 24
skin lesions.

Table 1 - Distribution of bacterial Isolates by sites cultured
in the &4 children examined

Number of ehildren Grtey onlvumwd damd aumbior of

Drganism with oulture possi—  Wwebaae of ool bucsg ahildren positive at  given
amclatod viye at any site nites positive pra i i bl
Shin iesions Fheaoar Mosa

Beba-homelys o

ALCATLOMOECLE 40 5y ag® 11 4
2z 32 ptil 5 3
q i a o]
e Greaps & {36 stvalas), © ond € {one wteala cach} stveploceeel; b Groups A {4 slidinnd, B oand 002 abrains

e} and G oatriptococeld . Growp A abroplavecci.

Table 2 shows the distribution of the bacterial genera recovered
from the lesigns. Group A streptococcus (23 strains) wWas more
commonly isoclated in pure culture than other bacteria. Streptococel
and staphvlococci coexisted in 15 of the skin lesions. Pure staphy-
lococcal lesions occurred in § instances. Recovery of 8. epidermidis
along with group A strapiococcus ocecurred in 3 instances.

Group A streptococci from skin lesions were classified seroleogi-
cally and are shown in Table 3. One strain was M-and T-nontypable
and OF nmegative. The agglutination patbterns known to be commanly
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Table 2 - Bacterial iselates and bacteriopha ge types of
Staphylocovcus aureus from skin lesiong

Number of skin

Duceerial isolateos lesions positive Bacteriophage tyhes of
(o) S, aurcud
Groug A streptococcus only w3

Group ¢ stpeptococout only 1

Group G stroptocueens anly 1

§. surceuo only 8 29, 30, 3730771, 53/54/55,
53/83a, D11

£ epidasmidie only 1

Croup A atreptoceccus and 12% ac, 3AS3Q.T1, 3Q/SE/TY,

4y aurexa S3/83A, S4/8Baf6y, 01/e/42R/
‘ 47/84, B&, D4/96, 94

Group A arpaptodocsus and
E. apddarmidin a

#¢ Total nusber of skin léxion culsured; b. Twe strzins were nof phago bypabla; ¢, Two
straiok of J. gurens weto not phage cypable ond 3 abenice wars bysed by phage cype 7).

assogiated with pyoderma (3, 17, 20), 8/25/Imp.19 and 3/13/B3264,
accounted fox 3 and 9 of the strainsg classified respectively. Eight
of the strains sharing antigens in the 3/13/B3264 type were M-typa-
ble. Twenty seven of the 38 group A strains were not Mwtypable with
available M-antisera. Three T-4 strains were OF - positive and did
not give precipitation reactions with available M antisera. 211 isc=
lates of the T-typing complex 2/13/B3264 were OF - negative. One
T-4, M-60 strain did not produce the opacity factor. The four M-32
straing that agglutinsted in the 3/13/B3264 pattern did not produce
the opacity factor either. One boy was carrving a M-nontypable OF —
positive strain of the T-typing complex 8/24/Imp. 19/2 at all 3 si-
tes. COre boy had a T-4, M-nontypakle OF — positive strain at 2 sites
{skin and nose) anf his brother carried the same strain in a skin
legion; staphylococcal phage type 71 was encountered in skin lesions
of the 2 children. A girl had a T-11, M-11, OF-positive strain iso-
lated from an impetigenous -esion and from the nose: however her
sister was carrying a T-11, M-nontypable, OF — positive strain in a
skin lesion. Two sisters were carrying the same strain (T—4, M0,
OF - positive) in gkin lesions; one of them had zlso the strain in
the nose. Two brothers and their sister were carrying ©-11, M-none
typakle strains in skin lesions and 2 of the 3 isolates were OF -
negative; however the girl had & T-11, M-nontypable, OF -~ positive
strain in the throat.

Bighteen of the I, gureus isolates recoversed from skin lesions wee
re phage typable either at BTD or at 100 x RTD. The distribution of
staphylococcal phage in pure cultures and mixted cultures From le-
2iong in shown in Table 2. Staphylococci of phage group II {34, 3C,
5% and 71) accountered for the majority of staphylococcal strains.

H.oaureuns strains from 3 skin lesions were lysed by phage 71.
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Table 3 - Sevological classification
and serum opaclty reaction of group 4
streptococel recovered From skin
lesionsd

Sorum opaciky Ny of

Pt tern M-typa reaction sLyrains
32264 wTo = 1
1/13/R3364 32 - ]
3/13/R3364 34 - 1 10
3/14/83264 '] - 1
3/13/R3364 (] - 2
3/13/RE264 NT - 1
4 GO + 1
4 GO - 1
4 NT + 3
B/23 aT + 3
11 NT . 4]9
11 NT - B
IRFAFTA L KT + 1
5/37/44 NT L 1
S/ 12527)28 70 i 1 4
BANVV/Z/27/258/84 NT + 1
SN2/ 4720 748 NT v 1
14 H + 1IJ
14 W - 1
8/25/Imp 19 Wt . 1]
8S25/Imp 19/2 NT + 1
8/25/Imp 19/4 NT + 1) 2
e NT - i
Total 28

4. The standard sec of T-uglebimstion ancisera focluded the
following poals aod individual ancizers: "™ pooi: 1, 3, 13,
B3E64T "OY pools 3, 4, &, B; "W peol: 5, 11, 1}, B2, 27,
&by "K' ponli B, 14, 23, Imp. 19; M pool: 22, 23; 2" pool:
9-18. M-antisera ineluded sntisura For Mecypes 1-6, §, 11,
12, 14, 15, 17-19, Z3-27, 22-33, 36-43, 46, 47, 4%, S1-57,
60, 63 and provipional types OB-Ta. ho WY, Noc cypabte. &. o+,
Skrum opacity reaction pepitive: =, Sorum apacity reaction
QgL e,

The activity in vitre of aminoglycosides, cephalospow-
rins and other antimicrobial agents against streptococcal and sta—
phylococcal isclates from skin lesions is shown in Table 4. All
group A streptococcl were susceptible to ampicillin, carbenicillin,
penicillin G, chloramphenicol, lincomycin, erythromyvein, cephalothin
and the new antibiotic, cefoxitin. All 5, gureus isclates were sus—
ceptible to amikacin, gentamicin, bacitracin and cephalothin. Two
the 20 staphylocoeccal strains were resistant to chlorawmphenicol,
streptomycin and kanamycin. A group A and the group G strains were
isolated from the same skin lesions culture and behaved jdentically
for each antibiotiec.

Discussion

In the study reported here, seroleogical classification of 38 group
A streptococci isolated from skin legions confirmed the relatieon
hetwaen the T-agglutination patterns 3/13/B3264, 8/25/Imp.l1% and
pyoderma {5, 18, 20, 24). The abzence of M-types 14,49 and 5% should



Table 4 - Anlimicroblal suscep_
tikility of group A sCreplococol
and £. aureus strains Lzoelated
from skin lesions?

At iniceonial Croup A Soopupgur

agoent SLENRGOEGaG L {1

(391b

Amikagin so® 2t
Genkamicin - 20
Karamydin 1 18
Neomysan i} ND
SLreptonycin Nk 18
Ampicillin 3% ND
Paniwsillin & 38 2
Carbeniciliin 35 HD
Cofoxitin a8 ND
Cowhalethin 34 20
Bacitracin wo G
Chloramphenicol 38 148
Colistin a NR
Ervthromyoin 38 132
Thnconycin k1] ND
Walidinte aeid a KD
Tetracycline 10 16
Sulghamethoturolys

Ty Lmachany fm 1 15

a- Bpgepnibility of ockaniwoy be animicrobials was
decermined by The disk diffucion mechod (2Y: b. Pa—
tal nuobur of etrains cesced; w. XD, dor dono; d.
Rupber of Srrains suscepLible.

be noted eventhough only 11 of the group A strains were M-typable.
Eight of the 9 strains agglutinated by 3/13/B3264 antisera were M-ty=-
pable. This could support the hypothesis that common pyoderma
strains form M-antigens. With regard to the production of the serum
apacity factor by owr streptococcal stralns, there was a good agree-
ment with the results reported in other studies (14, 23). Pive of
the ning T-11 strains were QOF - negative, This railses the possibili-
ty that two different M types were present. It should alsc be kept
in mind that 2 of the four T-11, M-nontypable strains carried by 2
bBrothers and thelr sister did not produce the opacity factor and
that only one of the two T-11 OF-positive strains isolated From skin
lesions in 2 2ilsters gave & precipitation reaction with antiserum
for M type IIL.

Phage types of group II (JA, 3C, 55 and 71) commonly associated
with staphvlococcal skin infections (4, 17) accounted for the majow
rity of 3. cwreus isclates from our skin lasions although thelr ¢li-
nical appearance was that of streptococcal lesions. Phage type 7b
was not encountered in skin lesions. Different results have bheen re-—
ported by other investigators who have emphasized the almost total
absence of phage group IX staphylococci and recoversd phage type 75
from 58% of skin lesions (4).

the presence of 5. epidermidis in 4 lesions supports the observa-
tion that further investigations are required to gather information
on the possible role of the bacterium in the epidemiology ©f skin

infections (2, 11}.
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Rezumeo

Avaliagao da eficaeia do teste de triagem de (. diphtheriae, ewm law
boratorie de micvebiologia clinica, por fluerescencia no meio B de
King. O teste abrevia o diagnostico bacteriologico e ainda esvita o
trabalho adicional, para identificacao dos difterdides associados
ac (O, diphtheriae, encontrados em lesGes cutaneas.

Summary

Evaluyation of the fluorgsecence test in owtangous carriers of
Corynebacter{un diphtheriae

Evaluation of test for screening of . diphtherige in clinical mi-
crobielogy hased on fluorescence in ¥ing B medium. The fluorescence
test shortens the cime required for a definitive laboratory diagno-
sis and avoids additional efforts for identification of non-diphthe-
ria corynefora bacteria isolated from €. diphtherige infections in
skin lesions.

Introducio

A eficidcia da fluorescéncia em cultives de baciles diftéricos (3)
como método de triagem em laboratdrio de microbiclogia elinica foi a-
valiada em pacientes com infec¢de respiratoria, e revelou-se adequa-
da, uma vez gue permite, também, reconhecer amestras atoxXinogénicas
(4).

A problematica do diagnostico laboratorial de infecgbes por C.
diphtheriae estd relacinnada principalmente com o isolamento de dif-
terdides. A situacdg torna-se ainda mais dificil em lesdes cutineas.
A dificuldade aumenta diante de amostras atoxinogénicas, particular-
mente mais frequentes na forma cutlnea do gue na respiratoria. A0
contraric do que ocorre ne trato respiratdric, onde oz difteroides
fluorescentes s3c pouco freguentes (3, 4), na pele essa frequéncia &
maior (1, 9, 10}.

Pelo exposto, foi avaliada a eficicia do teste de fluorescéncia na
investigagdc do bacilo diftérico, a partir de lesdes de pele.

* Trabalho realizado com auxilio da FINEP.

Rev. Mierobiol., 33c Paulo, 13(4%355-358, Out./Dez. L982.
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Casuistica e Mgtodos

Materiais de 25 individucs portadores de lesbdes cutineas diversas
foram colhidos com “"swabs", embebidos em solugdo salina izotdnica
eskeril. Bm algumas ocasides, foram colhidos materiais de mais de
uma lesac, do mesmo paciente,

1. A semeadura foi feita no propric local da colheita, em uma pegue—
na porcac da Superficie dos meigs de agar chocelate talurito e agar

sangue de carngire 5%, purdém o esgotamento do indculeo foi feito 2-3

horas apds, no laboratdrio, com alga de "nichrone",

2. Apds incubagdo, por 24-48h, em estufa a 37°C, os cultives foram
eraminades & of diversos tipos colonizis esncontrados pescados e es-
tocados em "Cystine Tripticase Agar-BBL" (2).

3. Todas as amostras de bhastonstes Gram positivos iscladas foram
submetidas a testes de fermentacéc de carboidratos (glicose & malto-
2¢) o hidr&lise Qo uréia, ne meio de Duplo-Agicar-Uréia, DAU-modifi-
cade (7)) & & pesguisa de fluorescéneia do cultive (2, 3, 4). Para
fagcilirar a leitura da fluorescenciz o meic B de King (2) foi dis-
tribuilde ¢ inciinado en tubos de ensaio 13/100mm, de forma a apre-
sentar um longo bizel. Os microrganismos foram semeados (indculo
denso) apenas até a metade do bizel. A leitura, apdés 24h, foi feita
e¢m camara escuira, iluminandowse o tubo {(bhizel de perfil) com luxn ul-
travicleta (2&653-375nm) . Pela difusae da poriirina, produzida pelos
microrganismos no meio, a metadse do bizel torna-zge amarglio-alaranija-
do-fluorascente.

4. A partir do cultive no meic B de King {teste de filuorescéncia)
foram realizados o2 testes de toxinogenicidade (&) .

Resultados

De acordo com os resultades (Tabela 1), foram encontradas 32 anos-—
tras fluorescentes. Destas, 19 (23,45%) apresentaram caracteres bio-
quimicos do bacilo diftérico (fermentacic de glicose & maltose), sen-
do trés de bacilos toxinogénicos. Treze amostras de bastonetes Gram
positivos (16,04%), embora com cultivos flucrescentes, nac se asse=-
welharam ao bacilo diftérice. A maicriz das ameostras isoladas nao
foi fluorescente (60,49%) e correspondeu dguelas com comportamento
hioquimico diverso do &, diphtherdice.

Tabela 1 - Cavacteriscleas dos bastonetes Gram positivos

Flusresoentey

Wl

oy

L

Porinagdinicas htax LR s

ASEtras

41 3 T PELLE GuTr=

T0GE 3,70 9,00 15

RS T
can

A et dime asie-
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Discussao

A fluocresc@ncia 4o <ultivo bacterianc & mujite (til na triazgem de
amostras suspeitas iscladas de poepulacdes com maior risca de contan
iminacao diftérica, comno & o casc dos contatos familiares (*). Nessas
circunstancias, a fluorescéncia permite resultados falso positives,
en torno de 2,1% dos casos (4}, o gue ambora inadequado, abre a
perapectiva de verificacdo posterior, zo contririo do gue ocorrerisg
com resultados falsc negatives (3). Quando a problem3tica s¢ trans-—
fere para a regifo cutfnea, o teste aumenta ¢ percentual de isolam
mento de amostras fluorescentes, com comportamento bioguimico do ha-
cilo diftérico, surpreendendo no entanto o aparecimento de apenas
trés amostras toxinogénicas. Em vista de resultados anteriores (§) o
devide a semelhanga bloqulmlca entre "o, minutissimum™ e o bacilo
diftérico atoxinogdnice, serl necessirio realizar o estudo adicional
dos microrganismos flucrezcentes, de lesges de pale, senpre gue se
mostrem negativos no teste de viruléncia. Este aspecto parece hi3o
ter sideo considerado, anteriormente, por oubtros investigadores.

0O teste de triagam possibiliton a exelusao de 49 amostras (60,49%).
Isto &, gue nao precisaram ser submetidas a provas adicionais diver-
saz, o que om termos de economia e rapidez reconendam & prética la-
boratorial avaliada, ndo =0 rotineiramente, mas principalmente em
inguéritos epidemiclégicos, guando & iscolado grande nimero de amos-—
tras.
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Resumo

A enterctoxina termo-estavel (8T) de E. coli, proveniente de amos—
tra humana, foi parcialmente purificadz por cromatografia em coluna
de permutader anidnico, equilibrade com acetato de s2monio 0,01M,

pH %, didlise em sacos tratados com piridina e anidrido acético
(V/V) ¢ filtracdo em coluna de Sephadex G-15. Através desses procese-
sos, alcangou-se aumento na atividade especifica de até 51 vezes., O
material procedente da filtragae em Sephadex G-15 fol examinade por
cromaztografia descendente em papel, no sistema de solventes acido a-
cético, butanol ¢ adgua (i:4:5). Consepuiu-se distinguir diversas
substincias presentes na amostra e localizar, apos eluicac e analise
pelo teste do canundongo recémnascide, @ mancha correspondente a
enterotoxina ST. Em recromatografia da toxina 5T eluida, no neswo
solvente, obteve-~zé apenas ums mancha. Entretanto, em vista do balw
x0 tendimento observado neste Glrimo métedo, o seu use deve ser in-
dicade, apenas come um processe analitice da purificagae de 5T,

Summary
Pupification study thermostable (87} enterotozinof Picherichia soli

Thermostable (51) enterotoxin produced by & human strain of F. oolf
was partially purified by column chromatography through anion ewx—
changer equilibrated with 0.01M ammonium acetate pH 9, dialysis in
bags treated by a mixture of piridine and acetic anhydride {V/V)
followed by filtration through Sephadex G-15. Using these procedu—
res, an increase of the specific activity as high as 51 times was
obtained. The marerial from Sephadex G-15 filtration was examined
by descending paper chromatography using @ solvent mixture contai-
ning acetic acid, butanol and water (1:4:5). Enough separation of
the contaminants was enzbled as well as identification of the spot
containing biological activity of ST, after elution and assay by
the infant wmouse test. Rechromatography of the eluted 35T, by the
same method, revealed only a single spot . Howsver, because of the
1ow recovery of ST activity, observed in this chromatography me—
thod, we recommended it as an analytical progess to evalupate 5T
purification only.

Introdugio

Algqumas amostras de Escherichia coli podem produzir, pelo menos,
dois tipos distintes de enterotoxinas, caracterizados por suas pro-
priedades de resisténeia ao calor: toxina termo-labkil (LT} e termo—
estavel {5T).

Rev, Mlerobiol., S83c Paulo, 13(4):359-366, 1982.
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Devido ao alto peso molecular e imunogenicidade, a enterctoxina
IT tem side purificada por diversos avtores (3, 6, 8, 20, 26) e ia
& conhecem muitas de suas propriedades (3, 5, 13, 19, 23). A DU im
ticagac da enterotoxina 5T tem sido bastante dificultads, por suas
caracteristicas de baixo peso molecular e ndc-imuncgenicidade, além
da szeassez d¢ métoudos bioldgicos utilizidveis para sua caracterizae
clo.

Becentemente, pesgquisadores descereveram a purificagdo de ST, atra-
vés de métodos distintes (1, 24, 283, caracterizando, nas toxinas
purificadas, zlgumas propriedades diferentes. Em trabalhos anterio-
res, varios autores (2, 7, 9, 15, 17, 22, 28) 3& haviam encontrado
diferencas entre toxinas 5T de origem diversa, quanto 3 termolabilie
dade e atividade bioldgica, szugerindo esse fato gque diferentes toxi-—
nas termo-estaveils deveriam existir.

Recentemente, Olsson & Soderlind (16) caracterizaram toxinas ter-
mo—gstavels com atividades difercntes, em alga ligada de poroos tes-
te do camundonge recém-nazcido.

Tendo em vista as diferencas cbservadas, procuramos adaptar uma
tecnologia de purificagio da enterctoxina 5T, trabalhande com toxina
praoveniente de uma amostra humana isclada em nosso meio. Com base en
estudos inicilais sobre as caracteristicas fisico-quimicas da entero-
toxina ST, o presente trabalho teve como objetive desenvolver uma
sequdncia para purificacdo.

Material ¢ Matodos

dmostre -~ O preparo da toxina bruta foi a partir da amostra 3 de E.
coli, isolada em Campinaz, 5P, Brasil, de um caso de diarréia em
crianca (21). Esta amostra, que produz exclusivamente enterotoxing
5T, foi identificada como pertencente ao sorotipo 0128ac:H2ZT (18).

A amostra foi semeada em frascos Erlenmeyer, contepdo em 10% do
seun volume, meio de CAYE - Casamino Acids-Yeast Extract (16} @ inou—
bada em estufas com agitacde (150-200rpm) a 379C, durante 18 horas.
As culturas foram entdc centrifugadas e oz 3/4 supericres dos sobre—
nadantes obtidos, separados e conssrvados a -209C.

Preparou~se total de 5 litros de sobrenadantes de cultura, com os
guais foram realizados os estudos iniciais de propriedades fisico-
quimicas ¢ semi-purificagdc da towxina ST.

Ensete pora o detecpde da enterotoxding 57 - Na caracterizacio da to-
¥ina 5T, utilizou-se o teste do camundongo recam-nascideo (4, 10},
especifico para esta toxina. Para fins de gquantificagio, determinou-—
5@, coma uma unidade towica (U.T.), & maior diluigic da toxina, numa
série com razdo de 2, gque produzisse uma relagio peso do intestino/
peso da carcaga, superior ou igual a 0,085,

Cromgtografia em permutador gnidnico - Fracoes de 140ml de toxina
bruta, com pH acertado para 9%, com NaQll §,1M, foram aplicadas a oo-
lunas (2,2 ® 4,3} de permutador anidnico da Merck, equilibradaz com
tampdc acetato de amdnic, 0,01M pH 9. O material fol e2luido no mesmo
tanplo, com fluxc de i0ml por minute, coletandowse 10ml por fracgac.
Oz tubos contendo acima de 3 ULT./0,1ml foram reunidos em um 546 lote.
Didlise -~ As fragies com atividade tdéxica, obtidas & partir da cro=
matografia em permutador anidnico, foram concentradas através de lio-
filizagdo e ressuspensas em W volume der veres menor de Agua desti-
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lzda. Essas amostras foram entio dialisadas contra volume de Agua
aestilada 200 vezes malor, sob aqitagéo constante, a 49C, Para gque &
toxina 8T n&o fosse dialisada, o sacoes de dialise forawm tratados,
segundo Graig (i12), com solugdo de anidrido acético e piridina (V/V),
que, por processo de acetilagfo, redur o "cut off” dos masmos. O
tratamento fol desenvoelvide sob agitagac constante, durante 10 horas
a temperatura ambiente.

Filtvapgio am Sephadsx Gwil - Depois da didlise, as amostras foram
concentradas por liofilizacio ¢ aplicadas, apds serem ressuspensas
em 2,3ml de agua destilada, na mesma coluna (1,3 por B8cm) de Sepha-
dex G—15, padronizada por uma solucgdo de arul de Dextran (0,25%) e
NaCl 1,5M. © mataerial foi eluldeo com agua destilada, am pH 8, acer—
tado com trimetilamina. Os tubos, correspondentes aos picos de ati-
vidade toOxica, das seis cromatografias realizadas nas condigdes aci-
mz dggoritas, foram reunidos em uma (nica fragio. A soluglo foi lio-
filizada e o residuo ressuspenso, em um volume dez veies menor de &-
gua destilada.

Cromatografia em papel - A amostra, procedente das filtracgdes em Se-
phadex, foi analisada em cromatografia descendente, em papel Whatman
n? 3, utilizando-se 05 seguintes sistenas de solventes: eido aceti-
ag—buranoledgua (1:4:5) @ gtangl-butanol-agqua (3:3:4). Para a reve-
lacdo das amostras cromatrografadas, foi utilizado ninhidrina 0,25%
em acetona. Para & determinacio da atividade de ST, nas manchas obtl
das com o8 dois sistemas de solventes, foram desenvelvidas cromato—
grafias onde apenas as aplicagdes laterais eram reveladas, snguanto
que as centrais eram eluidas. Procedeu-se a eluigdo, recortando-se ©
vapel sob orientacdo das cromatografias laserais e embebendo-0 em s&-
lina 0,15M. Cada mancha, elulda, foi entde analisada pelo teste do
canundongo recén-naseido.

Resulitados

Permutador anitdnice -~ Foram realizadas 12 cromatografias em colunas
de permutador anidnico, equilibradas em pH 9. Nessas condligdes, a to-
¥ina 87T nac se adsorvel 2 resina e a recuperacan de U.T. fol de aproxi-
madamentse 70%. A atividade espacifica, em todas as cromatografias,
aumentou cerca de 8 vezes (Tabela 1}.

pidlize - Os resultados dc 10 experimentos de didlise, desenvelvidos
em sacos tratados por piridina ¢ anidrico acdtico n2o foram homogé-
neos (Pabela 2).

Filtrapdo em Sephedex G-15 - Apds a di&lise, as amostras foram re-

concentradas por liofilizacdo & aplicadas a uma mesma coluna de Se-
phadex G-15. 0s resultados das & cromatografias realizadas (Tabela

3}, revelan aumento considerfével na atividade gspecifica. Por ou-
tro lado, demonstram a adsorgdo da enterotoxina ST & resina de Se-

phadex, uma vez gue os picos de atividade maxima variaram entre as

fracoes 16, 1% & 20.

Cromatografia em papel - Com base no fato de gue a enterctoxina ST
de F. eoli poderia ser aplicada ac papel de filtro &, posteriormaen—
te, palo prazo de 2 meses, sluida sem perda de sua atividade {11),
tentou-se introduzir, na sequéncia de purificagde, a cromatografia
em papel. Entre as diversas manchas obtidas, apbs ¢romatografia em
papel, com o sistema de solventes dcido acético-butanel-agua (1:4:3),
z atividade de ST foi detectada na terceira mancha apds o ponto de
aplicacio de amostra.
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Tabela t - Cromztegrafias em permutador Tabela 2 - Didlise das amostras procedentos
anidnico pH 9 ds cromatografia em permutador anidolco
Expp ibpsnto u?;.?ﬁl Ahszggi;u&u YoALes Experimento u?g.?ﬁx Abuo;iggﬁiﬂ * Ree.r cone.§
Toxing frutu THO 11,57 13,8 W 25 160 1,25 57%,5 a5
nE 15 160 1,24 f28 aw 18 150 4,4z B80, 7 G
qoTg 160 1,% 107 we 29 0 169 i 4
we 17 160 RS i He g 40 1,86 8,4 3,2
e 18 160 e w7 w3 158 .15 186 b
B i HED Ted 14 w31 160 3,41 154, 33
w20 160 1,55 103 we 27 " 153 105.3 3
Ne 26 169 1,35 119 e A 40 1,44 61,2 a1
ne 1Y 150 1.7 94 a7 41 m 1,59 $5,1 1.2
Be 34 160 e 0?1 He 42 160 1,82 19,8 2,4
HE 1% VB Vihh 110
He 36 160 1,4 114 § Dndun que indicah o wdukze de VeTed qUE 4 aeiCra wsbd concen—
trafda o felatan a Lexing hryca
¥y dn 163 1.5 197 A Arividade cupaeificg,
¥ Atividade egpecivical velagao worre o ndmevo de U.T. /=)
pela abuocgan da amesera 4 D80nw.
Tabela 3 = Fileracie em Sephadex G-15
WY da Absoridn- Fragio de Ny de  pbsorbine Atiw.
Experimento  Qone.§  o,0, /ml cia a EW-N miior U.T./ml cia a Bap, *
Z30nle atividade 2&0nm
w2 1 54.4 #1326 20,8 02,4 20 320 0,48 400
¢ 32 42,17 6,747 40 188,7 16 1.280 1.8 Tin
He 40 71.9 %.752 67,2 35 16 1.280 2,53 I0E
HT 43 57,88 5.030 47 107 20 €40 T.22 5256
Ne 44 53,8 §.808 49,4 174,32 20 6§40 1,38 462
wy 47 11 6. 560 34,8 138.% 19 640 1,0 &40

§ Dadox gue indicam o nUDEro de VeZes 4ueé o awouCids wili congantrads om Tolagdo 4 coxing bruca
* Acividade capyelficu.

Realizando-se, com esta toxina eluida, nova cromatografia, no mes—
mo sistema de solventes, obtlivemcs apenas uma mancha, revelada pela
ninhidrina, cujo Rf foi de aproximadamente 0,11 {(¥igura 1). Porém, a
recuperagae da kowina, detectivel pelo teste do camundongo recdémm
nascide, foil de apenas 5,6%. Buscando-se condigdes mals adeguadas
para a conservagdo da atividade téxica de ST, o =zolvente etanclebu-
tanol-dgua (3:3:4}) foi também utilizado para cromatografia descen-
dente em papel. Pesguisando-se a atividade de ST nas diversas man-
cthas obtidas (Figura 2), consequiu-ge encontri-la na dltima mancha
obtida, em relagio ao ponto de aplicacgio dz amostra, Entretanto, a
recuperagao de U.T. foi novamente baixa, de apenas 11,6%.



Figurz 1 — Cromatogralfia descendente em pa-
pel Whatman a9 3, da praparacio da entero-
toxing 5T

Selvente: dcido acético-butanol-igua
(1:4:5). A atividade de 8T foi caracteri-
zada na 32 mancha obtida apés o ponto de
aplicagde da zmestra {lade direito), Rew
cromatogratada, obtivemos a mancha isolaw
da, indicada pela seta.
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Figura 2 - Represen-—
tagcao grafica dacro—
matografia descen~
dente em papel What-
man n% 3, da prepa-
ragio dz enterofoxim
na ST

A,

oy T,
-——— -

RS —

Solvente: etanol«bu—
tanoi-agua (3:13:4).
Atividade de ST foi
encontrada na mancha
indicgda pela seta.

A elaboragic & desenvolvimento de sequéncia de purificagio para a
gnterotoxina 5T foi extremamente dificultada pela complexidade do
meic de CAYE, que contribuiu, com grande nimero de contaminantes,
de peso molecular bastante semelhante o da toxina, abaixo de
10.0004, come mostraram resultados anteriores obtidos em ultrafil-

tragao (trabalhe submetide a publicacao).

A sequéncia permutador anidnico, diialise e filtragao em Sephadex

G-15%, permitin aumento na atividade especifica de até 51 veres. O
primeiro passe, constituldo por cromatografia na resina permutador
anidnico, apresentou, em uma szérie de 12 exnperimentos, resultados
bastante homogéneos. Bm contraste, nos cbtidos com a dialise, onde
as condicdes eram modificadas durante o processa, por razdes ndo es-
clarecidas, fol grande a heterogeneidade, resultando amostras com
caracteristicas diferentes guanto 3 atividade tdxica e absorbdncia

a 280nm.
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ks filtracbes em Sephadex G-15 apresentaram, em relagao 4 toxina
87, o fendmeno de adsorgao, freguente entre moléculas de haixo peso
molegular (14, 27, 29), ume ver gque o pigo de atividade variou entre
as fragdes 16, 19, 20, nos diferentes experimentos. Este problema
podera, talvez, s¢r posteriormente contornado, POY um aumento na
forca idnieca do tampao. Lo

A tentativa de se introduzir a cromatbgrafia em papel, na sequdn-
cia de purificagac, deveu-se aoc fato de®a’ toxina 8T poder ser eluida
do papel sem perda de atividade (11)v Bntretfanto, apesar de termas
sonseguide eluir a toxina com atividade'de™ET e, em nova cromatograw-
fla, no mesmo sistema de sclventes Acido-acdético - butanol-dgua
(1:4:5) termos verificado apenas uma manchad, o baixo rendimento do
processo impede que o método zeja recomenddvel para uma segquéncia
de purificacios.

Por outro lado, a boa separag3o de manchas e 2 facilidade de de—
sanvolvimento ¢ material necessdrics & técnica, permitem que a téc-
nica seja recomendada, como método de anilise de enterotoxina ST.

Embora ndo tivéssemes completado o processo de purificacio da en-
terctoxina 8T de £. c¢oli, consegquimos, por métodos simples e econd-
micos, aumento significative na atividade especifjca de até 51 ve-
zes, Repetindeo-se, posteriormente, o processe, com introducdo de mow
dificagdes no preparo dos sacos de didlise, que nao devem sSer reutio
Lizados ¢ na filtragido em Sephadex G-15, mudando-se o tampdo para
fosfato de Na (,05MpH7, esse aumento f£ol de até 165 vezes (dados nic
publicados). Com este preparado, semi-purificado, esperamos obter a—
nilises mais conclusivas e homogéneas no estudo de efoitos bioldgie-
¢og e caracteristicas da molécula da enterotoxina ST,
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Resumo

Diferencas foram encontradas por diversos autores, em —elarao & DO
priedades da enterstoxina termo—estavel (5T) de L. ATraves de
métados de purificacis dependentes da solupilidade, propriedades hiw
drodinamicas & de carga elétrica, fol realirada 3 analise das carac—
tetisticas fisico—qufrnicas de¢ uma toxinag 3T, produzida em meio com—
plexo a partiv de uma amostra de £, o20I7 humana. Através de mérodos
classicos de precipitagde por acido vrielorczcético (TCA) acetana e
sulfaco de aménie, heuve apenas um arvaste da toxina pelo precipitas
do. Ultrafiltragdas e cromatografias em gel filtragdg, sugercm um pe-
so molesular da towina analisada, abaixe de 10.000 d. Na faixa de.
pH de 5,0 a 10,0, nao foil observada inativacdo da enteroroxina ST.
Cromatografia em tesinas permutador catidnico e DEAEwcelulose, pode-
rao ser utilizadas na purificagido ds toxina 5T, uma vez resclvidas,
respectivamente, as condigdes de eluigdo « dialise. Cromatografia

em permutador anidnico, equilibrado em pH 9,0, forueceu melhor va—
sultado, com auments de oito vepes na atividade especifica e rendi-
mento do processo de aproximadaments 70X,

Summary

Physical and chemical chargeteriatics of thermostable enterotosin
{8T) of Eschertcohig colt

Several differences have been reported by many authers In regard to
physical and chemical properties of chervmestable (87) enterctoxin
of Bacheriehia colt. Using methods of purification based on szolubis
lity, hydrodinamic proparties and elecrric charge a study ot the
physicalehemical properties of 5T enterotoxin produced by a human
straln of 5. ooli i1solated in Campinas was carried our. Srandard
methods of precipitarion by trichlorcacetic acid (TCA}, zcetone and
aumoniuvm sulphate were not very-efficient a5 to the concentraCion
of active 3T, Ultrafiltration and gel chromavegraphy sugpested thac
the enterotoxin under study had a molecular weight lower than
10,000 daltons. Enterotoxin activity as assaved by rthe infant mouse
test was not inacrivated by pll in the range 5.0 to 16.0. Chromato-
graphy through cationic exchangey and DEAE-cellulese showed thab the
resing may be wseful steps for 5T purificarien. Chrematopraphy
through anionic exchanger equilibrated with 0,01 ammonium acetate
buffer pd 9.0 provided best results sinee specific activity of 57
enteroctoxin increased sight—fold and the verovery was approximatrely
0%,

Rev. Microbiol., SHo Paule, 13(4):367-377, Qut./Dez. 1382
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Introdugao

Em amostras de fecherieshia coli enterctoxigénicas, sido encontrados,
pelo menos, dois tipos de enterotoxinas gue, por suas propriedades
de resisténcia ao caler, foram denominadas termo-l1abil (ILT) e termos-
egthvel (8T) (24), sende a produc8o de ambas, controlada por plas—
midecs (17, 25, 26). A enterotoxima LY, gragas a caracteristicas
muito semelhantes Az de clera (16), fol exaustivamente estudada e
caracterizada através de diferentes testesz bloldgicos (2, 16, 15, 30,
32}, embora s& recentemente tenham surgido alguns trabalhos sobre
gua purificagdo (5, 7, 8, 27).

Recentemente, Clements & col. (6), trahalhando com enterotoxina LT
purificada, estabeleceram gue & imunoldgica estrutural e biologica-
mente semelhante ac “choleragen” . Entretanto, tais estudos =26 foram
possiveis depois da purificacio da enterotoxina, fornecida, funda-
mentalmente, pelas caracteristicas de peso molecular elevado & pro-
priedades imunogénicas, que permitiram a utilizagido de testes: zoro—
l6gicos, no estudo dos métodos empregados (7).

Por outro lado, a dificuldade para se obter imuanesoros contra a
enterotoxina 5T, aliada a outros fatores como escassez de metodos
bioldgicos gensiveils para sua caracterizacdo & baixo peso molecular,
figeram com que os trabalhos de purificagido desta enterotoxinz, embo-
ra tentades por varios auvteores (12, 18, 21}, encontrassen grandes di-
Ticuldades.

Além disso, diferengas observadas na atividade da enterotozina ST,
quanto & termolabilidade {12) e susceptividade de diversas ragas iso-
génicas & mesma {¢), levaram-nos a suspeitar que diferentes toninas
terme-estivels deveriam existir.

Com uma enterotoxina 5T, produzida por amostra de ¥, celid, isolada
no nesse meio, desanvolvemos a anilise de algumas de suas proprieda-
des fisico-quimicas, vizando a posterior purificacgdo.

Material e Métodos

amogtra — Trabalhou-se com amostra de Escherdchig oold 3 (28), exelu
sivamente produtora de 5T, sorotipo 0128 ac:H21(23), de origem humam
na, cedida por Dra. Marlene Braide Serafim, Universidade Estaduzl de
Campinas.

Freparo de teming bruta - Para o preparo de toxina, =z amostra foi i-
nicialments semeada em tubos, contendo Zml de caldo siwples, mantie
dos a 370C por 6h. A partir dessa cultura, 0,05ml foram inoculados
em Erlenmeyers de 125ml, contende 12,5ml do meio de CAYE — Casamino-
Acid-Yeast~Butract (i11). Em seguida, o5 frascos feram incubadoz a
379C, em estufas com agitagdo (150-200rpwm), durante 18 horas. As cul-
turas foram entio cencrifugadas a 3.079%g, durante 30 minutos ¢ os

3/4 superiores dogz sobrenadantes obtidos, separados ¢ conservados a
~209C. Foi preparado o total de cinco litros, pela mistura de sobrew
nadagte& de diversos lotes, adiciopnando-se entfo, mertiolate, na pro—
porgac 1/10.000, ¢omne preservativo.

Engato para a detecgds da enterotosing 51 - O ensaio usado para a
caracterizagao da towing 8T, constituiu~se do teste do camundongo re—
cém-naseido (9, 14), especifico para gsta toxina,

Unidade tdxiea — Ho eszstudo &a proporciconalidade entre dose/efeito da
toxinz, fol verificadeo gque o teste do camundongo recém-nascido ndao
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deve ser usado guantitativamente, com base exclusiva na relaglio peso
do intestinoe/peso da carcaga. Ezta impossibilidade deveese ao fato
de existir um limite nas alteragdes desta relagio, de até 0,15 (18),
acima 4o gual ocorre morte de um ou mais animaiz, dos guatro camun-
dongoz do grupo. Como, para a anilise dos resultades, era fundamenw
tal quantificar a toxina 501 nas fracdes obtidas, padronizou-sec como
uma unidade toxica (U.T.), a maior diluigac de enterotaxina, numa
g@rie com razdo de dois gue produzisse a relacdo peso do intestino/
paso da carcaga, malor ou lgual a 0,085 (14).

Dosegem de protedngs - Algumas dosagens de proteinas foram realiza-
daz pelo método de Lowry {20). Para facilidade de anilisse, & deter—
minagdc das proteinas presentes na amostra, foi avaliada em muitos
testes, pela absorgdo a 280nm, em espectrofotdmetro ZEISS, PMO 11T,
Andlise de aargeteristicas flsteo-guimicas — Precipitapdo por sulfo—
to de améanis - A 300ml de toxina bruta, foram adicionados 198,69 de
sulfato de amndnio (MERCK) correspondende & uma saturacido de 90%. O
precipitado obtido foi entac dialisado contra agua destilada, duran-
te 24 horas.

Presipitagdo por acetong - A aliquotas de Sml de toxina bruta, foi
adicionada acetona P.A., aké serem alcangadas as concentragdes £i-
nais de 50, 66, 80, 94 & 96% nas diversas fracoes. Procedeu-se a
precipitacido a 49C sob agitacao constants, tendo 2ido a acetona, a-
dicionada lentamente. Apds 18 horas em repousc na mesma temperatura,
as amostras foram centrifugadas a 12.700g por 30 minuteos, & 08 pre-
cipitados separados e ressuspensos em 5Sml de agqua destilada.

Preeipitaedoe por doido triclovoagesdtico e mostona - O Acido triclo-
roagcético (TCA) foi adicionado & towinz bruta, na concentragac final
de 10% e apds 30 minutos ouw 18 horas, neutralizado com NaOH 5M. Pa-
ralelamente, analisou-se o efeito simuliineo de TCA = 10%, neutrali-
zado apds 30 minutos cu 18 horas, e acetona a 50%, amnbos adicicnados
a4 toxina bruta com o objetivo de se aumentar o volume de precipitado.

Ultrafiltragdo = A toxina bruta foil uwltrafiltrada em membrana Diafle
PM10 da Amicon @ am um aparelho DC=2, "hollow fibasprs", com capacida-
de para 2 litros HIP-1Q,

Filtpapgo em gel — A toxina bruta, concentrada dez vezes, fol apli-
cada a celunas de Sephadex G=15 (1,3 por 83am) e Sephadex G-25 (1,3
por 91em), padronizadas com axul de Dextran 0,25% e NaCl 1,5M.
Efeite do pHd - As fragdes de toxina bruta tiveram seus pHs acertados
com NaOH 0,1M e HCL 0.1M para os valores 5, 6, 7, 8, % & 10. Apos
serem mantidos a 49C, durante 24 horas, os pHs foram acertados para
7 & om cada uma das fragoes, a atividade de 57 foi examinada.

Cromgtrografia em permutador cgtidnice = A uma cvoluna de §,7 por Som
de permutader catifnice da MERCK, eguilibrada com tampao acetsto de
amdénio 0,05M, pH %, foram aplicados 5ml de toxinag brota. A coluna
foi eluida com o mesme tampdo, num fluxe de 1ml por minuta, zplicans
do—se em sequida, um gradiente de pH de 6 a 9.

Oromatografic em DEAE - celulese - Separadamente, colunas contendod
4ml da resina DEAE-celulose, foram eguilibradas com tampao fosfaro
de potéssico 0,05M, nos pHs 7, 8 ¢ 9. Nio se encontrando a enteroto-
xina 5T, nas fracdes ndo retidas pelas colunas, tentou-se 2 cluigac
com um gradiente salino constituide de fosfato de zddic 2,01M, pHY @
Nall atée 0,5M.
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Cromatografia em permutader anidnics — A fixagdc da enterotoxina &7,
na resina permutadora anidnica da MERCK, fol analisada am "batch" e
em coclunas de oml, com a resina equilibrada em tampdo acetato de a-
mqnio 0,0]M, nos pHs 6, 7, 8, 3 e 10. Nos casos em que a toxina se
adsorveu &4 resina, tentou-se a eluicdo com dcido acético 0,1N. Pop
ter papel relevante na adsorgdo 3 resina, © tempe de contato desta
com & enterotoxina ST foi avaliado. Todas as amostras obtidas, nos
referidos experimentos, apds terem seus pHs newtralizados, foram g-—
nalisadas pelo teste do camundongo recém—hascido.

Resultados

Betudor dos métodos dependentes das cargoteristicas de solubilidades
kpos precipitagao da toxina bruta, com 90% de saturagdo em sulfato
de amdnic, encontramos atividade de ST no precipitado. Entretanto,

© processo fornecey rendimento baixeo, de apenas §,2%. Em todas as
concentracdes de acetona anali=zadas, observou-se atividade de 87 nos
precipitados obtides., Porém, mesmo quando a precipitacaa foi repeti-
da com 66% de acetona, a -209C, o rendimento, em termos de recupera—
gao de U.T., foi apenas 3,1%. Na tentativa de aumentar a atividade
de 8T nos pracipitados, através de tratamento simultdneo com TCA e
acetona, obtivemos rendimente de &,8%, nos casos em gque o acido foi
neutralizado apds 30 minutos de tratamento e perda total de ativida-—
de quande era mantide por 18 horas {Tabela t).

Estudo dos métodas depandentes de propriedades hidrodindmicas - Ui-
trafiltracie em membranas gue perkitan a separacds de moléculas, com
pesc molecular de até 10.0004, ndo teve utilidade no fracionamento
de 5T, uma vez que 2la & a maiceria dos constituintes do meio de CAYER,
apresentam pesc molecular inferior a este limite, em vista de a conw
centracio proteica da toxina ser bastante semelhante & do ultrafil-
trado (Tabela 2}.

0s padrbes cromatograficos, observados nas filtragoes em colunas
de Sephadex G-25 & G-15, encontram-se, respectivamente, nas Figuras
1 & 2, juntamente com z dosagem da atividade tdxica de 5T nos diverw
208 picos. A maior atividade especifica, obtida nas fragoes coleta-

Tabela 1 - Precipitaciace da towina Tabela 2 - Ulrtrafiltragiode toxi—
bruta por TCA ¢ acetona ng bruta em um aparelilw Anicen
DG-2 "hollow fibers”

M ode Porcentaben de

Tratamoents o s
L. /ml recuperagio de . - 5 =
T uP de Concoentragdo S
Amostras B
! GO0, T prote Inas
Taxindg bruca 14 T
TCHR ML, 30 minutos et I 1Y
Toawina DLrdba 16 2, 38n/Inl
TUAOTRR, 1E haras 0.3 )
i . Qleralilizoan 16 2. 18m/ml
TOR OT0%, 30 minubosn + ! i
aootana 30% 1,1 [ -]
TR TON, 1E horas o+
acetana H0% 0 [
F U aileulo Jda o EAfonl de retuperagie Sol teclizade
unere 4 guantzdaly S 00T presanis

no material gnicial ¢ oae purlficade,
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das, fol de 220,7 na filtragao em G-25 & de 84,2 em G-15, enguanto
que 2 toxina bruta possui uma atividade especifica de 13,8.

Figura 1 - Gal filtracao da toxina bruta ew
Sephadex G-25, medium

»
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B % M o wa m m o e m nada. V.E. - volume de’ exclusio;
MracDES  COLETADAY V.1. « volume interno.

Eatude de metodos dependentes do cgrga eletricag - De acordo com os
resultados expressos na Tabela 3, na zona de pH analizada, de 5 &
10, nao houve inativagao detectavel de 89, Nag condigdes utilizadas
na cromatografia em permutador ¢atidniceo, a toxina 5T fol encontra—
da na fragio nhiao rebida pela coluna, com aumento na stividade espe-—
cifica de 13,8 para 34. O gradiente de pH, feito com acetato de a-
wénic de pH & a 9, aplicade 4 ¢oluna para &luir a toxing gue perma-
neceu adsorvida & resina permutadora catidnica, foi insuficiente pa-
ra elwir gqualguer material com atividade de 87, detectivel pelo tes-
te do camundongo recem-nascido,

Figura 2 « Gel filtragde da toxina bruta em
Sephadex G-15
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Mas cromatografias em DEAE-c¢elulose, equilibrada com tampio fosfa-
to nos pHs 7, 8§, 9, ndo se encontrou atividade de ST nas fracdbes nio
retidas pela resina. Repetindo-se a cromatografia em  ocoluna de
DEAE-celulese, equilibrada ¢om tampic fosfato de Na U,01M, pH 7, vew
rificou-se a elui¢do parcial da toxinz no mesmo tampio, acrescido de
NaCl 0,3M. A atividade especifica nas fragdes eluidas aumentou cerca
de 12 vezes em relagidc a toxina bruta & a recuperacdo de unidades
toxicas foi de aproximadamente 55%.

Analisando-se o sobrenadante, obtido apds mistura em "bateh" gda
toxina hruta com a resina permwtadorz anidnica, encontroue-se atiyvie
dade de ST igual 3 inicial, nos pHs examinados. Nas cromatografias
en ¢olunas de dml de permutador anidnico, eguilibrade em acetato de
aménio noz pHs 9 & 10, observou-se am ambos oS casos, atividade de
ST na fragdo ndo retida pela resina. A aplicacdo de acido acético
0,1M 35 golunas, eluiu material sem atividade téxica de ST (Tabela
4).

- R > - O rraf i + I brut >
Tabela 3 - InfluEnciado pl Tabela 4 = Cromatografia de toxina bruta em

o . as ionice equili o
zobre a atividade da toxina CQL““?b de perputador gnionice equilibrad
bruts } nog pils 9 ¢ 10
s Anaurhi e i

o de G.T. /0. 1m0 Je— auchincia U] Ativadade
ol fimal e a ZBinm U /ml espealf icy
e apde  tratamenens ===
ToxXina bruta 11,57 164 13,8
4,5% H
Fraghn nio adsor-
ERY 16 wida & resina em
6.0 16 TH 9 J,62 .4} 129
T.a 14 .
Frigas adsorvida
et TG A rTesina em pit 9 G,aY5 0 -
8,0 16
Pragido wio adsors
e, 18 vida § resina em
BTG 1.0 143 ag
*pH da towina bruca.
Fragda adsocvida
A resina em pH 10 0,82 ] -

Uma vez que, por esses experimentos, ficou demonstrado que a ente-
rotoxina ST nac se fixava 4 resina permutadora anidnica, eguilibrada
com tampao acetato de aménio, na faixa de pH de 6 a 10, foi escolhi—
do, para posteriores cromatografias, o pH 9.

Desta forma, a toxina bruta fol crowmatografada em coluna de permu-
tador anidnico (2,2 por 39%cm), eguilibrada com zcetato de amdnio
0,0tM, pHY, num fluxo de 1,%ml por minuto. Entretantg, ac contrario
do gque s¢ esperava, segundo os resultados anteriores, nioc se detec-
tou atividade de 5T, na fracdo nao retida pela coluna. O tempo de
contacto, entre toxina.e resina, deveria ser fundamental para sua
adsorgdo, favorecendo ou ndc a competicdio com outras moléculas pelos
gitios da resina, Para que isso fosse analisado, testes, onde 38 va-
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riou o tempo de contacto entre toxina bruta e resina, foram desen-
volvides, 05 experimentos em "batch", onde foram miszturados toxing e
resina em condigdes diferentes, durante 30 minutos, evidenciaram gue
o tempo de contacto deveria ser reduzido ao minimo possivel, uma vez
gue, sob agitacdo constante, praticamente ndo se encontrou atividade
de ST no scbrenadante (Tabela 5}.

Com base nos experimentos de contacto entre toxina e resgina, ©
fluxe da eromatografia em uma coluna de permutader anifnico, de mes-
ma dimensic da anterior, foi aumentado para 10ml por minuto. Desta
forma, a atividade de ST foi enconbrada na fragae nae retida pela
coluna, obtendo-se um rendimento no processo de 71,4% & um aumento
na atividade especifica de 13,8 para 128.

Tabela 5 - Infludncia dotempo de
contackty toxina/reslna na adsorgao

Contacto HE o
LU
Loxins vosina U.T./ml
Toxina bruta 1460
Sobrenadante Agicagdes loves i)
"14 lavagem"” 114
Sobrenadants Agituglio conatante 10

*19 lavagem" Q

Discussac

Nossos estudos, iniciados com métodos tradicionais de precipitagao
e extragio, mostraram gue a enterotoxina ST nao & precipitavel pelos
reagentes analisados. A atividade residual, detectads no precipita-
do, apds tratamento por sulfato de ambnio, PCA e acetona @, pProva—
velmente, produto de arraste da enterotoxina por cutros constituin-
tes do meio.

Staples & Gianella (31} relataram, recentemente, uma sequéncia de
purificagdo onde a extragioc por acetona foi utilizada durante o pro-
cegso, para eliminagic de contaminantes, 20 contririo de Smith &
Bzlls (29) gue, em 1967, utilizaram precipitados de cultura obtidos
apds tratamento com acetona, como um material mais purificade da to-
%ina 8T, para testes de alga ligada de porcos.

Mo tratamento simultidneo de TCA e acetona a 50%, apenas atividade
residual de ST fei detectada no precipitade obtide, talvez pela ex-
posigdo demasiadamente longa da toxina ac égido, somada as condi-
¢ches desnaturantes de acetona na concentragae utiitizada.

Os experimentos de ultrafiltragio estdo de acordo com os dados ja
relatados por cutros awtores (3, 18), de gue o peso molecular da to-
xina ST estaria abaixo de 10.000d. Através da filtracdo em gel &a
toxina bruta, pelas resinas de Sephadex G-25 e 6-15, verificou-se
grande nimera de contaminantes. Muitos deles demonstraram adsorgac
24 coluna, uma ver gue foram eluildos apds o volume interna.
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Estas substdncias gue, fuginde ao padrido normal de eluigdc, saem
antes ou depols do volume correspondente ao seu peso molecular, =dg,
frequentemente, moléculas de pegueno peso molecular, interaginde ge-
ralmente com o5 géis Sephadex G=10 e G=15, por ligacdes idnicas & a-
romdticas, gue tém sido extensivamente estudadas por alguns autores
{19, 34, 35). Com relacgdo i propria toxina ST, o fato de ter apre-
sentado pico de atividade muito préximo do volume interno nas croma-
tografias em G=10 & G=15, rambeém evidencis uma adsorgiaoc a resina.

¢ estudo dos métodos dependentes de carga elétrica, exigiram gue
alguns fatores, tais como pH e forga idnica do tampdoc, fossem anali-
sados, Na faixa de pH de b a 10, testada para verificagaoc da inati-
vagiao da enterotoxina ST, a recuperagac de U.T, foi de praticamente
100%. Desta forma, nesta mesma faixa foram resliszados OF experimen-
tog de fixacfio da toxina &s resinas.de troca idnica. Nas cromatogra=
fias em permutador catidnice, onde z maiocr parte da toxina ficeou re-—
tida, a alteracio de pH aplicada & coluna nido conseguiu eluir nenhu-

ma fragio com atividade de 37T detectdvel pelo teste do camundongo
recém-nascido. De maneira semelhante, a eluicio da enterotoxina ST
da resina DEAE-celulosze g0 fol alcancada na concentracgao de 0,3M de
KaCl e este excesso de sal pederia interferir no teste do camundengo
recém-nascido, nico recurso possivel no desenvolvimento deste tra-
balho, para a caracterizacgdo de S7T. A didlise em sacos convencios
nais, para a eliminagioc do sal, eliminariaz também a toxina ST, por
causa do seu baixo peso nelecular (3, 18).

0= melhores Yesultados em testes dependentes de cargs elétrica fo-
ram alcangados com a resina permutadora anidnica, equilibrada em
pH 9, onde o aumento na atividade especifica, de cerca de 8 vezes,
permite sugerir este método come primeiro passe noe processo de puri-
ficacao enterotoxina 5%. Nas condigdes padronizadas, opbservou-se
que, praticamente, apenas os contaminantes foram fizxados & resina.
Além disso, no processc de cromatografia, tivemos a vantagem de po-
der substituir dnions de gais mineraisz, encontrades na toxina hruta,
por Anions volateis do tampao acetato de amonio.

L padronizagdo da cromatografia em permutador anidnico, estando a
resina equilibrada em pH 9, sem que nenhuma inativagiao da enteroto-
¥ina 8% tivesse sido observada, difere dos dados obtidos por Aldere-
te & Robertson {1). Esses autores determinaram, com toxina purifica-
da de F. eoli de origem suina, gue o tratamento durante 30' a 37°C
em pH 1 nfo caugava dano & molécula, enguanto que, em condicdes se—
meihantes, em pH %, a toxina era totalmente inativada.

Além dessa observacdo, outras caracteristicas bioguimicas diferen-
tes foram encontradas entre as enterotoxinas ST 34 purificadaz (1,
31, 33), além de efeitos bioldégicos distintos verificados entre to-
xinas ST, de origem diversa (22).

Tudo isso, somade ao ensejo de desenvolver nossa propria tecnoiow
gia, leva-nos a relevar a importincia do estudo desenvolvide por es-
te trabalho, guanto as propriedades fisico-quimicas da toxina 5T hu-
mapa analisada, para gue, Com base nesses dados, possamos chegar a
uma purificacio ou semi-purificagdo da meswa.
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TRATAMENTOQ DE EFLUENTES DA INDUSTRIA DE CHAPAS DE EIERAS DA MADEIRA
COM FUNGOS MICELIANOS, | - SELECAO DAS LINHAGENS E DETERMINACAO DAS
TEMPERATURAS DE INCUBACAD®
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Campus de BEotucatbu

18600 Botucaru 5P, Brasi)

Resumo

Oz fundamentos e perspectivas da weilizagae de fungos micelianos,
para cratamento zerobieo de eflusntes da indoscria de chapas de fi-
bras da madeira, sdo discutidos. Foram selecionadas linhagens iso-
ladas de acunulagocs limosas, ocorrentes na indostria, teoricamente
mais adaptadas & bicdegradagio do substrate em estudo. A temperatu-
ra média drima, para crescimento das linhagens selecionadas, fol de
27,89C, implicande nz necessidade de resfriamento dos efluentes ine
dustriais, descartados a comperatura média de 459C, antes de subme—
t&-los a0 tratamento bioldgice praposte.,

Summary

Mycelial fungi for fiberboard wastewater treatment. I = Selection
of atraing and determination of incubation Eermeratures

The basis a2nd potencial for wcilization of myeélial funpi in
agrobic [iberboard wastewater Creatment are discussed. The opti-
mal growth temperatures detevmined for strains, isolated from
accurring slime accumulations, teoretically more adapted to the
bivdegradation of the substractum under study, averapged 27,890,
which suggest that 1t is necessary fo reduce Che temparature of
the effluent, usually at 459C, before subjecting It Lo the propow
sed biolegical troatment.

Introducio

Numerosos trabalhos atestam os sérios problemas de poluicac do am—
biente, causados pelo despejo de residuos industriais nos rioes, solo
@ ar, em diferentes regioes do globo.

No Brasil, 78 em 1934 (32), alertava-se sobre a2 poluigio de rios
com restilo de usinas de aclcar ¢ sua consedquéncia na mortalidade de
varias espécies de peixes. Tais problemas, como esparado, tém-se am
gravade acentuadamente com ¢ erescimento ¢ diversificagio da indisa
tria brasileira de transformacgio de matérias primas. Dentre as &-
reas de tecnologia bhem desenvolvidas noe Brasil, destacam-se O35 COMe
plexos indusztriaig de transformacic da madeira, onde sfo obtidos
produtos de alto valor econdmico, inclusive para exportagdc, come 4

* Peaguisa subvencionada pela Duratex 2.A. Ind. ¢ Com.; partce da Tew
se de Livre-Docéncia do autor.

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 13{4):378-393, Cut. /Dez. 1982,
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celulose, papel & chapas de madeira prensada. Além desses produtos
principals, s&o gerades residucs organicos que, se liberados no am-
biente, podem ecausar deseguilibrios ecoldsicos de grande proporcio.
Ressalte-se que os residugs de indistrias de chapas de fibras da ma-
deira sac menos poluentes do que, por exenplo, os residucs gerados
na produgdo de agirar ¢ &lcool. Entretanto, o "egquivalente powula—
¢ciocnal” desse tipo de lnduftrla, apenas em Botucatu, Ccom VAZAD CoOnm

tinua de 245m3/hora, chega As proporgdes do afsito poluidor de uma
cidade de 31.100.000 habitantes.

Wo tocante ao manejo de aguas residuedrias para reciclagem no am-
biente, & citado, na literatura, grande nimero de processos de tra-—
taments, utilizados isoladamente ou formando conjuntos, A maioria
desses processos refere-se ao tratamento de @agotos sanitarios (7,
11, 13, 16, 18, 1%, 20, 28, 42, 47, 48, 52, 54, 8%, 459, 61, 62, G&,
70}. Entretanto, também sdo frequentes os relatos de processzos de
tratamento bioldgico de aguas residudriag industriais (8, 9, 21, 33,
27, 40, 41, 44, 67, 75, 76). Encaontram-se tambeém citagtes da mistura
de efluentes industrials aos esgotos domésticos, entretanto, estas
misturas afetam o desempenho dos sistemas de tratamento, de tal forma
que uma série de pré-tratamentos dos residucs industriais fazese nes
cessaria, para minimizar os efeitos acima referidos {15).

A3 estagdes de tratamento de esgotos domésticos e de alguns eflu-
antes industrials incluem, geralmente tratamentos primdrics, secundie
rios e terciarios (15, 16, 21, 42, 65, 74).

Oz tratamentos primirios sdo normalmente empregados para remogio
de areia e residuos organicos, constituidos de particulas grandes
facilmente sedimentdveis. O processos de tratamento secundarie (ou
bioldgicos) envolvem sistemas extensivos como: lagoas de estabiliza-—
can, lagoas aeradas, lagoas anaerédbicas, irrigacdo (tratamentoe de
residucs no solo ou."land treatment"), e sistemas intengivoes em rea—
tares (freguente e impropriamente referidos come "fermentadores”}),
tais como: "filtros bioldgicosY, "lodo-ativado", valas de oxidagdo,
tangueas sépticos e digestores {3, 63). A maior parte desses progss—
sos envolve a biodegradagic dos residucs, através de sistemas meta-
bOlicos asrdbicos. Segunde Brancoe & Hess (3), o tratamento bioldgi-
co anaerdbico & impraticivel para grandes volumes de Aguas residud-
riasz, face ao baixo rendimento na estabilizagic de compostos organi-
cos.

0 tratamento bioldgico envolve a transformacdo de substratos orgi-
nicos e minerais, através do metabolisme microbiano de sintese celuw
lar e obtencaoc de energia. Dessa forma, o residucs devemn ser, ne—
cessariamente, bilodegradaveiszs oun bicassimilaveis. Neos sistemas gue
envolven o metabolisme de microrganismos quiniorganotrdéficos, uma
fragdo da conversio da ¢arga orginica é destinada & obtengdo de e-
nergiz gerando, como subeproduto, o C0p» que & normalmente descartado
na atmosfera e, a outra fragio, permanece no sistena, na forma de
biomassa microbiana & gual deve zer dade um destine (11, 18, 19, 28,
47, 48, 62, &5). Oz sistemas bioldgicos geram, ainda, outros sube
produtos soliweis, referidos como produtos do metabolismo interme—
didric, principalmente &cidos organices (1, 10, 57, &3, B&, 69).

Os5 sistemas convancionaiz de tratamento bicldgico de residucs cn-
y@lvemn uma populagac extremamente variada de microrganismos, LLtdbpw
lecendo~se complexas relacgdes sinergéticas ¢ antagdnicas entre virus,
bactérias, fungos, protovchrios e algas (36, 49, 85, 67, 72).
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Segundo Schroeder (65), estes zistemas complexos apresentam |, oGw
mo vantagem, o fabto de gue as culturas mistas adaptamese s varia-
goes das condigdes do ambiente. Variagdes na constibuigio da agua
residuaria, temperatura ¢ pH, alteram os biocomponentes da populacdo,
Espéeies gque elevam sua taxa de crescimento, tornamn—se mais competi—
tivas @, portanto, predominario no sistema. O materiais do residuo
continuam a ser metabolizados e o sistema mantémese estavel. Por ou-
tro lado, gqualguer tipoa de Tratamento bioldgico requer estudos cui-
dadosos das condiofes do ambiente e paridmetras operacionais (18, §7}).
Qs processos de “lodoeativado" , por exemplo, s&o0 particularmente sen-
siveis ao ambiente ¢ condigdes de operacdo uma vaz gue, o tempo de
contato do residuc com os microrganismos & muito reduzido, Compen—
sando-se a eficiéncia do sistema com uma elevada concentracio celu-
lar, obtida pela reciclagem ¢ lode bioldgico dos sedimentadores ao
tanque de cultivo. Quanto wenor o tempe de ¢ontato (residéncia hi-
draulica), maior serd a velocidade de utilizacio do substrato e a
sensibilidade do processg &5 varlacdes do pH, temperatura, carga or—
ginica (concentragio do substrato), fluxo e materiais toxicos,

Um dos principios, utilizados para melhorar a estabilidade desses
processas, & a obtengdc ¢ adaptagio do indoulo a processos de "lodo-
ativado", através da coleta de "sementes” em estagdes de tratamento
de residuos sanitarios, estagdes de tratamento do residuo especifico
ou nos locais onde 580 gerados of residucs industriais (67). Este
princisio tem como base o estabelecimento de populacdss microbianas
predeominantes e adaptadas para decompor of compostos Organicos ocspe-
cificos d¢ cada agua residudria, ¢uja complexidade, em funcdo do ti-
po de residuo, tem sido extensivamente abordada na literatura (23,
26, 27, 29, 30, 36, 71).

Alguns autores, centretanto, vém ze dedicando zo estudo de proces-
sos de tratamento bioldgico de residucsg industrials, com a utilizae
cao de microrganismos pré-seleclionados (5, &, 9, 40, 47, 44, 50, 53,
64, 71, 7%, 7&). Alguns destes antores (B, 9, 533, 71, 75) tiZm sstu-
dado & utilizagio de fungos micslianos no tratamento bioldgico de ro-
siducs industriais, enguanto que os demais tém utilizado laveduras e
bactérias isoladamente (40, 47, 44, 50, 76), ou associagbes desses
microrganigmos parsa obtencdo de efeitos sintroficeos (S5, 64, 71).

Uma série de caracteristicas especificas de certos residucs indus-—
triais, bem ¢tomo a necessidade de minimizacae dos custos de operacio
e manutencac de estacdes de tratamento, tém sido oz propulscores para
a selegdo & utilirzacdo de microrganismos especificos para sistemas
de tratamento bioldgico de residuos industriais. Come exemplos, a e-
wotermia inerente a processcs de bicdegradacio de hidrocarbonstos,
estimularam & selaegio de microrganismoes termdfilcos, minimizande os
custos de refrigeragdo dos reatores {14); para residuns de dificil
Diodegradagar, taiszs come o derivedos de celulose & oubros polimeros,
sao utilizados microrganismoes altamente produtores das hidrolases ese
pecificas (5, 64, 71). A dermanda crezcente de fontes de proteina nio
convencionals, levow multos pesguisadores & encarar os residuos agri-
colas ¢ industriais como materia primg para producdo de “"protelna mi-
crobiana monocelular"™, do inglés "single cell proteine" ou 5CP (43,
73), de uwso imediato na alimentacdo humana ou apimal, tals comor as
leveduras Candide utilis e Saecharomyecospsis fibeliger, no tratamento
de aguas residuarias do processamento de batata (44); o, wedldig, em
vinhotce de cana-de-achcar (50); o. wtilis, associada a fungos micelia—
nos @ actinomicetos em residucs de suinos (64, 71); associagdes de
bactérizs @ leveduras em residuos celuldsicos [8) & Toruile (Candida)

wtti{s, em hidrolizados da madeira (40, 41).
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Por outro lado, a minimizacao dos custeos de colbeita da bhiomassa,
visando a produgio de proteina micgrobiana, tem estimulado a utiliza=-
¢Ao de fungos micelianos no tratamento de residuos industriais, cujo
crescimento, na forma de "pellets”, permite z separagio em meios
filtrantes rapidos (telas), tais como filtros rotativeos a vacuo (8,
9, 43, 46, 53, 75}).

Nz literatura, s#o relatadogs muitos géneros e espécies de micror-—
ganismos migelianos urilizadeos ou potencialmente utilizaveis no tra-
tamento de aguas residuwais, tais como: Trichodermae viride @
Glitooladium deligqueseens, para residuos do processamento de cereails
(8, 9)Y; Fusariunm montliforme, em extratos de cencura {(46); Morchelle,
dspergillus niger, Myrothesiwnm verruecarda, FPenteillium shrysogenum,
A. nidulans em varios substrates (531); Aspergillus oryrae, Puseilo-
myces elegans, Trichoderme viride, Myrothecium veprucarice, Glioela-
dium deliquescens e Penieidllium sp.- isolado B-71, para residuos de
destilarias ¢ progessamento do café (73); os géneros Aspergillus,
Frsarium e Peniedilidium, em varios substratos (43); os géneros
Absidia, deremonium, Aspergillus, Boteytis, Cephalosporium,
Chastomiuwn, Chloridium, Cluadosporiwm, Colletotrichum, Cunninghamella,
Pemastum, Epieoccum, Fusarium, Cliccladium, Graphium, Heliseostylum,
Halminthosparium, Moniita, Mucor, Oddiedendwen, Paccilomyces, Pania
eilldum, Rhizopus, Scolecobasidiuwm, Spileeriaq, Syncephalastrun e
Trichoderma, em alcanos (668); Prichoderma virids, QM-9123, Coriolus
papsteotor, 0. hirsufus, Poria subscida, Myrothesium verpucdric e
Streptomyces Spp., @m residuos de sulnos (64); Geotrichum candidun,
Morchella, Agartcus Spp., Fusarium sp.,Pentelllifwr sp., depergillus
sryzas, Mucor sp. & Rhlzopus sp., em virios residuns agricolas (53):
dspergiilus miger, em residuos de suinos (71), e,Peni{otliliium Spp.
{(tipos culturais T9, T10, T17, TS1, TS5, ©66, T84, T9l, 192,

T94, T121, 'P139, T146, Ti60, T162, e T1&%), Frishcderma vwiride (T1ll
& T36), Pascillomyces sp. (T39), dspergtlluz niger (T43), Trichos-
porvon nullulans (T44), 7. eutansum (T137 & T157) e, Spopcérichum
(T186) , em “Gguas-servidas” de.indfstrias de chapas de fibras da
madeira (23, 27}.

O principal atrativeo desses estudos & o aproveitamento de residuos
agrowindustriais na produgdo de protelina microbiana ou utilizacio da
biomassa FOngica como fertilizante agricola. Entretanto, linhagens
de Aspergilles flaovws, Fusardwnm ftricinctum, Gibberella zoeae, (F.
graminggrwn Sin, F. posewmlt, F. moniliforme, F. nivale, F. lateritium
Trichoderma Lignorum {(35) o Fusardium sporotrichicides, F. poae, (la-
dosporium epiphylium, . fagi, Penietilium fslandium, P. rugulosum,
P. toxicartum, P. citrecviride, P. oltrinum, Asperfillus Flavus, 4.
niger, 4. rubsr, A. eryszae, A. wentii, 4. ostianus, F. pubarwilum, P.
var{ebile sao relatadas na literatura como produtoras ou potencial-
mente produtoras de micotoxinas (34) e, como fitopatdgenos, causando
principalmente podriddes em Orgaos armazenados (35). Dados experi—
mentais sobre os danos do consumo de alimentos contaminados com a-
flatoxinas sdo velatadoes na liveratura (56).

Deve-s¢ ressazltar que nos sistemas convencicnais de tratamento
hioldgico ¢om culturas mistas, tais como os progessos de "lodo-ati-
vado®, a mabtéria orginica utilizada para sintese permanecs no siste-
ma na forma de uma suspensiao de complexos compestos organicos {cons-
tituidos principalmente por microrganismos & produtos microbianos).
Esses materials raramente sao encarados come sendo de valor (18) ou,
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ao contriric, o descarte do lodo bioldgico gerado nesses sistemas &
a mails dificll e onercsa operacdoc (67), comoreendendo 25 a 50% dos
cgstos anuais do tratamento de aguas residuirias municipais (18), a—
lew dos riscos potenciais & salide (11, 12, 17, 22, 3%, 47).

Outro aspecto importante para o tratamento biolégice de #guas re-
siduais, tanto nos sistemas convencicnais come nagueles gue utilizam
microrganismos especificos, refere-se 3 determinacic das condigoes
otimas de biodegradagdo. Dentre estas, a temperatura de incubacio
i?s?rfere, diretzmente, na velocidade das reacdes intracelulares

Segundo Cochrans (10}, a temperatura afeta todas as atividades dos
microrganismos. A andlise de curvas tipicas de ¢res¢imento microbia—
no, @m funcic da temperatura, mostraz uma Fase linear de crescimento
com o aumento da temperatura, uma regido de Otimo crescimento segui-
da de um ripido declinic do ¢rescimente, em funcio de um pequeno au—
mente da temperatura acima do Stimo. Quanto mais clevada a tempera-
tura otima de crescimento {p. ex. proxima a 409C), mais abrupto sera
esge declinio ou, em outras palavras, a ¢urva de crescimento em fun-
8o da temperatlra, torna-se mais assimétrica.

Nos gstudos envelvendo ¢ tratamente biolégico de Aguas residuarias,
2 @quagac mais aceita, para o efeito da temperatura no orescimento,
& uma forma modificada da eguacdo de Arrhenius (65),

Rg = Rg pq)- (07 201,

onde Rgy2g) & a razdo de crescimento ou velocidade de crescimentc ou
velocidade a 209C; T & a temperatura em 9C; e ¥ € uma consrante, va—
riando entre 1,00 @ 1,15, na dependéncia do processo em estuds e da

faixa de temperatura utilizada. Uma regra geralmente aceita & gue as
taxas de reagdo bioldgica debram a cada 109C, correspondendo a

$ = 1,07Z, Entretanto, na maioria dos processos de tratamento biold-
gico, ¢ = 1,08 (85).

Neste trabalho, relata-se a primeira etapa de estudos visando o
tratamento aerdbico de efluentes da indistria de chapas de fibras da
madeira de eucalipto, £ac discutidos os fundamentos e perspectivas
dz utilizaclo de fungos micelianos como reagentes e produtos do sis—
tema de tratamento bem ¢ome, o efeito da temperatura de incubagic no
crescimento das linhagens selecionadas.

Material e Mé&todos

05 eflusntes das inddstrias de chapas de fibras da nmadeira, denomi-
nados "agua-servida", caracterizam-se por elevada demanda gquimica de
anigdnio (DRO de 12.000mg de 0,/%, em wédia), originada de hidrdli-
ges parciails da celulose, hemicelulose e ouwtros componentes da madei-
ra, contendo em média 1,1% de carbeoidratos totais; apresenta ainda,
teores muite batxos de nitrogénio {(0,04%*) e fosforo (0,006%%) ele-
vada acidez (pH em torno de 4,1} e, slevada turbidez (11.000mg 55—
licdos totais/l, em wmédia). A origem dos efluentes da indistria,
constituidos principalmente pelas "Sguas-servidas" bruta ¢ da
prensa, encontra-se  esquematizada na Tigura 1.

(*) valor estimadeo con base na composicdo da madeira de Suealiptus
SRR (38) e, congiderandd a geragae de "agua-servida'" a razac de
B/t de madeira.
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Figura 1 « Esquema geral da origem das dguas residuarias de indisprias de chapas

de fibras de madeira prensada
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Dtilizou—se micrordanismos miceliancs, isolades de acumulacdes li-
mosas de indistrias de c¢hapas de fikras da madeira, selecionando-ge
24 tipos culturais mais adaptados & "Agua-servida" (23, 26, 27) con-
forme identificagioe constante da Tabela 1.

Os microrganizmos relacionados na Tabela 1, provieram da micoteca
do Departamentc de Defesa Fitossanitaria da Faculdade de Ciéncias A-
groncémicas "Campus” de Botueaty, UNESP, conservados desde 1975 em
maio de "Aguamservida"-agar (23, 26, 27) contide em anpolas herméti-
camente fechadas.

No periodo da realizacgio deste trabalho, iniciado em janeiro de
1977, os microrganismos foram previamente readaptados em meio de "a-
gua-servida" - agar, modiftficadeo de acordo com a constituicdo abaixo:
"Agua-servida" bruta, filtrada (DQO®12.000mg0z/2), 1.000ml; (NHg) 28504
1,1000g; KHpPO,, 0,2177g; Agar Merck am pd, 15,00g: pH, %,5.

Na obtencde do referido meio, a "Agua-servida" fol previaments Fil-
trada, através de velas de gesso e com auxilio de uma bomba de vacuo.
A corregan 4o pH, efetuada através da adicao de Na0H — 1N, visou e-
vitar a hidrélise do agar freguentemente observada durante a avto-
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Tabela { - Wicrorganismos pre-sclecionadoes para
biodegradacio da "agva-servida”

Tipo et i e Thpn Idencificagdo
cultural Seuentifhdudie gl b eral = ¢
Wy PonfefDILum S, TH Pontoeilitum mp,
g Yundatitium op, a2 Peateilifum Sp.
11 Urichoderma virdde Pers 194 Prnivilifun s3p.
7 Peaieiiitun Sp. T4 Pordfeddidum s
Tie Frfefaderne 2iridy TV37 Trichoaparan sdedau
nwem (e Beurm,
Sougerat ot Vau-
cher) Otu
Ak Fawoi LloRyony Ap. T3 Furisf LI um SR
T3 AspupgTilas niger Pidn Porrdgdif<lum SR
wan Wiagh
Thd Trichoeparon pulliviake TISY Triokeapeinet Cuia-
(Linder) Ciddens =t Rasm
Lodder
P51 ET e ‘TiGD Povrageri Ildum S
TaY foEE - TIER Poriallliium Sp.
TG = TIEY Pertellbiium sp.
Thd FPanlellidum 5P T1Y86 Sparalbrlofiah B

clavagem (1 atmosfera 1200C, durante 20 minutos) .

A manutencae e manipulacdo das culturas fol sempre realizada atra-
vés da transferéncia de poprlagoes, elaborando-zse suspensoes de es-—
poros & partir de culturas em meio de “agua-servida" - agar (confor-
me modificagaoc anteriormente descrita) incubadas entre 7 & 30 dias,
&4 279C. Os csporos foram suspensos em i0ml de Aqua estéril com 0,25%
de espalhante {(Sandovit) quebrando—se a tensdo superficial inerente
303 esporos (testes preliminares demonstraram inocuidade do espa~-
lhante na germinacao de espores, a referida concentragao). A conta-
gem de esporos, para padronizagdo das concentracdes desejadas, fol
realizada através de cdmaras de Neubaver.

As faixas de temperatura para crescimento maximo de 24 culturas,
pré-—seliecicnadas para tratamento de "dguas-servidas", relatadas na
Tabela 1, foram determinadas "in vitro" mediante incubacdo as tempe—
raturas de 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 e 33°C. Apds o perio-
do de readaptagio, descrito anteriormente, uma suspensao concentrada
de espores de cada cultura foi rransferida ac centro de placas de
Petri, contendo meioc de "Agua-servida™ - agar (modificado), através
de uma alg¢a de platina em forma de aro {2mn de difmetro). Como cri-
tério de homogeneidade, o meie fol preparade para tedoe © ¢onjunte de
tastes ¢ as estufaz foram mantidas em Sala climatizada & temperatura
de 229C (+ 2°C).

Face Az diferentes caracteristicas, no crescimento radial das cul-
turas testadas, foram realizadas duas leituras do didmetro médic das
coldnias {(em cm): as 48 ¢ 96 horas de incubac¢do. 0Os dados nac foram
submetidos 3 anilise estatristica e consistiram na média de duas re-
peticdes por tratamento.

resultados & Discussido
0 tratamento bioldgico aerdbico de “aguas-servidas” da inddstria
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de chapas de fibras da madeira, envolvendo a utilizagido de fungos
micelianos, hipotese central desta pesguiza, foi aventado com basze
em resultados anterjormente relatados para este tipo de efluente (23,
26, 27) e nos fundamentos dos sistemas de tratamento biclégico, prow
fusamente discorridos na literatura (8, 9, 40, 41, 42, 43, 44, 49,
20, 51, 52, 53, 63, 64, &5, &7, 72, 75).

Um aspecto gue serd inicialmente discutido refere—se, portante, &
@s¢olha da alternativa de utilizacdo de microrganismos selecionados,
relatjivamente acs processcs convencicnzig de tratamento,

05 processos de tratamento gerdbice de aguas residuarias mais comu—
mente utilizados incluem "lagoas de estabilizacae®, "filtros biold—
gicos" e "lodo-ativade", tendo como base a bicdegradagio por populaw
goes microblianas naturais adaptadas zos sfluentes (3}, Ainda que 2
eficiéneia de biodegradagio por populasdes scja suparior 4 oblida
com microrganismos isolados, existindo uma sintrofia entre os ele-
mentos dessa populagao (29, 30, 3%, 36, 49, 58, 65, 69}, diminuiwse
a possibilidade Qo aproveitamento gcondmico de sub-produtos do pro-
cesso bialdgico, zlém da eficiéncia muiko dependente das condiches
ambientais (18, 30, 31, 36, 67).

Tedo trabalho envolvendo a fisiologia de microrganismos, em pro-
cessos de bicdegradaglde de residucs orgdnicos, deve comecgar pela sa—
legao de microrganismos genéticamente adaptadas ao consume desses
residucs, uma vezr gue zuas elevadas taxas de crescimento, nesse subs—
trato, podem favorecé-los nas comunidades naturais de zcordo com o
principio darwiniano de selac#o natural. Este principio fundamental
jd era usado nos primdrdios da wmicrobiologia, por Pasteur, em vaArias
fermentagdes alcoGlicas que, até entdo, nao surtiam resultados reps-
titivos (68) pois envolviam populacdes microbianas complexsas, Pas-
teur, wtilizando o wétodo de transferéncias sucessivas 4o indcula no
mesno substrato, conseguira culturas microbianas praticamente puras
ainda gue empiricamente,

O mesmo principio, também abordado por outros autores (8, 9, &7,
75), serviu de base para estudar o tratamento dos residuos de indis-
trias de c¢hapas de madeira, uma vez que oF nicrorganismos seleciona—
doz foram isolados de acumulagdes limosas microbianas ocorrentes nes—
sas inddstrias (23, 26, 27).

Por cutro lade, a natureza das "Eguas-servidag" de indistrias de
chapas de fibras da madeira, tomando-se por base a compo=igio da ma-—
deiry de Bwealiptus spp., inclul compostos carbonados, tais como:
polissacarideos insoliveis {(celulose, hemicelulose & substancias
pécticas), polimeros naturais complexos (ligninas, taninos e resinas)
e uma fragio constituida de agicares mais simples, tais como as he-
¥oges &, principalmente, as pentoses xilose ¢ arabinose (2, 4). As
madeiras de Eucaliptus spp.,apresentam, ainda, baixos teoras de ni-
trogénic & fosfore (38). Considerando o conceito de biodegradabili-
dade (3), bem como, as exigéncias nutricionais da maloria dos mi-
crorganismos heterotrédficos em fontes de carbono e energia mais pron—
tamente assimilaveis (10, 69), podewse inferir a menor biodegradabi-
lidade das "aguas-servidasz® utilizadas em relagdo a efluentes do
processamento de alimentos e, principalmente, de usinas de aglcar e
aleool, Bsta caracteristica da "agua-servida", entretanto, pode ser
encarada come uma vantagem para o tratamento hionldgico envolvendo
microrganismos seleciconades, uma vez gue un menor nimero de espécies
componentes da populagdo terio capacidade de competir. No caso de 3-
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quas residudrias ricas em hexeoses, de facil utilizacdc pela maioria
dos microrganismes, a probabilidade de gque un componente da popula-
¢io predomine no sistema torna-se sensivelmente maior, principalmen-
te se o organlﬂmo especifico para o tratamento nio tiver sido esco-—
lhido pelo principie de selegac natural. Deve ser ressaltado, No ene
tanto, que o sistema propoesto & apenas uma variante do processo con-
vencicnal por "lodo-ztivado”, uma ver que, sob condicgdes naturais,
uma populagdo microbiana deverd estabslecer-se om sintrofia com a li—
nhagen miceliana predominante.

_Denire as perspectivas, relacionadas ao sistema de tratamento bio-
logice proposto, podem ser enfatizadas as possibilidades do aprovei-
tamento da biomassa fungica, gerada na biodegradac¢io, como fertili-
zante agricola e/ou suplemento proteico de ragdes. A dltima alterna-
tiva, apesar de economicamente mais convidativa (43}, serd pravavel-
mente menos exeguivel uma vezr gue, os fungos selecionados para esta
pesquisa, sdo relatados na literatura como produtores ou potencizle
mente produtores de micotoxinas (34, 3%) embora alqumas ezpécies,
tais como frichoderma virids (B, 8) e Aspergillus niger (53), ndo
tenham apresentade efeitos téxicos ou anomalias internas em ratos,
para dietas de até 40% de micélio incorporado & ragio.

A perspectiva de utilizagic da biomassa fingica coma fertilizants
agricola, entretanto, apresenta—-se mals promisscra ndo apenas pela
possibilidade de sua incorporagdo direta no solo (como matéria orgi-
nica parcialmente estabilizada), mas também pelo fato de gue linhaw-
gens de Agpepgilliug niger, Aspergilius spp., Peniedlllium spp. @ ou—
tros fungos miceliancs tém sido relatados come solubilizadores de
fosfatos naturais {6, 25, 60), podendo representar um atrativo na u—
tilizagdo da biomassa fangica ™in natura", para incrementar o valor
fertilizante de fosfatos naturais.

Em contraposic¢dc (tratamento de residuos municipais), o proces=zo
de tratamente biologico por "lodeo-ativado™ &, fregquentemente, opera-—
do com balxas concentragoes de nitrogénico, fosforo e outros nutrien-
tes mineraiz, com a finalidede de diminuir ¢ rendimento celular (65).
Alguns autores (18, 65, 67), ressaltam que o lodo hiclégico, gerado
nesses processos, deve ser retirado do sistema através de tratamenl-
tos adicionais de decantacdo & posterior concentragdo. Por outro la-
da, esses sub=produtos sio de utilizagdo perigosa & salde piblica
podendo veicular viregses, enterobactériasz, amebas e outros patégenos,
tornando indesedavel um elevado rendimento celular (11, 12, 17, 22,
39, 47).

Outro aspecto de cardter geral, mas ndo menos importante, refere-
52 a geonduta na mahutengao das culturas "in vitro". Conforme enfati-
rado na literatura (23, 24, 26) ¢ no pregente trabalho, o8 microrgaw-
nismos foram mantidos & manipulados sempre em oeio natural de "agua-
servida®, suplementado com nitrogénio e fosforo em funcdo dos objeti-
vas especificos. Este procedimento, aliado aos subcultivos atraves
de transferéncias sucessivas de populacdes de esporos, visou manter
05 microrganismos sob constante pressio de selegio do meio especifi-
a0, bhem come, evitar gue mutagdes indesejdvels viessem descaracteri-
zar as referidas linhagens.

As repicagens sucessivas a4 partiry de esporos, normalmente, evitam
a perda da capacidade de esporulagdo, uma vez que esta caracteristi-
ca, ligada principalmente a fatores genéticos, esta associada a subs-
tinelias estimulantes normalmente transportadas pelos esporos (45).
Frequentemente, hi necessidade de se efetuar culturas monosporicas
para eventual purificagio da linhagem em estudo. Entretanto, os ris-
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cos da obtencac de uma linhagem gencticamente diferente aumantam,

ding ver que senpre hd a possibilidade da cultura moncspdrica origi-

nar-se de um esporo mutante. Neste caso, uma série de biotestes deve

?er efetuada para ratificar as caracteristicas originais da cultura
G63).

Estes principios tém sido esgquecidos por virics autcres, ek gstl—
dos de tratamento bioléyico de residucs, onde a manutencio das cul-
turas & realizada em melos artificiais completamente diferentes do
substrate em estudo e os métodos de manipulacgio das culturas, normale
mente, s3o omitidos (8, 50, 64, 7i, 75).

Os resultados apresentados na Figura 2, referentes & determinagdo
das temperaturas otimas de crescimento para 27 tipos culturais(*) de
microrganismos micelianos denotam, conforme relatadeo na literatura
{10), gue os referidos micrerganismos podem ser enguadrados no grupoe
mesofilico. Por outro lado, a validade doszs estudos de crescimento,
em funcldo da temperatura, & dependente do meio e do método de medida
do crescimento.

Figure 2 - Crescimento radial de 21 culturas de microrganizmos micelianos, em melo

de Magua-servida'-agar, em funcdo da temperatura deincubagio
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Nas ordenadas, crescimento radial em om &, nas abscissas, [emperatura
de incubagao em ©C. Dados médios de 2 repeticoes, obtidoz &s 48 & 96
horas de incubacaan,

(*} O ensaio envelveu 24 culturas, entretanto, nac foram cobtidos da-—
dos para as culturas T44, 137 e 7157, face & ccorréncia de con-
taminagoes.
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besta forma, alguns autores ¢itados na literatura (10}, relataram
que as diferengas no ¢rescimente radiazl, de microrganismos miceliaw
nos, nem senprg gorrelacicnam-se com o valores obtidos através do
peso seco el cultive submerse. Entretanto, para ¢ caso especifico da
ung linhagem de Aspergillus niger (53), o crescimento radial corre-
lacionou-se qom o peso seco em cultivoe submerso, utilisado na deter-
minacao do tempo de geragio dessa cultura. Cochrane {10), analisando
¢s trabalheos conflitantes, conclulu que o crescimento radial & um
metodo adequado para estude de algumas varidveis do ambients, iholu-—
sive a ftemperaturd.

_Por outre lado, as linhagens selecionadas para o tratamento de
"aguas-servidas” apregentaram, em média, uma temperatura Stima de
crescimenta a2 289C, implicande na necessidade de um pré-tratamento
para resiriar o efluente industrial, descartado & temperaturz média
de 459C, na dependéneia do tipo cultural utilizado. Deve-se ressal-
tar qug¢ pré-tratamentos de substratcs para facilitar a acdc biode-
gradadeora de migrorganismos, inclusive esteriliracdo do substrato
para producdo de proteina migrobiana, mesmo demandando qustos adi-
clonais, tem s=ido propostos por alguns autores (40, 41, 64, 71, 73),
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ATIVIDADE DE SUBSTANCIAS DE ORIGEM VEGETAL NA INIBICAO DO

CRESCIMENTO E NA PRODUCAQ DE AFLATOXINAS POR ASPERGILLUS FLAVUS E A,
PARASITICUS

Rita de Cassgia Salcomaq
& Adhemar Purchio

Dapt? de Micrebiolegia
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Eesumoc

Investigou-se a atividade de substancias isoladas de axtratos, obbi-
dos de estruturas vegetais, na inibicdo do crescimento e na producio
de aflatoxinas por Aspergilius flaves e 4. parasiticus. A fracho
majis ativa fol obtida do suco da folha de Agove sicalang (sizal), a
qual demonstrou e¢feite impediente acentuado no crescimento fangico,
bem como na inibigde da produgde de aflatoxina por 4. porgsiticus
{(100%) e A. flagvms (Z3Z). Atividades mencres Foram observadas com os
extrates de Bidens pilosa (fruto), XYylopia gromatica (feure),
Srryphuedendron burbadetiman (cascs) e Dmorphandra moliis (casca).

Summary

Aotivity of exbract of plants in the inkibition of growth and
aflatorin production of Aspergillus Fflavus and 4. parasiticus

Tt has been studied the activity of some cxtracrs ohtained from
parts of plants in the inhibirion of growth and aflatoxin
production of A. flavws and A, porgsdtfons. The most active
fraction was obtained from the julce of the leaf of Agave sfsalang
(sisal) which presented a remarkable effect an funzal growth as
well as in the inhibition of afiatoxin production of 4. parasiticus
{100%) and A. floewvus (23%). Slighe activities were observed with
the ewtract of Bidenz pilose (fruir), Xyiopia arematice {fruit),
Stryphnodendron bapbadetimen (bark), Dimorphandre mollis (bark).

Introducao

A partir do momento em gue se constatou, hd 20 anos passados, a a-
tividade tdxica das aflatoxinas, formouwse verdadeira frente de ase
peculacio cientifica em torne do problema. Bm pouco tempo, foram es-
tudados diversos aspectos relaciconados aos fungos produtores, aos a-
nimais afetados e ds aflatoxinas, propriamente ditas,

Todavia, ainda existem algumas indagagoes = serem esclarecidas, re-
lativas a aspectos de controle ou prevengdo da contaminagio por funw
gos & cohsequente producdo de micotoxinas, bem come a sua atividade,
am bases concretas, na patoleogia humana.

Com relagdo aoc primeiro aspecto, destacam—Se, certos cOmpostos que
inibiram a producdo das micotoxinas, como, por exemplo, fluogetos,
sulfito de potdssio, &cido azntranilico, &cide para-aminobenzdico e

Rev. Microbiol,, S8c Paulo, 13{4):39d4-401, Out./Dez. 1982.
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sulfanilamida (5), aldeido cinamico e eugenol {4), flecs citricos
(1), etanol & 2% e tiamina (3), por terem acdc estimulante.

Sabe-se, gue a degradacdo das aflatoxinas € levada a efeito pela
adicdo de Alcalis, por temperaturas acima de 268°C e por alguns mi-
crorganismos, como Yetrahymena pyriformis, Maesropheming gphageeli, As-
pargtllus nigeyr, Rhizoctomia solant e Fusgpdum roseum.

Ja foram estudados diversos aspectos preventives, de ordem geral,
ressaltando«se 2 importéncia da temperatura e do tecr de umidade am—

biental & da propria semente de plantas afetadas, além de métodos i-
deais de colheita e de armazenagem (7).

Este trabalho tem o5 seguintes objetivos: relatar a atividade de
subst3ncias anti-fingicas, isoladas do extrato de partes de plantas,
sobre linhagens toxigénicas de dspergillus flavus e Aspergililus
parasiticus tidas como principais produtoras de afl@toxinas, em nos—
20 meio, e o efeito das mesmas, em doses sub-inibitorias, ma produs-
cao de aflatoxina.

Material e Métodos

As plantas utilizadas foram fornecidas pela Segdo de Flantas Toxi-
cas e Medicinais, Departamento de Boténica, Instituto de Biociéncias
da Universidade de Sao Paulo,

Sucos das folhas de 4gave sigolang (5isal) e exivates aquogos dos
frutos de Bidens pilesg (picaa), sementes de dnnonc sguamosa {pinha-
do norte), frutos de Xylopia aromatica (pimenta-de-macaco), caszca de
bimorphandra mellis (barbatimac—de-Tfolha-miuda) e casca de Stryphnow
dendron barboedetiman (barbatimio), foram testadeos sobre as cepas to-
xigénicas de depergtllus flavus (ICB-137) e A. paraesiticus (ICE~=138},
provenientes da micoteca da Segdo de Micologia, Departamento de Mi-
crobiclogia e Imnunologia, Instituto de Ciénecias Biomédicas da Univer-
sidade de 830 Paulo. '

Obtenpao dos emtratos - 05 extratos aquosos de Dimorphandra mollis {cas-
ca) , Stryphnodendron boarbadetiman (casca) , Bldens pilese (fruto) e Xilopia gro-
matics (fruto) foram obtidos a partir de 19 do pd seco,obtido por saca-
gem,em estufa a 379C,durante sete dias, e posterior moagem,da parte
da planta em estudo,através da coecas en B0ml de &agua destilada fer-
vante por aproximadamente duas horas,em banho-mariz. Filtrou-se em
papel de filtro,reservandowse o filtrado e repetindo-se 2 operagic no
residuc,com cerca de 40ml de &gua destilada. Os filtradeos foram com=—
binados ¢ goncentrados, ag volume de 100ml,em banhowmaria de égua
fervente,a fim de obter-se concentracio final de 1g9 por cento.

O extrato de Agave gisalenc fol obtide pela passagem de uma folha
da planta por meenda comum, resultando em, aproximadamente, 700wl de
sueco natural gque apresentou coloragido verde esoura, odor bastante a-
cido e pH igual a& 3,5. Apdbs 24 horas e repouso, em funil de decan-
tagic, separou-se O sedimento gue foi desprezado, conservando-se o,
sobrenadante em geladeira a 49C, a fim de evitar-se processo de fer-
mentagas.,

Para obtencgio do extrato de dnnona squameosa, a semente foi subdi-
vidida em duas partes: o tegumento externo & o endosperma ruminads ou
albume. Secos e meoidos, separadamente, como ji deserite, os materials
foram extraidos em aparelho Soxhlet, utilizando-se cloreférmic como
solvente, devido 3 grande guantidade de gordura presente nas partes
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da selente, o gque impediria a extracdo de principios ativos pela G-
gua. Em zeguida, obteve-~se eXirato sguoso do tegumento externo e do
endosperma em concentracdes finais de 19 por cento.

Com excegao do extrato obtido de Adxnong saguamosa, o3 demais foram
purificades com solugdo de acetato de chumbo neutyrs, na proporgido de
T:4 (3ml de acetzto de chumbo neutro para cada 20ml do extratag) por
apresentarem pigmentos interferentes.

Os testes foram realizados com extratos brutos e purificados, iso-
ladamente.

Jelegdo dos selventss - A selegdo dos solventas, para a cromatogra-
fia dos extratos em camada delgada (CCD)} foi realizada, numa primei-—
ra fase, através método de CCD em liminas de vidro para microscopia,
de 7,3 x 4,5om cobertas com silica~gel G, como método rapido e eXperi-
mental, sem levar em conta a espessura do substrato,

A revelacdo das substincias foi feita sob iuz ultraevioleta de ondas
19ngas o atmoesferz saturada de iodo. De acordo com a wmelhor resolu—
¢30 das manchas isoladas, foram zelecionados, como solventes mais a-
dequados: cloroférmio-metanol $5:% (I); cloroférmic-dietilamina 9:1
(1Y) ; cloroférmic-acetate de etila-aecido fdrmico 5:4:1 (III}; Gter
de petrolec—acetona 3:1 {IV): n'.etanol-égua §:12 (V): butanol-acida a-
ceético — Agua (VI), ou seja, solugdo saturada de butancl o solugac
gsaturada de a¢ido acético, misturadas no momenta do uso.

ITgolamento dus frapdes ativas - Os extratos foram depositados empla-.
caz de vidre de Z0 x 20 om, recobertas com silica-gel &, com 500um
de espessura ¢ desenvolvidos nos solventes selecionados {(8). Apds
secagem, ¢ cromatrograma resultante foi pulverizado ¢omn suspensaoc de
espores 4o fungo, em solugiao contendo mistura de sais minerais e gli-,
cose, no momento Ao uso. O funge colonizava & regldo, onde nao havia
substincia ativa, apds periodo de incubzgio de cinco dias, em tempe-
ratura de 259C, em cdmara Gmida.

A regifo da substancia ativa fol removids da placa de silicawgel,
procedendo-se a4 sua eluigio com ¢ solvente adequado ¢ a SUSPENSAC re-
sultante filtrada através de papel de filtro, repetindo-se, por trés
VEZEs O proeesso, tendo se obtide ao final, eluato composto pela mis—
turs dos filtrados.

Para a eluiglo da substineia, revelada no suco da fotha de 4.
sizalana, utilizou-se metanoledgua (8:2), havendo necessidade de se
evaporar o &lcool, em banhe-maria a 659C, para aplicacac na placa
cromatografica, pols este solvente apresentou interferdncia no
ensaio,

A determinacgio da dose sub-inibitdria foi obtida com o uso de duas
séries de diluigfes duplas de cada eluato (Iml} em caldo-Sabauraud
{até 1:1024) e respectivos controles de crescimento de 4. flavus &
A. parasiticus.

Para avaliagio da atividade fungicida ou fungistatica, repicou-se
o indculo do tubo em gue ocorreu a inibigdo, para tube contendo dgar-
Sabcuraud com cloranfenicol (100ug/ml), incubando-se 4 temperatura
ambiente {(20-25°9C)} por cince dias, para verificagdo de crescimento
fingico ou vicewversa.
Evidenoiagdo da atividade dols) prinedpiols) ativel(s) sobpe o produ-
gdo de aflatezinag - Em frascos de Roux, contendo meioc de extrato de
levedura-sacarese (YES) (6) mais o principic ative em dose sub-inibi-



397

toria, as amostras de 4. Flavus e 4. paerasiticus, foram cultivadas a
259¢, durante 10 a 14 dias. O controle foi feito em meios de cultura
semeados com os fungos citados,

Apds o crescimento, filtrou-se o liquido de cultivo, através de al-
godao, com sulfato de sodioc anidro.

O _filtrado foi recolhide em funil de separagio e, em seguida, ex-
traidas trés porcoss, com 25ml de cloroformio. 05 extratos clorofdr-

micos, reunidos, foram concentrados em agquecedor elétrice, a volumes
de 10 our 20ml,

Anglise quelitativa ¢ quantitative de aflatoming B; - Aliguotas de
&0ul, dos extratos a serem anzlizados, dos extratos controle e do pa—
drao de aflatoxinas, cedido pelo Dr. Walter A. Pons Jr, do "Agricul-
tural Research Service”, de New Qrileans, Loulsiana, foram transferi-
das para placas de gilica-gel.

Desenvolveu-se o cromatograma em cdmara saturada com vapores de
benzeno-acetato de etila-3lcool etilico (60:38:2), por duas veres
consecutivas 2, apds secagem, desenvolveu-se com éter dietilico. A
leitura fui procedida sob luz ultrawvicleta de ondas longas.

Para zndlige quantjtativa utilizou-se a mesma téconica descrita, di-
ferindo apenas na aligquota inicial de 1006ul.

Zob luz ultra-vicleta, foram localizadasas manchas fluocrescentes
de RE, proximas as do padrao e gue correspondiam & aflatoxina Bq. Em
seguida, removeu-se as &reas de sllica correspondentes 3s manchas,
eluindo-as em 2ml de metangl frio, por contacto, durante 30 minutos.

Apos o [iltracac, lavou-ze o residuo com 2ml de metanol frio, rew
colhendowse a solugdo metandlica filtrada para anidlise espectrofoto-
métrica, em volume firal jigual a 4ml,

0 calculo da concentragdo de aflatoxina By, fol feito pela formula
de Nabney & Neshitt (9).

Resultados

A Tabela 1 contém o5 principais dados relativos ao isolamento de
substincias inibidoras do crescimento de 4spergillus flavus e
Aspergtlive pargelticus,

Com excecdo do extrato proveniente das. sementes de Annone squamosd,
oz demais apresentaram substineciss inikbideras, no ponto de partida
do cromatograma. MNesse particular, apenas alguns sistemas de solven-
tez deixaram de revelar substidncias inibldoras nos extratos de
¥y lopia arvemetice como, por exemplo, clorofégmio—dietilamina & Gher
de petrdleo-acetona, para 4. flavus e cloroformio-metanol, para A.
pArasttLEuE.

Alguns extratos, além das substincias inibidoras, evidenciadas no
ponto de partida, revelaram manchas de inibigdo em Rf diversos. B840
exemplos os extratos purificadeos, provenientes de %, barbadetiman e
de £, mpllids, cuias manchas foram reveladas nos mesmos sistemas de
solventes IV @ VI (Tabela 1}, tendo atuado apenas em A. [flavus.

Tanto no extrato brute, como no purificade da folha de Agave
siaqlang, fol isolada substincia ativa, inibidora do crescimento das
duas espécies féngicas, guando se utilizou metanol-3gua, na base de
8:2, como sistema de solventes.
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Tabela 1 - Atividade anti-flongica dos extratos de partesde plantas,
verificada através do método de Homans &Fuchs (8)

Aspergdllus Flavus Apporgitlug posdsdiious

IZstratas Eistomag  de  solventas Ziztemas Q¢ szolventes
¥ Lr 11T T v VI I Iy} Iil v v vI

RARORE UQHIMEE Endaaperma * + ' * + 4 + + * * + .
Tegunento - ' + + + + + . . + + -

didingy pilagg Bruzo - + . + . - . . - 4 + +
Durif jeada - - - " - - - - - - wr -

ALlapda aromstize Brutao * " . + + . + - . + + +
Paptficads - + - . - - v - - - - -

Geryphnodandpes Bruco 0 + + - [ . + v + + - -

Dogedor 7

barbudutinan Purificado - - - - - - - - - n - -
Bimapprondea mullis Bruto + + 4 + - - v + + + » -
Turiljgade u - - ER A _ - - - -
Agave sisaldng Bruto - - - - 4 - - - - - § -
Purificado - - - - & - - - - - g -

MU0 RE) WE (DD ARR (O 14Y RREE (0,051 6 §0,7) A da mancha de inibigao
« Inibigae de cresciycntu du funge Re ponto do parlida do cromacograma
+ Aucdncia de inibicha $dngica.

Determinagdo das doses sub-inibidorgs - Constatou-se, através da
técnica de diluigdo em tubos, que os extratos de X. arometica, B.
piloea, 8. barbadetiman & 0. mollis ndo inibiram ¢ erescimento dos
fungos,

A dose sub-inibitdria da substiancia iselada de 4. sisclane foi dee
finida na diluicgdo 1:3 com a qual pesquisou-se interferdneia even—
tual na produgio de aflatoXina Biq.

Andlise qualitative ¢ guantitaetiva da aflatezing £7 - A Tabela 2 re-
vela que, para dspergtilus parasiticus, o principio ativo na dilui-
gdo de 1:3 inibiu totalmente a producgac de aflatoxinas.

Tabela 2 - Efeicto de substincia ativa isolada
de Aguve sisalane na produgio de aflatoxing
par 4. Fflavus e 4, parasiticuws

Lxtratos (%)
Aflacovinag Rifw

1 2 3 i 1
- . .
5, PP TR b L LG P Tt B b
B, 0,5% - ND ) W -
GI 0,53 +v e aa Y -
& 045 - WD T P -
{A) Uxeraro: 1, Padrdo de afliioxi Coleacs de A4, flaves
(ICB~137); 3. Cullura du A, fao i, fnltury e 4,

Floduy Leazadd vl eobstdncla ativa ow diluigko f:%; 5. Guleura oo
Ao paraiiiions tratade com subatincis agiva em dalulede 103

{ae) Inzensidade de [luorwpednedn sxpresss por siaaiz “»". O sinnl ™"
indicn auwdneia e fluarescincia

W= M3e detectada.
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Para A. Jlavws, 2penas por comparacio visual, sob luz ultra-violew
ta, naoc foi possivel concluir se houve ou naa 1n1blgao, uma vez gue
a intensidade de fluorescéncia das manchas foi semelhante as do cone
trole,

O extrato controle de 4. flavus revelou, & andlise espectrofotomé—
trica, na regifo ultra-violeta (360nm}, concentrdcéo de 0,92ug/ml de
aflatoxina By e aguele gue continha o principio ativo, um teor de
0,7tug/4ml.

Portanto, © principio ativo, na dilui¢do de 1:3, proporcionow ini-
bicdo de cerca de 23% na produgdc de aflatoxina By por Aspergillus
Flavus.

Discussido

Liversos sistemas de selventes foram experimentados, de maneira i-
solada ou em combinacbes, variando-se as concentracdes e respectivas
polaridades. Através da cromatografia em camada delgada, realizada
em laminas de microscopia, foram experimentados mals de 20 sistemas
de solventes. Tal procedimento foi, & primeira vista, o mais adequa-
do, pois, com o revelacae de manchas an diferentes RE, selecionavame
se aqueles mais apropriados. Para essa triagem supde-se gue a Léo-—
nica de Homans & Fuchs (8), adaptada as laminaszs de microscopla rew-
cobertas por silicaw-gel G, foi Gtil para a triagem e escolha de =sol-
ventes, podendo-se economizar tempo de analise e material,

Com relacdo a X. agromaeticg, em apenas trés sistemas de solventes,
¢ extrato deixou de atuar sobre os funges. & primeira vista, parece—
ria qgue alguns sclventes pudessen exXercer abtividade sobre a substin-
cia inibidora, come & o casc, por exemplo, ds dietilamina, da aceto-
na & 4o metanol. Pelo fate &2 nao haver inibigdo de A, Flavus, com o
uso de gistemas de solventes IT e IV, e de &. poresiticus, Com o
sistema I, parece haver outre fator de interferéncia, intrinseco aos
fungos em estedo, pels talvez os solventes pudessem modificar a sene
sibilidade dos mesmos em relacdo d substidneia ativa,

A principic, para obteng3o do eluato da mancha revelada do extrato
de Agave sisalana, utilizou-se os mesmos solventes (metancl-dgua
£:2) utilizados na CCD, Como os testes de diluigie em tubos, tanto
do eluato como da sé&rie controle, revelavam inibig3oc deo crescimento
fangica, até a diluigac 1:8, tornou-se evidente que estava oforren-
dc interferéncia do metanol. Na fase em gue se utilizou & técnica de
Homanz & Fuchs (8), onde se obteve revelagdo da mancha inibideora, a
interferéncia ndo ocorrew porgue o solvents fol totalmente evaporado
da cromatoplaca antes da aspersdo fangica.

Apos diversas tentativas infrutiferas. utlllzando—ge concentragoes
menores de netancl bem como utilizagio apenas de Agqua, optou-se pala
@luigdo inicial com metanol-dgua §:2, evaporando-se o alcool em
banho~maria a 63%C. A partir desse eluato, obteve-se inibigde tonal
na diluigdo 1:2 e infcio de crescimento fungico na diluigac 1:4. Ds-
tudo de tubes testoemunhos, em paralelo, revelou crescimento fingico
am codos eles assegurando, poctanto, a eliminaqao do fator de inter-—
fardncia.

Por ocasiio dos testes de diluigde seriada 4o suco, obtido da fo-
iho de sisal (extrato bruto), verificou-sze inibigio do crescimento
fangico até diluicdo 1:8. ‘
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Cono tentativa pard se consegulr maior rend@ment@, na recupergcag
da substancia ativa, vtilizou-se, para obtengao dos eluatos, solugao
tampdo de fosfato-citrato, com pH proxime ao do suco {pH = 3,3). Po-

rem, os resultados obtides nic revelaram gualguer inibiclc de cras
cimento Fingico, o que faz supor a incapacidade extrativa da referi-
da solugdo.

Em todos o5 testes realizados com dgaws sleglang, utilizou-se o
extrago bruto gue revelou nmaior dispersdo da area de inikicae, em
relagio 2 do extrato purificade, facilitande, assim, a obtengdo do
eluatao.

A diferenga de comportamento fGngico, em ralagao & sinte=e de a-
flatoxina By tornou-se bem evidente sob a acic da substancia isola—
da do suco de 4. sisglana.

A dose gub-inibitdria ndo permitiu a producdo da micotoxina pala
cepd de Aspergillius poerasiticus (ICB-136). Como este fato nio se ro—
produziy com Aspergillius Flavus (ICB=137), pois houve produgiao de
77% de aflatoxina'31 em relagdo ao testemunho, estudos postariores
deverdo ssclarecer o mecanismo de blogueio total ou parcial ocorypi-
Ao nas especies citadas,

A netodologia de obtencdc da substiincia ativa apresentou—se sim-
ples, de baixe custo, e de grande interesse industrial Lpois o suce
da felha foi obtide por expressic em moenda comum. Ressalte—se o fae
to de que o referido material & comumente degprezado quando do pro-
cessament0 @ obtengao das fibras do sigal.

Torna-se evidente gue os resultados obtidos constituem a primeira
ztapa para se obter substincia eficaz e e¢onomicaments utilizavel ha
prevengdo e controle da producao de aflatoxina By em substratos a-
limentares. Impbe-se, portanto, novos estudos para sua caracteriza-—
gio quimica ¢ ensaios toxicolégicos em relagiao ao homem e animais,
entre QULros. '
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Resumg

Determinagao da resisteéncia de 68 amostras de enterobaceerias (.
cold, Enterobgeter sp., Citrobgoter sp., Klebsiella sp., e Salmo-
nelia sp. a 11 drogas: estreptomicina (B), canamicina (K), cefa-
lotina (Ce), cloranfenicol (Cl), hetacilina (H)}, tetraciclina
{T), neemicina (¥e), carbenicilina {(Ca), gentamicina (G), acido
nalidizice (AR) ¢ sulfonamida (Su) pela técanlca da diluigao se-
riada em meio solido, usando-sze as cuncentragaeﬁ de 1, 5, 10,

20, 30, 100, 200, 500 & 1000 micropramas da droga por mililitre
do melo basico. LODE das amostras de F. eolf foram sensivels A
Gl, e, G & AN; & sensibilidade ou Tesistencia foi variivel com
relagdo 3 B, ¥, Ce, M, T, Ca ¢ Su. Enterobacter aprescatou popu-
13@50 de 1007 das amastras sensiveis z £, ¥, CL, T, Ca, 0§ o AN;
desenvolveu uma populagao senslvel ¢ outra resistente 3 Ce, H,

Ca & Su. Todas as amostras de DProfews foram scensivels a B o AN
foram sensiveis ou resistentes a rodas as outras drogas testadas.
A totalidade das amostras de Jdtrobgoter foram sensiveis a K, C1,
T, Ne, Ca, G & Su ¢ sensivels ouw vesistentes 3 E, Ce, H & AN. As
atostras de Klaebelfellg foram semsiveis a K, Ne, C ¢ AN o resis—
tentes I H; e foram sensiveis ou resistentés a £, Ce, Ci, T, Ca
& Su. As amostras de Selmoneile foram seasiveis as 11 drogas.
Observou—se de mode geral, beixa porcentagem de resist@ncia mdl-
tipia entre as amostras estudadas.

Summary
Resistanss to drugs of Entevobactaric isolated from food products

rrainsg af entereobacteria (B8 in all} [solated frow raw meat
products (E. ecolf, Enterobgeter sp., Protews sp., Citrobacter ap.,
Klebgiells sp., and Salmonella gp.) were tested in relavion to 11
drugs ag follows: strepromycin (£}; kananycin (K); cephalotine (Ce);
chloranfenicol (Cl): hetacieline (H); tetraeyclion (7); oecomicine
(Ne), carbenicylin (Ca}; gentamycin (G); nalidixic acid (AN) and
sutphonamide (Su}. The plate diluition mechod was uwsed with drugs
diluted with a final concentration of 1, 5, 0, 20, 50, 100, 204,
300 and 1000ug/wl of basic medium. Z. ooli showed only population
sensitive to Cl. Ne, € and AN; the sensitivicy was vaciable in rela-
tion to B, ¥, Co, H, T, Ca and Su. lwo diffcrente populations were
chavacterized for Anterobocter: iln relation to Ce, H, Ca and 5Su,

oni was sansicive and the other was reslstant; ong sensitive popula-
tion was characterized to £, K, €1, T, We, G and AN. Two different
populations were charactevized for Proceus in relation te B, Ce, C1,

Rev. Microbiol., Sic Paulo, 13(4):402-41}, OQut./Dez. 1982,
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4, T, Ne, Ca, G, and Suj one was sensitive and one resistant; one
sensitive population was characterized to X and AN. Citrebaster
were sensitive to K, €L, T, Ne, Ca, C and presented varing scnsitfl-
vity in relation to E, Ce, Hand AN. Kiebsiella were sgn§itive to K,
Ne, G, &N and resistant te H, showing population sensitive and
resistant te E, Ce, §l, T, Ca and Su. Salmonslle weve sensitive to
all drugs. There proved o be a low percentage of maltiple resis-
tance among alwost all the strains studiced.

Introducas

0 uso abusive de antibidticos tem ccasionado sérias problemas, s5o0-
bretudo no aumento da resisténcia de certos grupos dg Microrganismosz,
com reflexc profundo na terapéutica humana, principalmente no gue
diz respeito & bactérias gram negativas, devido 3 seleglo de cepas
apresentando resisténcia miltipla.

No Brasgil, vdrios trabalhos revelam ¢ isolamento de bactérias
resistentes & varios antibidticeos (2, 6, 12, 19). Em investigagio
reazlizada na cidade de Araraguara em 1976 (4), observou-se alta ine
cidéncia de resisténcia miltipla entre bactérias gram nogativas iso-
ladas de fezes humanas diarreicas.

Sabe-s2 gque uma das principaig fontes de disseminacio de entero-
bactérias para o homem 330 os alimentos, tendo papel de destague
carnes e derivados (18). Em viries palses, inclusive no Brasil, os
antibidticos sdo empregadeos como aditivo em racdes para promover o
crescimento dos animais. Muitas vezes esses mesmos antibidticos =30
wtilizades no tratamento de doencgas humanas e animais. Smith e Smith
& eol. (2%, 10, 11} mostram o aparecimento de bactérias resistentes,
seguido 4 inclusie de antibidticos na ragdc. Por outro lado, o uso
também indiscriminado de antibidticos na profilaxia ¢ tratamento de
doengas veterinarias, seleciona cepas de bactérias resistentes, por-
tadoras de fator R e gue ao serem ingeridas junte o alimentos car-
neos, podem transferiry seus fsatores R &s enterobactérias humanas
(17 .

Goyval & Hoadley (%), nos Estados Unidos, relatam alta incidsncia
de amostras de varios sorotipos de Salmonelle com resisténcia a uma
ou varias drogas, isoladas de Agua de despejo de abatedouro de aves.
Polikova & eol. (7), na Checoslovaguia, ao isolarsm Z. ecli de pro-
dutos cirneos, leite e produtos de laticinio, verificaram gue cerca
de 87% delas eram resistentes a um ot mais antibidticos e que algu-
mas possulam fatores R, sendo capazes de transferir seus marcadores
de resisténcia. Walton [1&), estudande colifeormes isolados de carcaw-
¢as de bovinos e sulnos na Inglaterra, verificou gque cerca de 33,8%
das amestras iscladas de bovinos e 7%,7% das de suinosz, apresentavam
resisténcia a um ou mais antibidticos, =zendo alta a2 porcentagem da-
quelas cuja resisténcia era transferivel, inclusive noc gque diz res-—
peito ao cloranfenicol. Vance & Magalhdes {14}, em Pernambuco, mos-
tram o isclamento de cepas de F. ocol{ de ceco bovino, com resistén—
cia miltipla a drogas, sendo que algumas foram capazes de se avtoe
transferirem. Vasconcelos {153), em S&o Paule, ao pesquisar E. eold
enterotoxigénica em alimentos processados de origem animal, isolou
cepas apresentando resisténeia miltipla & tetraciclina e eritromiei-
na. Scaletsky (8), estudandoc estas mesmas amostras, observou que, em
algumas, a resistdnecia era transferivel.
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O objetiveo do prezente trabalhe & verificar ¢ comportamento frente
a diferentes drogas & os padrfes de resisténcia de amostras de ente-
robactérias isoladas de alimentos cirneog em Araraguara, 5.P. @ ten—
tar corrglaciond-los aos observados com outros germes gram negativos,
igolados anteriormente de fezes humanas diarrvéicas (4) a fim de ava—
liar o patencial desses microrganismos, no gue diz respeito ao carm
reamento de resisténcia maltipla z drogas @ sua implicagdo em pato-
genia humane, &, deste modo, trazer uma contribuigio num campd onde
ag informagoes sobre resisténcia a drogas, em bactérias gram negati-
vas, lsoladas de alimentos, ndo sio comuns.,

Material ¢ Métodos

1. dmostres - Foram estudadas 68 amcstras de enterchactérias, isola=-
das 2 partir de produtes cirheos crus (lingfigas), comercializados
ha cidade de Araraguars, 5.2. Apds caracterizacdo bioquimica & SOrom
logica, as amostras foram assim classificadas: B, col{ (17 amostras);
Entercbacter sp. (20 amostras); Protezs sp. (17 amostras); Citrobac-
tep sp, (6 amostras); Xlebedella sp. {4 amostras); Salmonella agona
(2 amostras) e Salmensila anatum (2 amostras).

2. Determinapdo da Resisténeia ¢ drogas - O método foi o da diluigdo
em placas, tende sido testadas 11 drogas: estreptomicina (E), cana-
micina {(K), cefalotina (Ce), cleoranfenicecel (Cl), hetacilina (H}, te-
graﬂiclina {T}, neomicina (Ne}, carbenicilina (Ca), gentamicina (G}
acido nalidixjico (AN) & sulfonamida (Su).

Az drogas foram diluidas de meode gque a concentraclo final fosse de
1, 3, 10, 20, 50, 100, 20C, 500 « 1000 microgramas por mililitro de
meic basico., Todas as drogas foram diluidas no momento de serem in-
corparadas a0 meio de cultura. Empregou-se, come meio bhasico, o Agar
Mugller-Hinton (Difoo), © gual, depois de gsterilizade era resfriadeo
a2 mais ou menos 40°9C, gquando era incorporada a droga. A% placas, de-
pois de solidificadas, permaneciam na estufa por uma noite, para se-
cagem & prova de esterilidade. As amostras cram semeadas em caldo
nutritive (Difco). Apds incubagido, por 24 horas a 379C, eram dilui-
daz a 1:1000 no mesme melo ¢ semeadas. Foram realizadeos controles de
viabilidade, semeando-se as amostras eom Agar Mueller-Hinton Sem an-
tibiotico & controles, empregando-se amostras padrdo, sensiveis e
resistentes a cada uma das drogas testadas. Apds semeadura, as pla-
¢as eram incubadas a 3I70C por 24 horas. Considerou-se COmQ Concan—
tragao inibitoria aguela que impedia o crescimento do germs. O cri-
tério para classificar & amostra, como resistente ou sensivel, fol o
ctilizado por Trabulsi & col. {12) que, estudande a distribuigao dos
niveis de resisténcia de amostras de Shigellec a diferentes drogas,
dividiram-nas em populagfo sensivel e populagdo resistente. Utili-
zando-se esze cricverio, foram congideradas resistentes as amostras
gue cresceram em loUug/mil de sulfa, em l0ug/ml ae estreptomicina,
tetraciclinag, cleranfeniceol, canamicina, gentamicing, ampicilina,
deido nalidixico e hetacilina; em 20ug/ml de eefalotina e carbeni
cilina.

Resultados e Discusszan

05 numeros e as porcentagens das amostras sensiveis e resistentes
da peopulagao gram negativa total, podem ser observados na Tabela 1.
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As Tabelas 2 a 7 mostram os nimeros e percentagens das amostras
sensiveils e resistentes, dentro de cada populagiao.

Tabela 1 - Populagia sensivel ¢
reslitenlbe eéntre 2568 amostras
de Enterohactériasg

Tabela 2 - Populagio sensival e
resistente entre as 17 amostras

de E. ooli

Populagdo Boppulacd
[rgga Hsonsivel Resisbantye Lirunsa acitaivel Ruuizissnto
ne i no 4 ne 3 e B

Escrgpeomicana 15 i, 24 z 11,76 Baeroptonicing 63 N2, E4 H 7,34
Canamicina 16 94,11 1 1] Canamiging 87 93,52 1 t,47
Cnfalotina 16 4,1 1 c, 3 Cofalotina s 50,0 39 50,49

Cloranfonical 17 100,00 - “ tlorantenicol &5 95,53 o441
Hetagilina 16 94,11 i 5,80 Hebagilinda i 4v,0n0 a6 ST, %4
Tutgaciclinag 12 Ta,5% 3 941 Tetracieling S 79,41 14 20,58
Neomicina 17 100,00 . _ Neomiclina G4 R4,08 4 b1
Cusbeniciling 160 44,11 1 5,88 Garhenicilina Sd 79,49 1A 2o, uu
Contamlaing 19100, 00 _ _ Qaneaihfaina G2 41,17 & B, 80
Agido nalidixico 17 100,40 - - Acido nalidixjes 66 87, 0% ERE
Sulfonamida 15 24,11 Y 5,86 Bulfonamida 31 75,00 17 25,0

Ags amostras dos dois sorcotipes de Salmonella apresentaram o Nesmo
pad;ao de senszibilidade, portantoc os resultados foram computados am
conjun o,

Tabela 3 - Populacdo sensivel e
resistente enlfre as 20 amostras
de Enteroboe top

Tabela 4 ~ Fopulagao sensivel e
reslztente enfve asz 17 amostras
de Protsus ’

Prapail agha

roptlagae

Droga Sansivel Wk inbenty Draga Senpivel ERES AT Y )

e £ nv i nw k] i %
Babraptamnlaing 20 504,07 - - Zntreptomicinag 4 108,0 - -
Canamicing 200 00,0 u " Canamiaina 4 164,30 - -
Cefalotina [ 30,0 14 T0,0 Cufaloting 4 qot.u - -
Clorantenicgi, 0 100,80 - - Cloranfoaniaal 4 10C.0 - -
Uebagiling & 0,0 i Bl Hecacilina i 06,0 - -
Totraciclinas 22 100,48 - - Tetraciclina 4 166,90 - -
Moomicina a4 100,90 - w Waamiging 4 00,0 ” -
carhendesiding i3 5,3 ¥ 35,0 Carbeni¢ il fns 4 10,0 - -
Contamicing 20 0,0 - - GContamicaina 4 100,40 - -
Fotde nalidixico FIUNR T - - Reide nalldixieo 4 00,0 - -
Gulfonamida 19 8% .0 i ] sulfonanida 4 100,¢ - -
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(o] difg;enpes modelos de resisténcia, apresentados pelas amostras
de E. coli, Entercbacter, Proteus, Citrobaster e Klebsiella, s3o a—
presentados nas Tabelas B a 12.

Os dados existentes em relagdc ac comportamento de bactérias gram
negativas, iscladas de alimentos, frente 3 drogas, nio sfo abundan—
teg. Burzynska & Ste¢ (1), na Poclonia, determinaram a sensibilidade
& penicilina, ampicilina, estreptomicina, cloranfenicol, oxitetraw
cicllna,‘eritromicina, neomicina, gentamicinzs e nitreofurantoina, de
381 bactérias, sende 225 entarobactérias diversas (E. aoll, Entavo-
bacter, Hlebsiella, Salmonella & Serratia)l e as demais { P. aerugi-
nosd, &, aqureus e HBgedllus csreus), lsoladas de diferentes alimentos
{derivados do leite, produtos ciarneos, vegetais, ovos, macarrio,
peixe, cereais ¢ gelo). Os autores verificaram gque os antibidticos,
coim maiores proporgtes de amostras sensiveis, foram penicilina
{76,0%), eritromicina (65,6%), ampicilina (38,8%) e oxitetraciclina
(12%) & pouca ou nenhumz sensibilidade em relacdac as outras drogas.

Tabela 5 - Populacdo sensivel e Tabela & = Populacdo sensivel e
rasistente cntre as Gamestras de resistente entre as 4 amostras
Crtrobac ter de Klebsiella
Populagao Popalacio

brosa sonsival  Reststente proaga Sensivel  Resistente

ne 4 % * "y % ny %
Betwiptamniaing 3 33,32 1 16,466 Brcropronicing 3 5.0 1 25,0
Carambeting & 100.0 - - Canamieing 4 10¢,.0 - -
Cofalotind 4 66,06 2 33,33 Cufaloting 3 75,0 ) 25,0
Cloranfenicol 6 16e0,0 - - Cloranfenicol 3 75,0 1 25,0
Hotacilina 3 3,33 " 16,64 Hetacilina w - i 100,0
Partpae el ing & 00,0 - - ‘Preraciclina 3 75,0 1 25,0
Neomising [ 40,0 - - Mean i ing q Q0,0 - -
Carbeniciling 6 ioh,o - - Carbenleiling i 25,0 k] 75,0
Conctamicina g 00,0 - - Contamicina 4 109,0 - -
Aeide nalidixico P GO, 66 2 33,33 Acido nalidisico 4 100,08 - -
Hul Fonanida G 100,0 " - Sulfonamida 3 75,0 1 25,0

Entretanto, esses dados referem-se a bactérias gram negativas e gram
positivas em conjunto, sendo portanto difieil discuti-los comparatiw
vamente aos observados na presente pesguisa, gquando trabalhou-se a-
penas com enterobacterias.

Comparando—-se os dados do presente trabalho com oz da pesquisa an-
teriormente realizada (4), guando foi testade o mesmo grupo de mi-
crorganismnes, Lsolados na nesns reqiaoe, mas de origem diversa, ob-
servam-s& porcentagens de resisténcia bem maiores a uma ou varias
drogas quande trabalhou-se com gram hegativos de origem humana. Com
gram negatives, iszolados de alimentos, a resisténcia miltipla foi
bem menos expressiva,

Analisando-se 0§ resultados globais de sensibilidade ou resistén-
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cia ds 11 drogas (Tabela 1), observa-se que nenhuma amostra foi rew
sistente a todas as drogas, mas varias foram sensivels a todas. As
mais baixas porcentagens de resisténeia foram verificadas com a ca-—
namicina (1,4%) seguida da resisténcia ag dcide nalidixicoe €2,94%).
Chama«se a atengao para a resigtdéneia dge 8,8% das amostras & genta-
micing, gue considerancs elevada, tendo em vista a sensibilidade gue
&5 gram negativas normalmente apresentam a essa droga.

A Tabela 2 mostra que todas as amostras de E. eooli foram sensivels
ac cloranfenicol, neomicina, gentamicing e carbenicilina, enguanto
gue entre as iscladas de fezes humanas (4), houve 100% de sensibili-
dade somente frente & gentamicina. Cabe agui uma ressalva, gual sc-—
Ja, as amostras de &, seld lzoladas de fezes diarréicas pertenciam
aos sorotipos enteropatogénicos (GEI), enguanto gue as iscladas de
alimentos nan foram sorotipadas. Assinalawse também & diferenga sige-
nificativa no ague diz respeito ao comportamento dos dois grupos de
B. wpili frente 3 sulfonamida: as ispladas de alimentos foram acima

Tabela 7 - Populagie senzivel o Tahala 8 - Modelos doresistdncia
resistonte enbye as 4 amostras das amostras de [, oolf
de Seimonslla

populughs Modelo Nama e ¥
Draga senscivel  Resistento
bl 1 ne k1 e 1 5,38
A 1 5,88
Extroptomising 16 4,17 i L.E8
HCa 1 4,88
Canamicing 17 100,48 - -
r a 22,5
Cetalotina 1 5,88 16 44,17
. K i 5,88
Cleranlonieal 15 B8,24 b 1,70
S 1 5,88
n -1 A k 17 .64 14 2,30 -
Hetaoilindg 3 8 BI,30 Senaibilidady i
Tetraciclina 9 532, 4 47,06 todus an drogas B 47 .0
Hagmicina 12 6,47 4 23,52
Carbeniclling 140 8,35 3 1Y,64
Centamlcoina 11 64,70 ] 35,29
Aoido nalidixico 17 144,0 - -
Bl fonamida 2 11,.%6 15 88,23

de 90% sensiveis & droga e as iscladas de fezes foram 90% resisten-
tes.,

Oz dados do presente trabalheo estdo mats de acorde aos de Vascon-—
celos {13}, que também trabalhou com amostras de £. ecold isoladas de
alimentos, quando ohteve 100% de sensikilidade frente 3 polimixina,
cloranfenicol, canamicina, ampicilina, acide nalidixica, cefalotina,
gentamicina, nitrofuranteina e sulfonamida; obteve sensibilidade va-
ridvel frente A4 estreptomicina e tetracicling.

As amostras de F. ¢oli, isoladas de alimentos, apresentaram seils
modelos diferentes de resistencia, sendo que a resistenciz a dois
antibitticos foi de 17,64% {Tabela 8). A tetraciclina foli o antibid-
tico com maior porcentagem de resistentes (23,5%). Bades semelhantes



408

Tabela 9 - Modelas de Tabela 10 - Modelos de
resisvéncia dasznostras resistencia das amostras
de Anteroboater de Protewus

Modela Nimere 3 Modala Mimrera 1
CoHER 1 5,0 CollTHaCaGsu 1 5,488
Conca 1 15,0 CoeHNetalin b 5,00
Ha Fl 10,0 CoHTNeGEY 1 . <, 88
Cali B 40,0 CotiNuGEy 1 L, B4
Ca 2 10,0 CeRTasu 1 5,88
Cu P 10,8 CaC iz 1 5,88
" a 10,0 ECeC1TSw 1 5,88
Scnsinilidade a CullTSu 1 5, ER
todas as drogas 1] - CuHGEU b 5,88
CeTsu 2 11,76
Catsn q 23,462
CeH 1 5,86
s 1 5,38

Sxiaibllidade 4
todas ac drogaa‘ ) -

foram obtidos por Poldkova & col, (7), na Checoslovaguia, em relacio
a malores porcentagens de resisténeia & tetraciclina de amastras de

£. coli isoladas de produtos carneos. A Tabels 8 mostra que 47% das

amostras de £, cold foram sensiveis a todas as drogas.

Procurou-se verificar se as marcas de resisténeia 3 tetragiclina e
estreptomicina, nas amostras de E. coli, poderiam ser transferidas
por conjuga¢do. Para tal empregou-=ze, como receptora, amostra de E.
¢oly K12, &cido nalidixico resistente, com a técnica habitualmente
utilizada nos processos de conjugacac de E. coli (8). Nio se conse-
guin transferir as marcas de resisténeia. Novos experimentos serao
realizados e 05 resultados oportunamente relatados.

As amostras de Auntercvboeter Loram totalmente sensiveis 3 estrepto-
micina, capami<ina, c¢leranfenicel, tetraciclina, neomicing, gentami=-
¢ina & Acido nalidixico. Chama-se & atencdo para a elevada porcenta-
gem de resisténcia 4 hetacilina (80,0%) e cefalotina (70,0%) [Tabsla
3). A Tabelz 9 mostra que 70,0% das amostras de Enterchacter foram
registentes a 2 ou mais drogas 2 gue o modelo mais comum foi Cell;
nenhuma amostra foi sensivel a todas as drogas.

Analisando a Tabela 4, observa-se gue todas 2s amoestras de Protews
apresentaram sensibilidade 3 canamicina e &cido nalidixico e altas
porcentagens de resisténcia & cefalotina, tetraciclina e sulfonami-
da. Esse génerc fol o gue apresentou amostras com mais altas porcen-
tagens de resisténcia maltipla: 52,9% das cepas foram simultaneamen—
te resistentes a guatro ou mals drogas e 100% a duas ou mais drogas
¢ 0 modelo de resisténcia mais comum foi: CeHSu (Tabelal(). Ainda em
relagan a Pyoteus, verifica-se porcentagem relativamente elevada de
resisténeia 3 gentamicina (35,2%) e que nenhuma amostra foi simulta-
neamente sensivel a todas as drogas.
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Tabela 11 - Modelos de Tabela 1% - Modelos de
resistencia das amastras reslstencia das amostras
de Cfbng baotor de Xlabaiella

Hodolo Himero kS Modelo Nimero 3
ECw 1 16,66 ECLHTC A% 1 5.0
AN 2 13,33 L) 2 50,0
‘e 1 16,66 CecH 1 25,0
sensibillidade 4 Sonsibilidade 4

£00ds a5 drodgax 4 13,33 todas as drogas i\ -

As amostras de Citrobaster foram bastante sensiveis 3s drogas tes—
tadas, conforme moustra a Tabela 5. Esse grupo de microrganismos a-
presentou resisténeia relativamente elevada ao acido nalidixico
(33,3%); 66,6% das amostras de ({trobgecter foram resistentes a uma
ou duas drogas {Tabela 11).

Todas as amostras de Klebsie¢lla foram sensiveis 3 canamicina, neo-
micina, gentamicineg ¢ fAcido nalidixico & resistentes 3 hetacilina.
Entre os gé@neros bacterianos estudados, foi o Unico gue apresentgu
100% de resisténcia a uma droga (Tabela 6), tendo apresentado 4 mo-
delos de resisténcia (Tabela 12).

Oz resultadoes apresentados pelas amostras de Solmonello foram os
gue mais surpreenderam: as quatro amostras testadas foram sensiveis
a todasz az drogas (Tabela 7). Entretanto, em trabalho antericrmente
realizado (4) foram incluldas, entre as amostras isoladas de fezes |
diarréicas, eincs amostras de fglmenellie isoladas de visceras e fe-
zes de animais que também foram altamente sensiveis as drogas, sendo
resistentes somente & sulfonamida, gnguanto as iscoladas de fezes a-
presentaram resisténcia miltipla (4). Ezses resultados aproximam-se
bastante dos observados na presente pesguisa. Duck & col. (3}, ao
determinarem & sensibilidade a antibidticos, de 2609 amostras de
Salmonella de origem humana e ndo humana, verificaram que a resis—
téngia € limitada a pequeno nimero de sorotipes & gque nenhuma das a-
mostras isoladas de ra¢lo animal apresentava resisténcia miltipla
mas, agualiaz iscoladas de aves mostravam esse tipo de resisténcia.

Levando=se em conta os baixos niveis de resistdneia apresentados
de modo geral pelaséd amostras de enterobactérias estudadas, con-
clui-se gue essas amostras de alimentos, particularmente Sglmoerella,
nao sio potencialmente difusoras de fatores de resisténcia para as
enterobactérias habitantes do trato intestinal do homen.
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CARACTERISTICA DE CRESCIMENTO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS S50
PIGMENTADD E SUAS VARIANTES NAD PIGMENTADAS

Sonia P, Salzberg
& Fumio Yokoya

Laboratirio de Microbiologia
Depr? de Cifncia dos Alimentos
FEAA ~ UNMICAMP

13100 Campintas SP, Brasil

Rezumo

4 infiuéncia da presenca de pigmentos nas temperaluras maxima e
otima de crescimento fol estudada, utilirando-se uma linhagem
pigmentada de Staphylococous aureus e suas variantes ndo pigmen—
tadas. Algung meios foram formulados, parz a observacioc de pig-
mentbe. A maior intensidade de plgeentacdo ¢ o contraste, entre o
diferentes graus de pigmentacdo, foram obridos no meio contendo
infusdo de cérebro e coracde (BHI) agar, adicionads de 107 de leite
integral e 3% de clorero de sodio. A linhagem pilgnentada 8550 ¢ vae
riantes nao pigmentadas foram selecicnadas nesse meio. As variantes
nao pigmentadas de 530 foram obtidas atrvavés de variacie espontinen
¢ pela agdo da nitrosoguaniding. A cinética de crescimento da linha-
gem 550 e de seis variantes nao pigmentadas fol estudada em cazldo
BHI, no intervalo de cemperaturas 24-8%%9C ¢ um incubador de gradien-
te de temperabura. 05 seis derivados nio plgmentados apresentaram
valores de Uemperaturas maxima @ otime de 8 a 109C inferiores aos
valores correspondentes na linhagem origiual. 0s valores miximos
das constantes especificas de crescimento (km) foram muite préximas
para & linhagem 850 e az variantes cozgulase positivas, compresndi-
dos entre 18,9 x 10-3 min-1 e 17,0 % 10-3 min—i. Mo entanto, para
as variantes coagulase negativo, houve uma reducgdo entre 25 e 507
nos valores de km, que ficaram compresndidos entre 11,1 x 10-3
min=1 ¢ 8,Z x 10-% min—1. 0 fagotipe mostra um fago a mais, o nf
77, mas treés variantes coagulase e nuclease pesitivas.

Summary

Growth chargeterictics of the pigmented strain Staphylococsws
curens S50 and 4ty non pigmented devdvatives

The influence of pipmentation on the maximal and optimal growth
toemperatures was studied using a plamented Staphy locooous aureus
strain and its non pigmented derivatives. Several nedia were for-
mulated for the obgervation of pigment iun the scrain Staphylosocous
§50. The highest pigmentation intensity and maximal differenciation
among the several pigmentation shades was obtained in a medium
containing Brain Heart Infusion (BHI) agar plus 107 whole milk and
3% sodium chloride. Strain S50 and non pigmented devivatives werd
sgelected in this medium. The non pigmented devivatives were
obtained by spontaneous putation znd by the wufagenic agent
nitrosoguanidine. The kinetics of growth of strain 550 and six non
pigmented derivatives was studied in BHI broth in the temperature
range 25 to 559C, with a gradient temperature incubacor. The

Rev. Microbiol,, S83c Paulo, 13(4):412-417, Out./Dez. 1982.
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maximal and oprimal growth temperatures in BHT broth for the non
pigmented derivatives were 8 to 10% lower than tha covresponding
values for the parent strain. The values for the specific growth
copgtants at the optimal temperatures, km, were similar for the
parent strain and its coagulase positive derivarives, betwesn
14,9 = 1073 min~) and 17,0 x 10-3 win —1 while the CO&EUIJ&L
negative derivatives showed a reduction in the km values from

25 to 507 that were in the range 8,2 % 10-3 min-1 tg

1.1 % 10-3 mia~!. The phagetype “huwa the extra phage, n® 77

in all the three coagulase and nuelease positive variants.

Introducas

Algumas propriedades apresentadas pelos estafilococos sio associa—
das & presenca de pigmento, entre estas a resisténcia ao efelito
fotomoxidative da luz visivel {4) e a resisténcia a gecagem € ao a-
cido linolénico {3). Bmbora haja estafilococos 9atcgen1co ndo pig-
mentadas, a maior parte dos estafilocogos patogénicos de ocrigem hu-
Wana e bovina & pigmentads (1). Apresentando-ze o pigmento como um
fator de protegdo para o microrganisme (2, 4), & de interesse veri-
Ficar se existe relacfo entre a presenca de pigmento e as tempera—
turas de cregeimento, especificamente no gque iz respeito as tompe-
raturas Otima e maxima.

Com o intuito de verificar esta relagdo, independentemente de pos-
siveis variagdes inerentes i aspécie, utilizou-se uma linhagem pig-
mentada e suas variantes nao pigmentadas, obtidas espontansamente ou
por indugdo com o agente mutagénico nitroscoguanidina.

A fim de facilitar a beLrVdgaD da presencsd ou ausencia de plgnen—
to para a selegdo de variantes ndo pigmentadas, fol formulado um
meio de cultura s6lido, contendo como ingredientes, infusio de cére—
bro e coragdo, cloreto de sddio e leite integral,

A determinagdo da cinética de crescimento ¢ das temperaturas maxi-
ma e Otlmd foi realizada gin melo de caldo de infusap de cérebro e
coragio, utilizando-se incubador de gradiente de temperaturas, com
as linhagens 550 e seis derivadas ndo pigmentadas, dag guais trds
perderam, junto ook © pigmento, a capacidade de produzir coagulase e
termonuclease.

Material & Métodos

A linhagem original, Staphyloceccus 850, foi isolada de leite eom
pd, no Laboratdrio de Mierobiologia da *LAA/UNICAMP e armazenada du-
rante dois apoz a 4°C em agar inclinado de infusdo de cérebro e co—
ragac (BHI), procedendo—se a sub-culturas a cada trés meses.

Belegdo de wm meto para produpdo de pigmento - VArios meios foram
forpulados para produgko de um pigmento tendo como base o meio de in-
fusdo de cérebro e coragdo {BHI): BHI agar + 5% MaCl; BHI agar + 10%
leite integral; BHI agar + 3% NaCl; BHI agar + 3% NaCl + 10% leite
integral. Como fonte de leite utilizou-se leite em lata integral. O
leite fol zdicionade ao resto do meio, imediastamente antes da prepa-
ragio das placas.

OFtenpdo de variantes ndo pigmentadas & partir de $50 - Variantes
espontineas foram obtidas por diluigdo e semeadura em placasz de uma
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cultura em calde BHI da linhagem $50¢ nos varios meios formulados pa-

ra produgao de plgrente. Foram selecionadas apenas variantes ndo pige
mentadas.

Variantes induzidas foram obtidas pela agio 4z N-metil-N'nitro-N-
nitroso guanidina (nitrosoguanidina), de acordo com a tecnica de
Altenbern (2), modificada da seguinte forma: uma cultura densa, de
24 horas, em meio BHI agar inclinado, fol diluida em 50ml de calido
BHL, Allguotas de 1/ml foram expostas a 3ml de solugio de dmg/ml de
nitrosoguanidina em tampdc de citrate 0,05N; pH 5,0. Os tempos de
exposicdo corresponderam a 10, 20, 4G, 60, 80 = 100 minutos. Inedia—
tamente, apos cada tempo de exposicgdo, a= culturag foram centrifuga-
das, lavadas duas vezes com solugao salina €, posteriormente,ressus-
pensas nesta scolugao, diluldas e semeadas em placas contendo meio a—
propriado para producfie de pigmento.

Reagdes de coagulase e termonucleass - As reagdes de coagulase @ term
monuclease foram realizadas apds 18 horas de incubac¢fo das culturas
em cxldo BHI. A coagulase foli determinada pela reagdo em tubo adiciow
nando 0,5ml de plasma reconstituido de coeliho (Difco) a 0,5ml dacule
tura e os resultados analizados de acordo ¢om o ¢ritério de Turnes &
Schwartz (7), apbs 4 e 24 horas de incubagio. Para determinagao de
termnonuclease, £ol seguide o procedimento recomendado por Lachica &
enl. (5); Tml de cultura feol aquecideo a 100°9C, durante 15 minutos @
ums gota colocada no orificico do meio de agar. As laminas foram in-
cubadas a 37°C e examinadas apds 4 e 24 horas, sendo as leituras re-
gistradas em milimetros de raio do halo produzido.

Ginética de erescimente - Para o estudo da cinética de crescimento,
foi utiiizado um incubador de gradiente de temperatura (Sclentific
Industries Ine., N.Y.). Os tubos inseridos neo hloco metilico foram a
dicionados de 10mi de <aldoe BHI. Una vez gelecionadas as temperatu-
ras dos extremos, 2% e 559C, os tubos contende meio de cultura foram
colocados em diferentes po=zigdes ao longo do bloco metilico & manti-
dos por um periodo de tempo suficiente (geralmente 2 horas), até es-
tabilirzagdo do gradiente. Apds este periodo, o3 tubos foram inocula-
dos com 0,05ml de inocule padreonizade correspondents a 3 x 10 mi-
corganismos, provenientes de uma oultura estatica de 18 horas em BHI,
adicionados com pipeta soroldgica calibrada. A variacgdo de tempera-—
tura, entre dois tubos contiguos, foi de 0,4 a 1,59, dependendo da
posigio dos tubos no incubador, sendo a diferenga menor para os tu-
bos centrais e a maior para og tubos dog extremes. A incubagio fol
realizada sob agitag3o angular reciproca de 300, com velocidade de
30 ciclos por minuto. O crescimento dos microrganismos foi determina—
do pelo método turbidimétrico, através de espeotyofotémetre (Bausch
& Lowmh, Spectronic 20), especialmente adaptado para operar com tubos
de 2,0cm de difmetro. A leitura foi efetuada no comprimento de onda
de 600rnm, em intervalos regulares de tempo, geralmente 75 minutos.

As constantes especificas de crescimento, k, calculadas a partir
das curvas de orescimento, foram utilizadas na construgag das curvas
de crescimento a diferentes temperaturas (Figura 1).

Tanto o linhagem original 550, comg ag derivadas n&o pigmentadas
coagulase positivas foram tipificadas por bacteridfagos, no Laboratd-
rig de Carlos Solé~Vernin, na Faguldade de Medicina de Ribesirio Pre-
ko, UO5P.



Figura 1 - Curvas da creseimsnto da linha-
gem Staphylococcus awrens $50 e linhagens
derivadas
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Resultados

_A linhagem Staphyloecoccus aurene 550 pigmentada apresentou as rea-—
¢hes tipicas da espécie: produgic de catalase, fermentacio de glicom
5e¢ em anaeroblose, producao de coagulase @ termonuclease.

O meic selecionado para a observacdo de produgac do pigmento foi
BHI agar + 10% de leite + 3% de NaCl, onde se obteve a maior lnten-
sidade de pigmentacic, apds dois dias de incubagic a 4°9C de coldnicas
previaments desenvolvidas a 379C.

Az variantes nao pigmentadas induzidas foram selecionadas dentro
do intervalq de tempo de exposigldo ao agente mutagénico, entre 10 a
20 minutos que correspondem a uma taxa de sobrevivéncia entre 1 e
0,1%.

Quatro variantes espontineas foram selecicnadas: $50-7 & 55012,
gque conservaram a capacidade de produzir coagulase e termonuclease e
550-2 @ §50-5, que perderam essa capacidade.

Entre ag variantes induzidas com nitrosoguanidina, foram utilizaw
das duas: uma, gue conservou a capacidade de produsir ambas exoenzi—
mas 550-17 e cutra, gque perdeu ambas propriedades, S550-18 (Tabela 1)

Através da cinética de crescimento da linhagem 550 e suas varian-
tes, cbserva-se gue todas as variantes n3o pigmentadas apresentaram
temperaturas maxima (Tm) & Stima (To} muito proximas, sendo o5
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Tabela { - Reacdes de coagulase e termenueclease, fagotipo, temperaturas
maximz ¢ atima ¢ constantes especificas de crescimente da linhagem
plgmentada S50 e suas varlantes oo plgmentadas

Microrganisma Egtlfjclgig I;':cma;l:;l T mawima* T Stimal Eé;g;{g?g%& Fanget i

550 wd 2,5 5,0 53,1%1,0  48,2%0,8 18,950,3 53/04/80/05/55

F50-7 {E)° wh 2,0 4,5  45,5:0,6 3B, k4,3 T8,680,4 33/54/77/84/85/99
550-12 (E)? -4 3,0 6,0 45,8n0,7 L2006 1T,EE0 6 4F/RR/ A/ /EA/480 /95
550-17 (NTG)? 4 2,00 4,5 45,31;:),5 38,60.5 17,0409 4T 3354777 /64785725
550-2 (&} - - - 4@ ,0:0,8 39,050, 8 8,2:0,%

530-5 {E)? " - - 44,010,6  3%,4%0,2 13,080,3

550618 {wre)? - - - 44, 0r0,7 40,7%0,0 11,550,545

- pekulbadoy sio o mudin de CESa deptorminagdaes

- waridnfes obCias eSpanCanedment s o

- uariantus ablidey pulan wgne de nitrosoguaniding

- dinmebro da sond de hidrdlise do DRA exprexnado eoooo.

valores de Tm em torng de 44,0 — 45,BDC & 0% valores de To em torno
de 35,4 = 40,7°C (Tabela 1 & Figura 1). Estes valores ge afastam, en
aproximadamente 89¢, dos respectivos valores de Tm, 53,1°C & To,
48,2°9C da linhagem 550 pigmentada (Tabela 1 e Figura 1). Em relagio
acg valores das constantes de crescimento nas temperaturas Stimas,
km, observa-se que 0% Ricrorganismos coagulase e termonuclease gcsi—
tivos apresentaram valores de km compreendideos entre 18,9 x 10™
min=% @ 17,0 x 10=3 min~! (Tabela 1). As variantes coagulase e nu-
clease negativas, no entanto, apresentaram valores inferiores de kKm,
compreendidos entre 8,2 x 10=3 min~1 e 13,00 = 10-3 min~1 (Tabela 1).

Os resultades da tipificagao pelos fagos mostram gue as variantes
nac pigmentadas apresentaram sensibilidade a um ou dois fagos a
mais, independentemente do modo de obtengdo destas variantes. A rea-
cao ao fago 77 aparece nas trés varientes coagulage positivas, en-—
guanto gue ac fago 47 ocorre apenas em duas variantes (Tabela 1}).

Discussio

Na formulagao do meio, para produgac de pigmento, foram consideram
dzs observagbes realizadas por outros pesquisadores (6), de que o
leite e, em especial, a gordura do leite, incrementam a formac¢io de
pigmento pelos microrganismes. A combinagio leite-sal ndc tem side
encontrada na literatura. Provavelmente a maior producio de plgmento
ja ebservada no meic BHI agar com 3% NaCl,deva-se pele mencs em parte,
ac desenvalvimento otime deo microrganishe nesta copcentracioe salina.
Outra caracteristica do meio foi a de favorecer a visualizacao do
pigmento, devido ao contraste entre a cor amarelo-laranja, das cold-
niags e o fundo branco opalino, do meio.

0Os valores obtidos na cinética de crescimento apontam pars o pa-
pel protetor do pigmente em relagdc @ temperatura, sendo que, ¢oOm 4
perda de pigmento houve diminuicae entre & a 109 nas temperaturas
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otimas & maximas. Esta diferenga parece estar diretamente relacicnaw-
da com a presenca de pigmento, j& gue microrganismos derivados nao
pigmentados, porém coagulase & nuclease positivos, apresentaram um
desliocamento similar nas temperaturas cardinais, ndo obstante apre-
sentarem valores de km similares ao valor da linhagem pigmentada.
Por ocutro lado, as variantes coagulase & nuclease negativas, além de
sofrer © mesme deslocamento nas temperaturas cardinais, apresentaram
valores de km entre 50 ¢ 30% inferiores ao valor de linhagem pighen—
tada. Este comportaments era previsivel, ja gue a perda da capacida-
de de produzir excenzimas, gue s3o proteinas sem fungdo para © de-
senvolvimento de microrganismos, estaria dentro das primeiras mani-
festagbes devidas a uma ihjliria genética de proporgdes variaveis, a
nivel da sintese de proteinas.

A reagdo a um & a dois fagos extras, nas variantes ndo pigmenta-
das, ndo representa uma alteracao do fagotipo geral, indicande gue
ndo houve zlteracBes prafundas nestes derivados. Devide a dificulda-
de de tipificar microrganismos coagulase negativoes, nac temos dados
ralativos 4 estas variantes, o que, sem dovida, esclareceria melhor
acerca do papel do fagotipe 77 e daria indicio de outras possiveis
alteragbes acorridas, manifestadas nas caracteristicas destes mi-
Crorganismos.
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Resumo

Estudo microbiclogico no decorrer da fermentagio litica de seis hors
talicas: cenoura, chuchu, couve—flor, peping, rcepolho e vagem. Du-
rante o processo de fermentacio litica das hortaligas mencionadas,
trEs grupos atives de wicrorganismos foram isolados e classificados
{bacrérias produtoras de acido litico, entercbactérias e leveduras),
assim come culturas de hactérias dos generes Boeillue ¢ Microsooous.
Dentre as bactérias produtoras de acido litico, Lastobacillus plam
tarum fol a mais ativa na fermentacio de cenoura, couve-flor, pepiw
a0, repolho e vagem. Para a fermentacdo de chuchu, as espécies
Stroptocoecus feecalis e Lactobgeillue plantorum foram as de maior
lmportancia. Verificou-se rambém que Loactobgedllus lefohmannii es—
teve presente em Codas as amestyas de todas as fermentacdes. feohe-
riehia coli, do grupo das encercbactérias, fol constatada ser predo—
minante nag fermentagdes de chuchu, couve—flor ¢ pepino; Entarobao—
ey qerogenses predominov durante & fermentdcio de canquya & Vagel,
engquante que Sereatdis marcescens [ol prademinante na fermentagas do
repolho. Os estudos microbioldgicos .mostraram rambém que, entre as
leveduras, Debaryomyces Ransennii foli a espécie mals rrequenle na
fermentagdo de todag as horealicas estudadas. As leveduras mostra—
ram baixa ztividade na fermentacao de vagem.

Summary

Misrobiologieal study of lactic acid fermentation with some vegatam
blas

During the lactic acid fermentation process of garret, chayote,
cauliflower, cuecumber, cabbage and green bean, three groups of
acrtive microorganisms were Jdetected and classilfied (lactic acid
bacteria, enterobacrer and yeasts) and alse cultures of bacteria of
the genus Baodllus and Micreococous. Daotobaodlius plantarem was the
mest sctive among the lactic acid bacteria in the fermentation of
carrot, cauliflower, cucumber, cabbage and green bean, For the
chayote fermentation Streptococous faeeclis and Leetobaodllus plon-
tarym were those of major lmpovtance. Lactobaoilivs lelchmannil was
detected in all samples from every fermentation. Recherichic oolz
of the enterobacter group, was found te be predominant in the [erw

Rev, Microbiol., 53ac Paulo, 13(4):418-432, Cut./Dez. 1982,
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mentation of chayote, cauliflower and cucumber; Enterobaster qero-
gengs was predominant during carrot and green bean fermenta;ions,
while Serpgtda marecscens was predominant in the cabbage's fermens
tation. The microbiolagiczl studies showed that among the yeasts,
Deberyomyoss hansennt? was the most frequent species in all vegera-
bles fermentation. Yeasts showad & low activiry in the fermentation
of green bean,

Introducéo

A literatura estrangeira, sobre fermentagio latica, & muito vasta
e inOmeros sao o= trabalhos que se referem ao estudo microbicldgico,
prlnclpalmente, de azZeitonas, pepinos e repolho. Dentre os microrga-
nismos, s&c citadas as enterobactérias, bact@rias produtoras de &ci=-
do lativoe e leveduras, como sendd Os grupos mals atives gue ocorren
durante a fermentacido (2, 22, 24, 26 e 53). Desses, © Ssegundo grupo
& considerado de maior importdncia, por sex produfor de acido lati-
co, que juntamente cowm o sal enmpregado na fermentagdo, z8o os res—
ponséveis pela conservagio do produte (3, 7, 16, 18, 28, 531, 34 =
58). Além de Lgotobgedilus plantarum que & mencionada como a princi-
pal espécie na producéo de &cido (5, &, 41 e 53), outras espécies
tambhén foram isoladas neos estudos realizados por diversos pesguisa-
dores: Leuaonosteoe masentercides, Lactobacillius brevie, Pedigoosous
cersvistioe @ Streptococcus foccalis (40, 45, 46, 48, 49 e &63). As
entercbactérias aparecem no inicio da ferwmentagdo e tendem a desapa-
recer no final do processo (7, 11, 22, 24, 26 e 32). Az leveduras
830 mais comumente encontradas no término da fermentagio e inGmeras
@spécies sio citadas por diferentes autores (10, 14, 15, i6, 17, 22,
23, 24 e 36).

Considerando—se a escasser de pesgquisas, pertinentes ao assunto em
noszo pais, objetivou-se, neske trabalho, coletar dades especificos,
ralacicnados 45 nogsas condigdes de clima e variedades de hortaligas
encontradas no comérceio local. Para se atingir o objetive, foram rea-
lizadas fermentagoes com diferentes hortaligas, das guais foram ob-
tidos os resultados do isolamento e identificagio dos micropganiz—
mos envolvidos.

Material e Mérodos

Materias primes o propare das fermentegdes - Foram utilizadas seis
hortalicas: cenoura (Dausws carobtg T..) com 3,83% de carboidratos so-
lGveis, chuchu (Seehium edule Swartz), com 2,95% de carboidratos so-
lavels, couve~flor (Bnassioa olercocge vVar. betrydis L), com 3,01%
de carboidratos s0lGveis, pepino (Cucumis setivus L.}, com 21,15% de
carboldratos sollvels, vagem {FPhaseolus vHigaeds L.), com 2,54% de
carboidratos solliveis e repolhe {(Brgssfcw oleraceas var. capitats
L.), com 3,91% de carboidratos soliveis. As hortaligas foram adguine
ridas no comérocio local e sempre da mesma fonte. Obedecendo &s caw-
racteristicas de cada hortaliga, gue foi fermentada em separado, o
preparo das fermentagdes foi feito pelo método da salmoura com 0%
de sal {cenoura, chuchu, couve-flor, pepino e vagem) ¢ pele método
da saloa seca, empregandowse 2,5% de sal em relacio & massa da hore
talicga {(repolho}, segqundo metodologia adotada em trabalhe antarior
(21},

Determinagds de ceddes ¢ do pH - No decorrer e no final do processo




420

fermentativo, foram retiradas amostras de salmoura para a determina-
gao do pH e da acidez total, nos intervales de 0, 1, 2, 3, 4, 7, 14,
21, 28 @ 35 dias. A acidez fol deterxminada através da titulagio com
sclucéo de NaOH 0,18, usando—-se, como indicador, fenolftaleina a 1%
solugao alcodlica, expressando-se os resultados em porcentagem de Aw
cido latico. Para a determinacao do pH, empregou-se UK potencidmetro
medidor de pH com eletrodo de vidro, marca Corning, modelo 7. 0s va-
lores encontrados nessas analises, bem como © controle visual do as-
pecto das fermentacles, servirvam para avaliar o final do processo
fermentativo (21).

Progadiments geral para ¢ estudo micrebioldgise des Ffermentasfes -
Para o estudo microbicldgico das fermentacdses e verificagic da sew
guéncia de mi¢rorganismos envolvidos, amostras de salmouras foram
retiradas, com pipeta esterilizada do centro dos recipientes onde as
hortaligas tinham side colocadas para fermentar (13), nos intervalcs
de 0, 1, 2, 3, 4, 7, 14, 21, Z8 e 35 dize, =zendo as mesmas trabalha-
das imediatamente apbs a ¢oleta.

O eztudo foi dirigido no sentide de iselar & identificar hactérias
produtoras de acideo latico, leveduras e entercbacteérias (4, 13, 33,
39).

Isalamento & cavacterisgede das bactdrias produtoras de dedide ldti-
¢o - Para iszolamento do grupo das bactérias produtoras de dcido 13w
tico, foli utilizado o meio de cultura seletiveo (9, €1). Az gulituras
foram iscladas ao acase, procurande-se sempre retirar, das placas
onde se fez a semgadura, ¢ maior nimero poszivel de coldnias com as—
pacto morfologice diferente. Apds & purificacdo, essas coldnias fo-
ram estocadas em meio de cultura identiceo ao usade por Etchells 3
aeol. (18) para posterior ideptificaclo. A caracterizacdo das bacté-
rias das familiass Lactobaelllacesas & Streptosccsacess foi feita em
duas etapas. Na primeira, procurou-sz separa-las em seus principais
génercs, a saber: Lactobacillius e Leuconostes, Stroptococcus @ Pa—
divsosens, alravés de melos seletivos especificos (34, %2, 59). Na
segunda etapa, foram identificadas ag virias espécies dos distintos
gi&neros de bactérias (4, &, 30, 38, 43, 44).

Tsolamente @ caraeterizagdce das baeteériaes dag Ffamilia Entercbacteric—
agae — ASs enterobactériazs, representadas pelos generos Enlershecter,
Citrobaeter, Escherichia, Klebsf{ellg & Serrgtdia, foram izoladas se-

guindowse instrugdes contidas nos trabalhos de Tzguierdo Tamayoe (27),
Fernandez Diez & col. (19). e Van Pee & Castelein (%9). Para o isola-
ments das culturas, foram seguidas ag mesmas nermas descritas ante-

riormente; apds a purificagdo, as coldnias foram armazenadas em Nu-

triente Agar (31) para serem posteriormente identificadas através de
provas Dicguimicas (4) e recursos auxilisarges (26, 39, 55).

Teelamente ¢ fdentificapde doc levedurcs - As leveduras foram iscla-
das & purificadas atrayés da utilizagio de meios de cultura ja des-
critos (13, 39). Para o jlsolamento ¢ estocagem de culturas, fol usa-
da a mesma técnica descrita parva bactérias latvicas (34). Para a iden-—
tificagds, foram seguidos os métados correntes (33, 3%).

Resultados & Disgussdo

A presencd & a sequéncia dos microrganismos que ocorrem durante o
pragesso fermentativo das hortaligas cencura, chuchu, couve-flon, pe-
pinho, repolho e vagei, foram evidenciadas nos intervalos de bempo de
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0, 1, 2, 3, 4, 7, 14, 21, 28 & 35 adias de fermentacio, conforme as
condigdes pré-estabelecidas em material ¢ métodos. 0s resultados
@esses isolamentos, relacicnados com a acidez tituldvel, expressa em
aeido latico ¢ com o pH das salmouras, no momento da coleta das amos-—
tras, 540 apresentados nas Tabelas 1 a 6.

Tabela 1 - Microrganismos isolados no degorrer da fermentacan latica
de cenoura

(1 2 EE i P T 3 T ] €
M de roTas horas horas loras o s liih] ARIWATLLA  ACTIWLILINA RERAUYAE SOMANILS
Micrarganismos isola- WG oH WM. pH WA oH Mw ) RAe. ol BAT, PN She. gl W, DH WS, GH Sha. g
montos - B .04 6.3 .05 G .08 5.B .00 5.9 002 B 445,75 L 26 4.9 30 4.0 L pk 2.3

Buctérian Jiticas

Lo pienkeanem 10649 * ] » ] @ v - - - +
L. Dedeknmpred 33 - + - + - - - - . N N
Lo b i n “ - . + - + -
twkirian litives
5. fageclis 53 . . . . N N ' ' . -
2. aarerindae a0 - . - + + - + . B *
4 1 - - - - - - . - . -
P 7 - - - - - - " R _ _
Lo, oromeris 2 - - - - - - + - - -
Enterobactérias
Brat, oomnsngs e + - + + r 1 v " - -
O rrousdil 10 - - - + - + + - !
£ oelt g + " « + - - - - - -
v pR&WROR TS g r . + ] 0 . - - - -
Enk. &iodhnme G + - - + + -+ - - - -
AR F 2 LT T B r - * [ r ' - - - -
LA A 1 + - - - - - - - -
Levpoduras
[ heeraee 15 - - - ¥ r * r * ' [
Her. aital 7 - - - - - - . - - "
Ly, Bt G - - v f . " . - - -
[ R LA 5 - - - ¥ v " " w - -
Tia- ki 5 - - - - - + - - - -
B lawbdaus [ - - + + - + - -
o, parapeiicaic 4 - u ¥ r + [ - - - -
Ny Fuldesoens 1 - - + + - + - - " "
. dakiita q4 - - - - - + - - - -
Hi. mubns 1 - - - . + * - - - -
R polymerpis z - - - - - - ' B - -
derdinte DooTiden FelTs Z - - - - - - - + “ w
S miraad g i 2 - - - - - - - + - -

ATy Acider expressa v peveentagew de deide lities; w0 Isolada; - Nio isel da L.
Doditeogacres; Loe Louwconpstoo; End, MSvforebacier; O0 Cltpuboodor; B Beoher
iyt el iy End, Enofiemgespaio; Oo. Seneddele s Toe Foewlog
sormelay 2L G0 ORI ONLIERT S

un!
e
i oEre Betlantempras; BN

Através dos isclamentos de bactérias produtorzs de Acido latico e
as enterobactérias, constatou—se gue durante a fermentacdo de todas
as hortaligas sstudadas houve, gsporadicanente, o aparscimento demu—
tras espécies bacterianas. Essas culturas, identificadas seguindo as
recomendacbes do "Bergey's Manual of Determinative Bactericalogy” (4),
mostraran ser bactérias dos géneros Sactllus & Mdwrosdecus (Tabela
7).

05 resultados revelaram trés grupos de microrganismos ativos duran-
te O processo fermantativo: bactériasz produtoras de acido latico, en-
terobactérias e leveduras (fabelas 7 a ). O grupo létice & o mais
importante e, dentro desse determinadas @spéoies 5a0 rcsponudVL1§pe—
la maior producac de acide litico e pelas caracteristicas do produto.
Quanto a0s microrganismes, cobora encentradas enm grands numero, how—
ve variacgdo de uma hortaliga para outra, QrLﬂClp&lantL gquando Colw
siderada a presenga de leveduras. Encarados do ponto de vista ggrhl
tais resultados parecem estar de acordo com a maxiocria dos avtores

bibliografia consultada.
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Tabela I - Mievorganismes isolados no decorrer da fermentsgio larics
dir chucho

[ k] ] T T k] 2 5 4 T

Mo de  hovan  horas  hovas o horas DOPRS  sRtand  jemenay  sTAnas  memanan  Somanas
Mirrargni e 1o M, ol BAC. (M %A, pd WAc, ol BN, ol RAC, R WMo, pH O WAc pH e pHO AR, pH

oentoG - 8%Y - 7.5 0265 0464 .096.5 .08 6.3 1% 5.2 .16 4.6 .22 4.4 .37 4.3
Bastirias 1atd cas
Ko hamtamm a5 + + - + * - * + * -
L. latohmannit 15 + + - + + + + + N +
B, bt 7 + ] . + + - - - -
Bactarias hitlioas
5. faovalia 108 + + + + + +* + + + +
F. oureUTsILe 27 * - + + ¥ - + + + +
L. ewamordn 16 - - + * + + ¥ + + -
La. mosontercidon 16 - - - - - + + + + +
EntervbastErian . :
E. walt 12 - - * + + + ¥ ¥ * -
Ent. gorogenas 11 - - + + * + * + + +
K. prowmmicg 10 + ¥ * ¥ ¥ - - - w "
C. freundid 5 - + + + - - - - - -
€ imtormediaa 4 * + * + w - - - - -
Tarmalus as
. Aomagnnif 13 - - + + B + + + - -
Hr. intarmediug 11 u - . - - » + + + -
Jo. ehnslvert 2 - - - - + + * * + -
T. autangum i) + + + + + - - - - -
B phaffii 7 - - - - - + + + + +
Sorbmdy oxnoricler ba b 7 - - + + + + ¥ - " -
Ca. gut!liaymond?f 5 - - - - - - - + + -
Ki. laotio 5 + + * . * + - - u -
To, iy 4 - - + * + + - - - -
fa. tropicaiin 3 - - - - - + + - - -
Bl polymarpra 3 - - w - - * + w - -
Gis, ot 3 - - - - - - + + + -
So. kiluyvert 2 - - - - - - - - * -
ko, rourii 2 - w - - - . - - - -
. anomala VAT,
areml 1 - - - - + - - - -
Sz {taldcus 1 - - - * - -
#, ogpiiatum 1 m ~ ~ - - - - ' n -

Ac.i Acidez ewpresod om porcencagen de acido liries; +! Isclada; st Nio iaeclada: L. lactehoeillua; 5. Stmiptococcua; &,
rydicovoous; Lo, Louosmootoo; E. Zocherdohia; ¥mt. Entorobaoter; K. Klubalella; €. Citrobuotor; Do Dobaryemyoes; br.
Bt b tongpyeuiy S, Sooghiromyouy; § Trtokopores; Sof. Sofsinntomycdu; Cxe Gimdveliy K. KTugweromyese; To. Topklapads;
Fi, Plelia; H, Hewirals,

Para cenoura, couve-flor, pepino, repolho e vagem, apesar da prew
senga_de_outras especies de bactérias produtoras de dcido litico
Lactobaeillus pluntarum € o microrganismo mais importante, duranée =t
processa fermentativo (Tabelas 1, 3, 4, S e 6). Isso esti de acordo
com a malor parte da bibliografia consultada, cujos pesquisadoras
trahalharam, principalmente, com fermentaclo latica de peping, repo-—
1ho e azeitona. o

Contrariandg o que fol exposteo, Borg & cool. (3), em estudos fei-
taz com fermentagao de peping, empregands acide sbdrhico, encontra—
raTt durante o processe fermentative, maior nimero de culturas de
Pediceossus wersvisige, enguanto gque Menezes & col. €35), que também
tgabalharam_com pepino, constataram, nas fermentacdes, apenas as cs—
pecies dao genero Streploccecus, para o grupo das bactérias produto-
ras de acido litico.

Para chuchu e en relacde & principal espécie de microrganismo, i-—
20lada du;ante 4 fermentaglo latieca, o resultado encontrado foi’dim
ferepte¢ Stregpltocoseus feecalis mostrou ser a especie mais evidente,
seguida por loctobgeillus plentgrum (Tabela 2). Isso talvez expligue
o fataddg que, para ess=a hortaliga, foi encontrade o menor valor pa-
ra a maxima porcentagem de acides. De acordo com Pederson & Albury
(48), as bactérias dos géneros Jtreptecoccus € Leénconostos S50 baie
xas produtoras de acido,
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Tabela 3 - Microrganismos isolades no decorrer da fermentagde de couve-flor
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_Sobre o grupo de bactérias produtoras de acido latico, pode-se tam—
be@ observgr que, para Loactobeeillus letchmannii, embora nio tenha
2ido a espacie predominante em nenhuma das fermentacdes com as dife—
rentes hortaligas, ¢ nimero de culturas isoladas foi relativamente
alte (Tabelaz 1 a 6). A espécie foi encontrada em todos osf jsolamen—
tes, revelando papel definido durante a fermentacio latica de todag
a5 hartaligas estudadas. No confronto com a bibliografia, verifjica-
se que apenas Thompgon & col. (57) fazem referdneia a Lovtobaedlilus

leichamenndd, juntamente com Lactobacillius plandiarum, nos estudos que
fizeram sobre z formacdo de plstulas em picles de pepino ¢ de tomate
COM aneto, preparados domesticamante. HA, no entanto, alguns traba-—
lhos de fermentacdo latica (3, 12, 22, 27, 28) gue menciconam que

bactérias do género Lactobgeillus, sem fazer especificagdes, e o que
afirmz ser a fermentacdo de vegetals, por salga seca ou em Salmoura,
conduzida por uma sequéncia de bactérias produtoras de acide litico.

Especificamente para a fermentagio litica de pepino (Tabela 4), os
razyliados obtidos revelaram os microrganismos ocorrentes sSao, em
grande parte, coincidentes com as verificadas por diversos autores
na bibliografia & fermentacgao litica, estudada com a mesma matéria
prima, a saber: - Lactebeeilliue plantarwn & citada nos trabalhaos de
Ball & col.; Borg & col.; Costilow & col.; Btchells & col.; Leitdo &
col.; Orillo: Pederson & col.; Rosen & col.; Strzelczyk; Thompson &
col.; Vahteich & ccl.; {3, 5, &, 16, 18, 32, 40, 41, 4%, 47, 48, 50,
53, %4, 57, 58) e, para a maioria desses autores, & o principal mi-
crorganismo da fermentagao; - Laetobogedlius brevie @ citada por Bell
& ool.: Costilow & col.:; Etchells & col.; Orillo; BPederson & col.:
Strzelczyk {1, &, 16, 18, 40, 45, 47, 48, 54} - lLeucorestoe mesantes
rotdes & citada nas referéneias de Costilow & col.; Orilleo; Pederson
& col.; (5, 6, 40, 45, 47, L8); - Streptoceccus Foecalis fol detec-
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Tabela 4 - Microrpanismes isclados ne decorrer da Fermentacae litica de
PP LG
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taqo nos trabalhos de Mundt & col.; Orille; Pedersen & col. (37, 40,
45, 48); - Pediococcus eerevisice € citada por Bell & col.; Borg &
col.; Costilow & col.; Etchells & col.; Orillo; Pederson & col. (1,
3, 6, 16, 18, 40, 45, 48}, sendo gque este Gltimg a encontrou EMmaior
porcentagen durante a fermentacao; - fnteprcbacier acrogenss fol ve-
rificada no trabalho de Leitde & ¢0l. {(32); - Enterobgceter cloacce
& citada por Rosen & Fabian (83); -« Escherichig coli foi verificada
no trabalho de Taha & col. (36); — Oeberyomyoes hanseunii & citada
por Etchells & col, (16, 17); ~ Condida tropisalis e Hangenulo anomam
la var. gaomala sac citadas por Btchells & col. (15); = Farocenwla
subpalliculose @ Porulopsis helmi? 230 ¢itadas nos trabalhos de
Btehells & Bell {10}, Etchells & col. {15, 17) @ Costilow & Fabian
(8} e Topulepsis holmii & citada por Rosen & Fabian (53).

Em relacdo aos isclamentos de microrganismos da fermentacdo de pe—
pinos, variasz consideracles devem ser feitas: foram isoladas, czpo-
radicamente bactérias do género Saciilus (Tabela 7), porém o nimero
de culturas foi relativamente pequeno, em relaglio a0 nlmers encon-—
trado para o5 outros grupes de microvganismos.

gsses microrganismos sdc suspeites de serem redutores de acides
{28}. Os baciles esporulados podem consumir o dcido latico e causar
amglecinento de pepinos (82}, alteragac que poderd ocorrer guando o
bacilcs predominarem nas populagles microbianas de pepines e suas
galmouras, em pH de 5,5 ou mais elevado ¢ 5¢ a fermentacdo for re-
tardada ou paralizadg por causasdiversas, permitinde cgue o valor do



Tabela 5 - Microrganismos izolades no decorcer da fermenrtagac lacica de
repolho
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pH figque alto por varios dias. Tais condigdes nlo foram observadas
neste trabalho e, provavelmente devide & isso, naa se verificou o a-
molecimento do produto fermentado. A preszenca de Faoeiiliuve parece es-
tar de acordo com cutros autores {24, 28) gue iscolaram cssas bacté-
rias esporuladas de fermentacoes de azeltonas ¢ declararam Ser nor-
mal & sua prescnga has condigdes estudadas.

A presenca de bactériasz do género Migrocosous, na fermentacan de
pepine {(Pabela V), parece estar conoordando ¢on estodos de picles
(29} & aveitona (24).

Determinadas leveduras, identificadas, no presente Lrabalbo com a
fermentagdo latica de pepino, ndo foram relatadas na literatura con-
sultada, em relagdo a zlguns  antores oque fazen referéncia aw
penas ao género. As cspécies identificadas talvesr sefam o microrga-
nismes cujas identificagbes nac foram feitas pelos diferentes avto-
res. Candide solant poderia corresponder as citagoes de Etchells &
col, (G, 14); Henserula anomala var. sehnegid, 3 citacio felta por
Rosen & Fabian (53); Perwlopsis candida, Toruleopsis datcila, Teoru-
iopsis taconepicun ¢ Torwlopsis pinws 4 citacdo de Piochells & ool
(14); Swschaeromyecs ftalicus A citagio feita por EBtchells & (_‘._K:ll.
(14); e, por Gltinme, Frodoborule rubps poderia corresponder as citaw-
goes de Btchells & Bell (106), Etchells & col. (13) & Rosen & Fabian
(53).

A interpretacao dada para leveduras poderia justificar o apareci-
mento da bacteria latica Lewconestoe derxtranteuwm durante a fermenta-
cao de pepino & identificada no presents trabalho. Com maior aproxi-
macao, para essa espéoie, Vahlieich & col. (%8) encontraram feweo-
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Tabela & - Microrganismos isclades no decorrer da fermentacaoe ldtica de
vagem
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nogtoe € afirmaram que poderia ser L. mesenteroides ou L. deztrani—
cwh, engquante gue Jones & Ferguson (28) citam a presencs de bacté—
rias do génera Leuconasstos.

Os resultados referentes ao chucrute mostraram a presenca de bace
t&rias produtoras de Zcide litico, enterobactérias o leveduras como
principais (Tabela 5} e as bactérias dos géneros fLacillius ¢ Microw
CooCuE Como secunddrias (Pabela 7). Dezses microrganisamos, apenas as
bactérias laticas sdo citadas referente 4 fermentacao de repolha na
literatura. Em relaclo &s bactériad produtoras de dcido latico, i-
dentificadas neste estude, oz resultados sio bastante semelhantes
202 encontrados na literatura, a saber: Lactobeeillus planterum,
Lactobacillue brevis e Lauconostos meserbercides (7, 8, 20, 44, 4dea,
49, 51). Durante a fermentacdoc de repolho, & presenca de [oucanostoe
mesentercides parece imprescindivel, Pederseon (44) afirmou que 4.
plantarun & L. mesenteroides si0 responsaveis pela producio de ohuw
crute., Segundo Pederscen (42) e Cruess (7}, as bactérias do género
Leuconostos 3830 responsiveis pelo aroma do produto fermentado.

Fedioeocous ¢eprsvisiqe & citada na literatura juntamente com
Streptococens faecaliz {20, 44, 46, 49%). A fdltima espécie, no entan-
Lo, no presente trabalheo, com fermentaclco de repolho, ndo foi detea-—
tada.

bo ensaio de fermentacgao com couve~flor fol isclado o fLactobacofl-
luz plantarum, concordando com relatos j3 feitos (41).

Com relagfo & fermentacdo lAtica de vagem, apenas uma referéncia
fol encontrada (37), com a citagho Séreptocecceus faceglis, tambem
observada no presente trabalho.

A ocorrdncia de levedura Jebaryomyces Aansenni{ durante a fermen—
tagac das seis hortaligas, ensaiadas meste trabalho, estd de acordo
coim as observacoes de Mrak & Bonar (36) gue verificaram a presenca.
dezsa levedura em salmouras de picles e afirsmaram, ainda, que devido
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Tabela 7 - Espécies ¢ nomera de culturas
de Beetllus e Misrococceus isoladas de
cenoura, chuchu, couve-flor, pepino,
repolhe e vagewm no decorver da fermentagio

latica

Sonou- Q- T, Pepl-  HRepo- Vaw
Bicrorganismos ra ahu  floy  na 1ha  gem
Faoillus mogaterium ~ 2 - % - 2
daeillug subtilis 3 -3 2 2 1 1
Kisrossesua Spp- & 13 13 7 3 k]

& sua maior telerancia a altas concentracbes de sal, as espécies do
génera Debaryomyeces 80 mais abundantemente distribuidas.

0s resultados do presente estude revelaram ainda gue indmeras es-
pecies foram encontradas, particularmente de enterobactérias e leve.
duras. Nos trabalhos constantes da literatura consultada, os micror—
ganismos ldentificados @ que estio relacicnados com os dados cobtidos
ha preszente trabalho, sio os seguintes: - Lactobaeillus casetd, foi
encontrada somente em fermentagio de gouve-flor, embora j& registra-
da durante a2 cura de pepino (54); - Citrobacter freundii e (ftrobaow
ter intepmedius, presentes nas fermentacdes das seis hortalicas es-
tudadas, com exceqdo de Citrobacter Intermedius, ndo detectadas para
o pepino, j& foram citadas em fermentagio de azeitona (24); — Repre-
gentantes de Kighuielle, foram encontrados nas fermentacdes de todas
as hortaligas, ensaiadas na pesguisa; para este géneroe existe apenas
uma citagaeo, em fermentagac de azeitona (22); — Membros de Eneomy -
gopsis, presentes durante a cura de cencura, couve-flor e repolho,
i& foram isoladeos de pepino (10); - Candide guilliermondii & Candida
perapeilosis representantes de (ryptococcus, encontrados, respectie
vamente, nas fermentacoes de chuchu, cenoura e pepine, j& foram re-
latados na cura de azeitonas {23}: = Candida melibiosi e Kluyevero-
myces veronae, isoladas, respectivamente, das fermentacdes de cepoum
ra e couve-flor, foram citadas em estudos feitos com azeitonas: -
Pichia pelymorpha, isolada das fermentagdes de cenoura, chuchu, cou-
ve=flor e repolho, foi citada em fermentagidc de azeitonas (24) & pe-
pina (16); Rhodotoruly pubra, presente na fermentagiao de cenoura e
pepinc, fol citada para azeitonas (60); -~ Sgackaromyees baillii var.
Lbatllii encontrada apenas na fermentagao de couve-flor fol verifica-
da en estudos com pepino (15); - Sgecharemyces eerepisige, isolada
das fermentagdes de gengura e couve-flor o citads durante a cura de
azeitonas (24, 2%) ndo tendo sido encontrada em pepino, no pres-
sente trabalho, embora tivesse assinalade em estudos com essa matéria
prima (14)}; Saccharomyces chevalierd, identificada na fermentacic de
azeitona (23, 24), 56 foi isoclada em experimentos com o chuchu; —
Sgacharomyces italieus que, ao lado da Dekaryomyess hgnegennii, foil
uma das duas leveduras mais comuns a todas as hortalicas testadas
nesta pesquisa, tem sido citada exclusivamente em fermentacio de a-
zeltonas (23, 24} ; Saccharomyces rosei e Sgecharomycss rouwxid, foram
iscladas unicamente de fermentagic de chuchu, mas =zao citadas em es
tudos com fermentagdo de pepinos (10, 17). Nos trabalhos de Etchells
& col. {13, 16), de Costilow & Fabian [6) & de Rosen & Fabian (53},
Saccharomycss roustii ndo £oi encontrada.
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Varios microrganismes, isolados no decorrer deste trabalho, nio
sac citados em estudos da fermentacdo lidtica existente na literatura
consultada.

&0 destacadas as seguintes ocorréncias: Leuwconcsioe oramoris (ce—
noura , <hieehu, couve-flor e pepino), Schwarniomyces oceidentalls
{cencura @ chuchu), Trichosporon capitatum e T. culareuwm (Chuchu e
repolho), Serretdia marceescens (cenoura ¢ repolho), Brettanomyces
tembicus e Ngdsonia Fulvescens (cenoura), Brelfifanemyced intermedins
(chuchu), Lipomyeces lipofer (couve-flor), Wetschniiowia pulcherrimg
{pepino), Trishosporon Fermentans (Fepolho).

Quanto zo desaparecimento ou diminuicdo das bactérias gram negati-
vas, ou sejam, as entercbactérias, com o decréscimo do valor do pH
da salmoura, os resultades obtideos veém de encontra 4 observaghes fei-
tas nos estudos da fermentacdo de azeitonas (22, 27). No final da
fermentacido da arzeitona a diminuigdo do valor do pH era muito lenta
& tanto as leveduras oomo 05 lactobacilos tendem a desaparecer, sen-
do que apds todos esses fatos o valor do pH da salmoura tende a ele-
var-se (22). Isso também parece valido, para presente investigacdo.

Conclusdas

1. Pgra_as hortaligas, cenoura, couve-flor, pepino, repolho & vagem,
© principal microrganismo da fermentagio & provavelmente a bactéria
Laetobactling plantarum,

2. Purante a fermentagio ldtica de chuchu, tude indica haver equili-
brio entre Streptococous fascalis @ Lactobasillus plantarum,

3. E bem provavel que Lactobgedllus Ledshmannii tenha grande impor-
tancia ne decorrer da fertentacdc latica de hortalicas, pols ooupou
un lugar definide no processa.

4. Além das easpieies de bactérias produtoras de dcido latico, que a-
parentam ser as principaig, outras também estic presentes, podendo
ser consideradas coadjuvantes do processo fermentativo de todas as
hortalicas estudadas. Essas especies $a0: Lactobacillus brevis, Lao-
tobaeillus ecguet, Leusoncstoo mesenteroides, Lewconostos orsmeris,
heucenostoe dextranicum, Pediococcus cerevisige e Streptoscscus Faoe-—
aalis.

c

5. Nas hortaligas ¢enoura, chuchu, couve=flor @ vagem houve cresci
mente de enterobactérias ¢ leveduras, em detrimento das bactérias
produtoras de acido latico.

6. Das enterobactérias fnterokacten gqerogenes, Citrobaoter freundil,
Bacheriehie eolil e Klebsiella prsumonfae parecem ser ag mais comu—
mente encontradas durante o processe fermentativeo, mesmo para a cam
noura, chuchu, couve=flor e vagem.

7. Durante a fermentagac latica de pepine ccorreu o maior nimero de
culturas de leveduras. O maior nimero de espécies oCorreu no chuchl,
angquanto ¢ menor nimerc de cultlras e espécies ooorreu na fermentaw
gao de vagem.

8. hs leveduras mais comuns sio Saccharomyees ftailfous e Debaryomy-
aes hansennii, parecendo ger «sta ultima a principal.
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9. Embora aparecendo esporadicamente ¢ 2m peguenc ninero, foram
constatadas, durante a fermentagdo de todas as hortalicgas estudadas,
bactérias dos gneros Bacilius ¢ Misrecocews. Essas, principalmente
Baetllus, gquando as condigdes sdo favordveis, podem deterjorar os
produtos,

10. Pinalmente, conclui-se que a consecrvagae de heoraligas, atravéas da
fermentagdo latica &€ um processo complexo, onde estio envolvidas i-
pameras especies de microrganismos, tendo come principal represenw
tante ¢ grupo das bactérias produtoras de acide latico, interagindo
com o= demais grupos & resultando am produitos eom caracteristicas
arganclépticas proprias e nio bem definidas.
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Resumo

No decorrer da produclo de chucrute com o repolho [ezwse contagens
mictoblanas para verificar: populzagac total, bactérias produtoras
de Acido, genero Lewsonostos, cocos sal-telerantes, coliformes,
grupo butirico {MMP)}, zrupo halofilice obrigado (NM2) e leveduras.
As bacrérias do genero Lewcondsioo, do grupe butirice, do grupo
halofilice ebrigatdrieo e <oliformes, sofreram diminuigdo em suas
contagens. O demals grupos aumentaram suas populagbes, tiveram
oscilagdes g, no final do processo fermentative, mostraram a tens
déncia em diminuir ag suag contagens.

Summary

Miorobiclogisal study of sauerkraut production with cabbage's
culttvar 'Muteuwkase ' (Brosstes oleraeeas . var. capitata D.)

During the fermentative process of saverkraut production with
cabbage's cultivar "Matsukase', microorganisms counts were done
with the purpose of verifving: total count, acid forming bacteria,
genus Lewconostos, salt tolerant cocel, coliform bacteria, obligaw
te halophiles (¥EN), yeasts and butyric acid group {MPN). During
the fermentation, genus Lowconcstos butyrie group, obligate halo-
philes and coliform bacteria, decreased in their counts., The other
groups increased their populations, showed oscillations and at the
end of fermentation they showed the tendency decrease ln number.

Intredugao

¢ chucrute, produto,resultante da fermentacao latica do repolho,
pode ser slaborado com diferentes cultivares da hortaliga, sendo que
algumas 4dao melhores produbos que outras, fato esse amplamente di-
vulgado (16). Para a obtenc¢do do produte, cmprega-se sal (MaCll), pa-
ra remover o suco de repolho, onde ze encontram as substinciaszs fer-
menteciveis, g reduzir a flora microbiana indesejdvel, favorecendo,
portanto, a fermentagdo Acida (4). Bsta depends dag bactirias lati-
cas, cuijas principals espécies, em ordem crescente i gquantidade de
dcido latico produzido, sdoc (10): Strephtocwccus Ffaecaldis (homoferw
mentatival, Leuconcstos mesentercides (heterofermentativa), Laotoe
baelllue brevisz (Heterofermentatival) pediccoscus cerevistgs (DOMO-
farmentativa), e lactoboasilivs plantarun (homofermentatival, Lou-
congstos mesenteroides iniciaz a fermentacdo, produzindo quantidade

Rev, Microbiol,, 8&o Paulo, 13(4):433~439, Cut./Dez. 1982.
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zuficiente de 5cidn para baixar, vapidamente, o pH do meio que, Jjun-
tamente com o gis carbéniceo produzido, inibe os microrganismos inde-
“Q}uVGis @ propicia condigoes para o desenvolvimento das demais bac-
térias laticas (10, 12). As condigbes ambientais, niimero ¢ tipos de
organismos presentes, limpeza, concanragao, dlstrubuaqao de =sal,
temperatura & cohertura 4dos tanguss deLrnentaqao, influenciam o de-
senvolvimento da icrmentagao (10, 15).

A consnrvaqao de vegetais & processo natural onde interferem ind-
meras varilveis. Nio se efipregs matéria prlmd esterilizada, nem con-
digcdes zssépticas. A microflora presente & diversa ¢ se constitul,
principalmente, de trés grupos de microrganismos: bacteérias laticas,
enterobactaérias e leveduras (5, 7, 9).

Outros grupos de microrganismos, tais como cocos sal«tolerantes,
halofilicos e grupo butirice, estio incluidos nos guiag de procedi-
mentos para a anilise de picles, chucrutes e outros vegetais em sal-
moura ou salgados (1, 2).

Conziderando=-se a importincia do assunto e o reduzido nimero de
informagoss disponiveis nc Brasil, objetivou-se, no presente traba-
lha verificar o grupoes de microrganismos, envolvidos na produgad
de chucrute, com repolho 'Matsukase', através do processo fermenta=
tivo natural e em condiges de temperatura controlada (199C + 0,5¢C)

Material e Métodos

Matiria primae - Utilizou~se repolhos cultivar 'Matsukase' (Brassica
oleprgecae L, var. cgpitate L.} produzideos na Fazenda Experimental

"g3o Mancel", situada no municipio de Sao Mancoel, S5.P., colhidos no
més de agesto de 1980.

FPermentagces - O experimento constituiu-se de gquatro ensalos a in-
tervalos de cinco a oito dias, durante um periodo de 20 dias (qua-
tro repetigdes). As fermentsgoes foram preparadas pelo método de
salga seca, empregando-se el refinado comercial, seguindo-se meto-
dologiz adotada em trabalho anterior (5), wtilizapdo-se, eom cada

wna delaz, loky de wmatéria prima. A preparagic e o acondicionanento,
nas cubas de fermentagao, foram feitos em diaz diferentes, conforme
2 disponibilidade de matéris prima. As fermentagdes foram realizadas
m Loﬂdl%OLb idénticas, empregando-se uma cimara de incubagac Fanew-
Modelo 095/A=1, com temperatura controlada de 199C T 0,539C {(&).

Petepminggde da eoatdez 2 do pH — No decorrer € no final do processo
fermentative, foram retirades amostras de salmoura para determinagac
do pH e da acidez total, nos intervalos de 0, 7, 24, 21, 28, 35, 42
@ 49 dias. A acidez Foi determinada através de LLtuluqao, com solu-
gao de NaOH (,1N, utilizando-se, comc indicador, fenolftaleina a 1%,
=) Holuqag alcoglica, expressando-s¢ of resultados em porcentagen de
Acido latico. Para a dpLermlnaan do pH, empragou-s¢ potencidmetro
medidor de pH gom cletrodo de vidro, marca Cerning, modelo 7. 05 va«
lores encontrados nessas anblises, bem como o controle visual do as—
pacto das fermentagoess, serviram para avaliar o final 4o processo
fermoentativo (5).

Andlisas microbioldgicas — amosiras de salmoura foram assepticamen-
te retiradas dos recipientes de [ermentagac, séeguindo-z2¢ as recomsn-
dacdes da APEA (1) = de Btchells & Jones {2), neos ilotervalos de Of

7, 14, 21, 28, 3%, 47 & 49 £ias, sendo as mesmas trabalhadas imedia-
tamente apds a coleta. Seguindo-se a metodologis indicada pela APHA
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{1}, foram feitas comtagens para varios grupos de microrganismos,
com os seguintes meios (1): contagem total de microrganismos, em
dextrose agar: bactérias produtoras de dcido, em LBS agar; <ocos
sazlwtolerantes, em caseinato mutritive agar; coliformes, em verde
brilhante lactose bile agar;grupo halofilico obrigade (NMP) em caldo
de figado com sal; leveduras, em dextrose agar acidificado; e grupo
butirico (NMP), em caldo de figado sem sal, Espe¢ificamente, para a
contagem de bactérias do género [ewsenestoe, Smpregou-se o Meio se—
letivo de Mayeux & Colmer (11}.

Resultadeos e Discussac

0s resultados da acidez, expressa em porcentagen de dcido litico e
pH, no decorrer das fermentagdes com repolho 'Matsukase', sio apre-
sentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Acidez expressa em povcentagem de acido
latico ¢ pH no decorrer das fermentacocs com ropolho

"Matsukase'
Gins Fermentagdcs -
de H 2 3 4
Togmntagio  Acides  pH Acider  pH  Acidez pH Acddazr
Q 0,05 L.45  "D,04 5,70 0,04 5,40 0,03 5,60
7 o,57 4,10 &p98 3,45 Q,74 3,35 D.72 3,65
14 151 3,49 14 3 40 1,24 3,50 0,87 5,65
21 1.85 3,20 1.41 4,25 1,50 3,25 1,40 3,30
28 1,80 3,20 1,497 3,75 1.63 3,20 1,81 3,258
3% i.81 3,30 1,53 3,30 1,47 3,30 1,38 3,20
4% 1,88 3,35 1,48 3,35 1,57 3,25 1,45 2,90
49 1,749 3,40 1,57 3,25 1,42 3,00 1,57 3,2

05 valores obtidos, para todos o5 ensaios, foram similares e ocor—
reram oscilagdes, durante o processo fermentativo. Este fato 34 foil
constatado anteriormente (5) e concorda com a maior parte das refew
réncias biblicgr&ficas consultadas,

05 resultados das contagens migrobianas, efetuadas no decorrer das
fermentagoes com o repolho 'Matsukase' sio apresentados nas Tabelas
2a 0.

Nes guatro ensaics de fermentacgico, foram detectados todos os gru-
pos de mMICrorganismos gue s procurcou investigar ne experimento. Du-
rante a fermentagido, as bactérias do género Leuconostos, 4o grupo
butirico, do grupo holofilico obrigado & coliformes, sofreram dimie
nuicic em suas contagens. Os demais grupos (contagem total, bacté-
rias produtoras de dcido, cocos sal-tolerantes e leveduras), aumen—
taram suas populagoes, sofreram oscilagoes e, ne final do processo
fermentativo, mostraram a tend@neia em diminuir suas contagensg,

02 resultados mostraram gue existem trés grupos de microrganismos
ativosz, durante ¢ processe ferméntative: as bactérias produtoras de
dcido, as enterobactérias (coliformes) e asz leveduras, sendo o gru-
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Tabela 2 — Contagem total de Tabela 3 =~ Contagem de bactérias
microrganizmes durante afermen produtoras de acide durante a

racic latica do repolho cultivar fermentacdo lartica do repothe cultivar
'"Matsukase' Mat sukase

unidades forpadoras de coldnias Unidaduy Fupmadoras de coldnias
tu, £.6.) por Wl de salmoura

(L, ¥.a.) por ml de RAIMGRES

Bias Diau ;
i Fermentacdes A Formenbagdos
e s v
Tormentarin 1 2 3 4 formentasdo ! : : .
5 - p 7 o et 27aie? smas?® 1zxce?
I IIMIGT IR0 17x10 1 2 5 4 ‘
4 = 5 3 9 2m10% (1xap”  47x10% 2300
7 15x107 2éxi0? sum10® sered 5 . .
i . s . 14 w100 21x18°  24w107 s65x10
14 2330 18510 TH4Ax10 L3x10 [ 5 . 7
. . , ) 7 1o zow1e®  zaxio® zenxlo
21 7x10%  gEx10%  2%xi07  avaln u o 2ow1e® zawid® 1zxin®
. . 5 v ] v -
28 (FEST AT AT LR T P A+ T 3% gsxic?  EOa10%  1exi0® seaxto”
1% Hxtn” 2?2:105 35;:105 ‘.7‘:-:106 vl 25“1(‘.3 132165 20x30% renwio?
42 zaxio® 262100 11x10%  tzaro® ') 110" 35x10t 27wte? 7pwra®
an somt0Y vesx16® g3xt0% vusain’®

po de bactérias laticas o principal. Isso também foi verificado nos
eatudos com fermentacido latica de diferentes hortaliigas (%) & com a
azeitona verde (7, 9).

As bactérias do género Lsuwsonosteos (Pabela 4) estio presentes so-
mente no inicio da fermentagdo., AC gue tudo indica, propicism condi=-
goes para o melhor desenvolvimento das demais bactérias laticas,
principalmente aquelas responsavels pela maior producdo de acido La-
tico, que e o principal produto da fermentagio (Takela 1)}. Essa aw
firmagao encontra apoio nos resultados do presente trabalho e de ou-—
tros autores (5, 12, 13, 14, 15).

Com relagdo ac grupo de bactérias coliformes (entercbactérias),
como pode ser verificado (Tabkbela &), sua incidénciaz & maior, no inie
cio da fermentagio; & medida que a acidez se eleva (Tabela 1}, vio
reduzinde 2 sua populagdo. No final do processo fermentative, prati-
camente, ndo se verifica mais a presenga desse grupa de bactérias.
Isso estd de acordo com o estudo migrobicldgico dg fermentacac
litica com cengura, chuchu, couve~flor, pepine, repclho e vagem (5),
azettonas verdes (V) picles de nabo, em gue estlo presentes bac-
térias do género Enterobgeter, na fase inicial das fermentacdes =
Esekerichia eoli, que diminui, gradualmente devido ac efeito de aci-
dex (17).

Sagundo EBtchells {3), as leveduras iniciam fermentagde ativa apds
uma semana, declinando o geu nimerao apds o 309 dia.

O mesmo comportamento fol observado por Geldoni (5}, em seis hor-
taligas.

No presente estudo, oz resultados obtidos, para os ensaices de fer-
mentacieo com repolho "Matsukase! (Tabela 7)), sd0 concordantes COm as
afirmaqdes antericres.

As bactérias do grupo butirico (Tabela 8), encontradas em peguenc



Tabela 4 ~ Contagem de bactérias

do género

Leuconostos durante a

fermentaghcolatica do repolho
cultivar 'Mataylkase’

Unddades formadoras de coldnlasn
(v, f.c.) poy m} do salmouca

Lias

de Fermencagdes

farmentagio 1 7 3 4
. -

G =14 24x10 il 210

7 10 10 .10 o1
14 =10 wl =1 <1
21 <1 w1 "1 L
5 it =1 P 1
1% +1 w1 <1 ER
43 €1 47 w1 iy
a9 < <1 9 Spie

ASFR - wanched du coldnias na plasca.

Tabela 6

Contagem de coliformes

durante 2 fermentagac latica do

repolho cultivar

"Matsukase'

Nimere Mais Pravivel [(NMP) por
mi de salmoura

‘Dias -
de Faymghtaches
fermentagin 1 2 3 4
) 11 1160 9 £1:4i]
b 20 93 16 <1
14 g4z T4 =1 =1
n <] <3 L <3
24 <3 L3 3 3
35 F.1 <3 L] %3
a2 9,1 <3 B wi
4% 1z 3,8 w3 =3
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Tabela 5 - Conlagem de bactérias
cocas sal-tolerantesdurante a
fermentacio litica do vepolho

cultivar 'Matsukase'
o ddindos Cormaderan iy «.-Ulrmﬁ.u.:.c
o) por ml ode salmoura
Diaw
de B Polman bagiss
e baghs 1 2 3 4
0 aixie® suaiet g0 tswied
7 eax10’ 3110 17x10®  somtn?
14 zix10° sex10® rexio® qoxie®
2t 1108 78x10” srare® apwre?
28 e’ Ssmiod zex10®  weoo?
35 22107 sowret  rowto®  ggxip?
. . ‘
4z 1ot aex10% zawre? zewie?
.
a5 730107 3Ex107 43x10°  spas
®IPR - muncha de eoldnins na placa.

Tabela 7 - Contagem de leveduras

durante a

fermentacae latica do

repolho cultivar 'Matsukase'

Unidades formadoras de m::lun:.a."'
(u.f.o.) por mi de salmourp

Cias
e Formentagdes
fermentagdo 1 2 3 4
4] 551105 14!1DS 53!100 3721“5
" saxta’ s’ 10’ sowin?
14 amx1a? szxte® iewin? zmie?
11 27%10%  35x10®  1sx107  zoxio’
2 w100 zEx10®  asx10% 130007
25 soxtn?  zawio® soxref  aswio®
57 2o10” 120% 2emie’ 2smi0®
48 ax10® 1ex10® 7mae®  1mae®

numero, ne inlecio da fermenta¢do, tendem a desaparecer rapidamente,
no decorrer do processo fermentativo. Isto significa que essas bac-
térias ndo encontraram ambiente adequado para se desenvolveram, na
concentragao de sal, empregada no prepare de chucrute.
do & concordante com o estudo de fermentagio latrica de pepinoc em di-
ferentes concentragies de sal {(8).

Esse resulta-—

05 demais grupos de microrganismos observados neste trabalho, nao

foram citados na literatura consultada.
fazer comparagoes.

Portanto, nae foi possivel
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Tabela § - Namero Mais Provivel Tabela 9 - Namers Mals Provdvel
(’mMF) de bactérias do grupe {¥MP) de bactérias halofilicas
butirico dursnte a fermentapio durante z fermentzecde litica do
litica do repolho cultivar repoihocultivar "Matsukase'

"™Matsukasa’

Moda Lo Wi e 4
Nimero Maisz Provdavel (NMP} por .
Ml Ao SAAMOwES
Dias —
da Permentagdes CHE 1 5.0
- p LI E 15,0
farnanLagac 1 2z a 4 Coella 3 .
Hia 2 10,0
a =2200 1100 27 i)
el g 40,0
7 =400 75 <3 +3
<a 2 13,0
14 G, 3 3 <3
oe 2 18,6
21 <] [} <] <3
H 2 10,0
28 93 400 <3 <3
Senaibilidads
35 7.3 »240 13 =3 todas as drogos @ -
42 G60 A0 21 <4
49 3 23 9,1 w3
Conclusaes

1. Nos ensaiocs com o repolho 'Matsukase' & em todos os intervalos do
processo fermentativo em que foi feita a contagem microbiana, foram

detectados 0= seguintes grupos de microrganismos: bactérias produtom-
ras de acido, bactérias do género Lewconoator, COCOS sal-tolerantes,

coliformes, leveduras, bactérias do grupe butirico ¢ bhactérias halo—
filicas obrigatdrias.

2. Para todas as fermentaedes do experimento, foram verificados

trés grupos de microrganismos atives, durante o processo fermentati-
vo: a= bactérias produtoras de Acido, as enterobactérias (colifor—
mes) e as leveduras, sendo o grupc de bactérias laticas o pringipal.

3: Em todas as repetigfes efetuadas, durante g fermentagdo, as bac-
tériasz do género Leuconostos, do grupo butirico, do grupo halofilico
obrigatdrio e coliformes sofreram diminuigdes em suas contagens, 05
demais grupos aumentaram suas populagfes, tiveram oscilacdes & no
final 4o processo fermentative, mostraram a tend@ncia em diminuir as
suaz contagens.
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Ra?ns, D.W.; Valentine, R.C. & Hollaender, A., eds. - Genetic engine-
gring of osmoregulation, New York, Plenum Press, 381p. + XIV, 1380,

O livro pextence & Série "Basic Life Sciences, da gual & o vol. 14,
@ tem como subtitulo "Impact on Plant Broductivity for Feod, Chemi-
cals, and Energy" e traz as contribuigoes de virios cientistas ao
Simpodsio gue sobre o assunto foi realizado em 1979, no Laboratbric
Nagional de Brookhaven, (US5A.

Desde gue = técnica de engenharia genética comegou & sexr implantada
na Qltima década, a identificagdo de yenes responsivels por reoaghes
bioguimicas que deLarminam ur dado comportamento fisiclogico nos ve-
qQLalb, tem sido uma constante. Dra, tantg plantas come microrganis-
mos sac frequentemente submetidos 3 condicgoes de seca, altas conhcen-—
Lracoes 5alinas, temperaturas elevadag, eto, gque determinam perds da
produtividade. Entretanto, & secular o uso de preservar ou curtir a-
limentos em solugdes salinas; por outro lade, modernamente hi tenta-
tivas, measmo egparsas, de ge irrigar culturas com &gua do mar., A Agua
& essencial para todas as formas de vida e guandg a ceoncentragdo ce-
lular de solutos aumenta, tem lugar & desidratacio que pode levar &
morte dos organismos. Os homens e seus animals controlam ¢ problema
de desajuste osmdtico utilizando 03 seus ring, ao passo gque ags célu-
lazz de plantas e microrganismos produzem sclutos para contrabalangar
2 demanda do ambiente em gue vivem. Essa adaptacdo & condigdes sali-
nas & Jde seca @ chamada de os morgguldeU governadd pelos genes osm
detectados em bact@rias e gue ltambem podem estar prgsentes funcid—
nalmente em ¢dlulas de plantas superiores.

Cuando bact@rias como as Fnterobasteriacess 530 expostas 3 pres-
sGes osmdticas crescentes, elas reagem elevando a pressio osmotica
do interior de swas c&lulas, o o fazem aumentando a cancentra¢ﬁo de
prolina ov em alguns casos de glukamina ou  -aminobutirato. Esse
aminodcidos protegem asz c2lulas de efeitos danosos resultantes de es5-
tregse de 3gua. A bactéria fixadora de nitrogénio ¥lebsiella preume-
niae, do nesmo modo que ¥, eeld elalmonella typhémurdum, guando colo-
cadas em meio contends Leprolina e alta concentracao salina, apresen—
tam um estimulo no seu crescimento.

Existen cepas de Salmonelia syphimurium gue produzem grandes guan-
tidades de L-prolina, as guais foram selecionadas em meios de cultu-
ra contendo concentracac normalmente tdxicas do andlogo de L-prolina,
o L-azetidina-2-carboxilato. Os mutantes com teores elevados de Le
prolina, excretam ¢ aminodcido gue antagonizara o analego. A mutagac
ﬁue confere resistdncia & L-azetidina-2-carboxilato estd intimaments

elacionada gom o leocus da primeira enzimd pertencente ao complexg
enzimitico responsavel pela sintese de L—prolina, e fol transferido
através de um plasmideo para outras cepas de 5. typhimurium, a%
guais assim adguiriram as garacteristicas do doador gue eram de tole-
rincia ao carboxilate e sais. L-prolina, entio, desempenha we papel
central na oamarggulagao, ¢ o3 regultados atdé o momento obtidos indi-
cam a possibilidade de utilizar as téenicas de cngenharia genética
para transferir gsse carater para outros microrganismos & plantes su-
neriores.

Bssas @ outras abordegens sao apresentadas e discutidas amplamente
nas varias segoes do livro. 05 autores colocam perguntas, e proguram
respondé-lag, sobre a oumoregu]agao em microrganismos progariotos @
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&R organismos eucariotos, focalizando tambam os mecanismes osmoregu-—
latorias em plantas. Neste {iltimo cazo, os mecanismos de toler&ncia

a4 _seca e a fric sao apresentados e discutidos. Desse modo, o publica-~
¢a0 & recomendavel para microblologistas, fisiologistas e biocguimicag
veggtais @, de um modo mais amplo, para o5 engenheiros agrénaﬂog, os
quais estaoc continuamente expostos 4 problemas de osmoragulacio.

Otto J. Crocomo
Dept? de Bioguimica
ESALQ/USE

Cajixa Postal 9
L3400 Piragicaba Sp

Stamj, M.P.; Ingraham, J.L. & Balows, A., eds. - Annual Review of Mi-
crobiology. California, Annual Reviews Inc., vol. 25, 679p., 1%81.

$30 22 artigos de revisZo, compondo o volume desta tradicional £&-
rie. No primeiro, H.B. Woodruff autobjografa~se, anfatizando suas a-
tividades como microbiclegista do solo. Ligads i Merck, Sharp & Doh-
me americana, o autor, gue trabalhou com S.A. Waksman, deixa consig-
nadag 97 referencias de trabalhos nos quais, em grande parte, apds
a sua assinatura de pesquisador ligade & inddstria. ¥m “Pathogenesis
and Imnunclogy of Preponema pallidum™, T.J. £fitzgerald reve, com
143 referencias, a doenga, a patogenia e sua ligagac com mucopolis-
sacaridios ¢ imunidade (vacinag, respostas humoral e celular, imanos-—
supressdo) . A. Campbell, em "Evolutionary Significance of Accessory
DRA Flements in Bacteria” {115 referénciaz), trata do significado
da eveolugdao do DNA extracromossomial (tanto viral como wmlasmidial)
transposons e sequéncias de insergdo, deixando consignadas 202 refe-
renciag. T.G. Pistcle discorre sobre "Interaction of Bacteria ang
Fungi with Lectins and Lectins~Like Substances". Aborda, entre ou-
tros aspectos, os casos gerals ¢ especificos de reacdo de lectinas
com bactérias e fungos, além de comentar © seu uso pratico no Labora-
toric Clinico e papel na natureza. Sunariamente, M. Alexander relata
“Why Microbial Predactors and Parasites do not Eliminate their Prey
and Hosts", com 74 citagoes. Interesgsante & encontrar o trabalho de
A.R. Maggenti "Hematodes: Development as Plant Parasites", figurande
no conjunto de revisdes desta obra, sob a alegagac de gue o menor ne-
matodio parasito de planta possul 0,25mm ¢ a maioria inelui-se nos
tamanhos de 1 ou 2Zmm; cita 26 refer@ncias. NiAo menos interessante &
"Bgychoneurcendecrinelogical Effects on the Tmmune Responsa" de Sa-
lomon & Amkraut, em gue se aborda, entre outros, as ancrmalidades §-
munoldgicas em doengas mentais, influfncia hipotallmica na resposta
imune, "stress” e a resposta imunologica, com 247 citagdes. Bagtante
atual, 48 refergncias, & 2 revisio de Yewdell & Gerhard sobra "Anti-
gaenia Characterization of Viruses by Monoclaonal Antibodies", com
abordagens do tipo: aplicacdo de anticorpos monoclonais na andlise
antigénica e caracterizagac de¢ hibridoma anteriormente 3 sua aplica-
¢d3c na andlise antigénica. Robert & Brill revém "Genetics and Regula-
tion of Witrogen Fixation", abrangendo os avangos com K. presumoniaz,
dzotobacter, bact@rias plirpura-fotossintéticas gue nao do enxofre, o
a simbiose Fhizobfium-Legune, 222 referZncias. Em "Genetic SEudies
with Bacterial Protoplasts, D.A, Hopwood relata a preparagao & a re-
generagéo de protoplastos em bactérias Gram-positivas e negativas, as
interactbes genéticas em Ffusdes intraespecificas de protoplastos,
transferéncias de plasmidios na fusdoc de protopiastos, liposomas e a
aplicagio industrial de protoplastos; 102 referéncias. Bactérias qua
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lembram membros do género Corynebaeterium {(BED), sido causadoras de
infeccao renal (Pee dissase) em trutas, salmoes, etc, segundo o le-
vantamente de Fryer & Sanders, gue aborda o agente stioldgico, api-
zocetiologia, Qatalggia, detecgao,diagnéstico, imunidadse = controle
da doenga; 74 referéncias. Acerca de polissacaridios, aldm da parede
celylar de bacterias - glicocilix, em "The Bacterial Glycocalyx in
Ng;ure and Disease", Costerton & cgl. levantam a natureza do glico—
calix bacteyilano em ecossistemas naturais e sistemas patogénicos,

com micrografias e 144 citagdes. Embora curto, o levantamento de
EKreier & Ristic, "The Biclegy of Hemotrophic Bacteria", coleciona 78
regerencias sobre morfologia, taxonomia cultivo, metabolismo, bio-
quimica, infecgao e tratamento por Grahemslly, dAnaplasme & correla-—
cionados. #. Reichenbach, “Taxonomy of the Gliding Bacteria", aponta
as propriedades compartilhadas pela maioria dasg "gliding" incluindo
motilidade, taxconomia e importincia para a natureza; 122 referspneias.
Gold & col., "Translational Initiation in Prokaryotes", fasem constar
importantes referéncias (152) sobre a natureza dos sitios das liga-
goes ribossomais, seguencia s/ou estrutura de determinantes e regula-
gazo da transferancia. Num dos mais extensos trabalhos deste volume
{Bowien & Schlegel - "Physiology and Biochemistry of Aerobic Hydro
gen—0xidizing Bacteria” - 388 citagoes) estdo esmiugados a fisiologia
do crescimento, o metabolismo {avtotrofia, mixotrofia), regulagao da
gintese de enzimas & metabolismo litocautotrdfico. Schoth & Hancock
compugeram “Selected Topics in Bieclegieal Control", onde revém (L13
referencias) oz conceitos de parasitismo, antibiose, ete, ligados ag
controle bicldgico em fitopatologia. MoNabb & Tomasi sintetizam "Host
Defense Mechanisms at Mucosal Surfaces” [187 referéncias), onde abore-
dam a imunidade secretora, proteases Igh, mucinas, ligezima, ke, en-
guanto gue Buchard traz novos aspectos sobre "Gliding Motility of
Prokaryotes: Ultrastructure, Physiclogy and Genetics", com 234 cita-
gaes. No ant&penﬁltimc artigo, MNester & Kosuge Jevantaram "Plasmids
Specifying Flant Hyperplasias", a doenga neopldsica de plantas dico-
tilédones (Crown CGall) e outras causadas por bacetérias ¢ plasmidios
em vegetals. No penlliime capitulo, Moora {105 raferancias) aborda
"The Biology of Hyphomicropium and Ohter Prosthecate, Budding Bacte-
riaz", discorrendo sohre os gineros Syphomicrobium, Pedomisrobium,
FEhodomferabium, entre ocutros, focando os cicleos vitais e sintese de
macromolEoulas. A Microbiologia Oral foi aguinhoads com "Immunchbiclo-
gy of Dental Caries; Microbial Aspects and Local Immunity” de MeGhes
& Michalek, amplanente documentado (188 referéncias), figurando a i-
munidade gecretora e a relagido &, mutans ¢ imunidade local, com pers-
pectivas Se uma vacina., Por fim, para conforto dos leitores o volune
relacicna, =zo final, os titulos dos capitulos publicados nos  vols.
31-35.

Leon Rabinovitch

ept? de Bacteriologia
Instituko Oowaldo Cruz -~ Flogruz
Caixa Postal 926

21040 Rio de Janeiro RJ

Mapes, C.; Guzman, G. & Caballero, J. - Etnomicologia Purepecha: el
conociments y uso de los honges en 12 cuanca de Patzcuara, Michoacan.
cocicdad Mexicana de Microbiclogia, Cuadernos de Etnobiologia, Serie

Etnociencia, 2:1-79, itust., 1881,

Discussan sobre o connecimanto dos Indios Purépecha que vivem Ro
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Vale do Lago de Patzouaro, Michoacin, México. Regidc de aproximada-
mente 1.000km2, a 2.000 - 3.000 metros de altitude, clima temperado,
e#perimdo de chuvas bem dafinido de junhe a2 setembro. A temperatura
media anual & de 169C e a precipitagac de 1.000mm de Hg. Os coossis-
temas predominantgs sda 0% bosgues de Pinus, mata sub~tropical e pas-
tégens. A vegetagae natural se scha bastante alterada pelas praticas
agricolas, pastoris ¢ de extragdo de madeira.

R regide & habitada por 80.000 pessocas das gquals 25% sao indigenas
gque se agrupam em 23 comunidades,

A metodolegia empregada para o estude consistiu na ohsarvacio dire-
ta dos fungos no campo, entrevistas com 20 indigenas e 7 comunidades
diferentes e a presenca de fungos comestiveis no mercado. Fotografiasg

foram mostradas aos Indics para ajudar a identifiecagac.

Como rasultado, obteve-se 600 espécimens de fungos (2 mixomicetos,
10 ascomicetos, 1 deuteromiceto, 4 liguens e 117 basidiomicetos) Ggue
foram depositados no Herbirio da ENCE

Os Tungos nao sdc considerados como plantas ou animais e sho clas-
sificados pelos Purépecha de acordo com habitat, forma, cor, consis-
téncia, época de frutificagdc e utilidade {comeztivel, medicinal,ve-—
nenosa ou alucindgeno), resultapnde 11 grupes de fungos gue pertendcemr
a 3 classes.

Foram relaclonades 2% nomes populares de fungos, 53 em lingua Purde
pecha e o resto em castelhano. Discute-se também os fungos alucindga—
nos do génere Fsiloeybe encontrados nas proximidades mas que nao fo-
ram identificados pelos indios e gque talvez tenham sido usados em ce-
rimonias religiosas ¢ se perderam ou estio em via de extingdo. A pre-
senga de uma figura lavrada em pedra, adquirida, na regiac argueold-
gia, representa uma dmanite museardig em sua fase juvenil. Essa figu-
ra pode significar que os Purépecha provavelmente usavam os fungos
em ritos ¢ € possivel que conhecessem as propriesdades ebxicas e alu-
cindgenas desse funge de ampla distribuicdo nos bosques de Pinus da
regiag.

Coneclui-zse que os fungos ocupam lugar importante no conhecimenteo
dos Purépecha, gue of utilizam principalmente na alimentacdo, sendo
o5 fungos uma parte importante de um complexo padrio tradicional de
subsistenciz baseada em recursos milltiplos.

O trabalho cita 49 referéncias, possui algumas ilustragbes em bran-
co e preto e 8 muite interessantes para os etnologos e micologistas
de mode geral.

vera LUcia R. Rononi
Instituto de Botanica
Caixa Fostal 40053
0looo S2c Pauleo 5P

UNDP /WORLE BANK/WHO - Special Programme for Research and Training in
Tropical Disease: Annual Report. TOR/AR(B)/81.1-0.V., 1981.

Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doengas Tropicais:
Relatorio

1. Introdugioc _ . . ,
Em dezembro de 1876, um planc de agao, cobripdo um periocdo de cin-
co anos (1977-1981), foi apresentado numa reuniac de “"Cooperating
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Pgrties", representandc governos e agéneias interessados no desenvol-

V1mepto‘de wn nevo Programa para Pesquisa @ Treinsmento am Doengas

Troplcgls. Os participantes aprovaram os dois obietivos interelacio-

nados do programa:

= pesquisa e desenvolvimento de melhores instrumentos paras controlar
doengas troplcais; e

m treinamente ¢ fortalecimento de instituigdes para sumentar a capa-
cidade de pesguisa de paises tropicais.

A relagac de seils doengas - maléria, esquistossomose, filariose,
trmganossamiaﬁeﬁ (doengas do sono e dg Chagas), leishmanicse ¢ han-—
senlase — ¢ o5 objetives definidos no plano foram também aprovados.

Programa Bspecial parz Pesguisa e Treinamento em Doengas Tropicais:
Resumo do Rslatorio Anual

Este boletim, o quinto boletim anual, sobre o pericdo de 1/7/19%0
a 30/06/1981, descreve os resultades gientificos, com sumirios dos
planos, de maneliya a colocar os raesultados na perspectiva apropriada.

Seguindo-se a fase inicizal de plangjamentc, maisz de 1000 projetos
foram iniciados, sendo qus 984 foram publicados, descrevendo os re-
sultados de trabalhos financiados pelo Programa.

O fortalgcimento da capacidade de pesquisa de palses enddmicos esta
tambem sendo proeurade de forma vigorosa. Através de “grants" insti-
tucionalis, bolsas de treinamente & cutras formas de apoio: institui-
goes em palses em desenvolvimento estio, no momento, adguirindo uma
maicr capadidade de realizar pesquisas relevantes ¢ treinar cientise
tas de secus proprios paises e de vizinhos.

2. Avaliagio

O programa continua a emprestar grande énfase na avaliagao em to-
dos o8 niveis, monitorizando o rendimento de projetos individuais,
de cada grupo de trabalhe cientifico, de cada componsnte & o progra=
ma como um todo. Na sua sequnda reunido, o Comité de Assesscria
Cientifica e Tecnica (8YAC) recomenda gue numa revisio detalhada das
atividades dos grupos de trabalhe, pelos Comit®s de Revisfc Técnieca
@ Cientifica, deve operar num ciglo de quatrc anos. Com base nesta
proposta ocorrerio as seguintes revisdes:

1981 - esguistossomose, lejshmaniose, controle bicldgice de vetores
1482 - bDoenga de Chagas, Tripanosscmiase africana, Ciéncia biomédica
1583 - Hansenlaze, epidemiovlogia

1984 - Malaria, Filariose, Pesquisa econbdmica e social.

A junta coordenadora de diregac (JCB) aprovou a recomendagio de
gque, ne Futuro, um "report” clentifics de todo o programa nac seja
preparado anualmente, mas uma vesz cada deis anos. Acontecimentos de
interesge vital continuarao a ser comunicados aos cientistas @ insti-
tulgdes que colaboram com © programa no boletim, que & editado va-
rias vexes cada ano.

3. Pesguisa e desenvolvimento

Durante o periodo considerado, 199 novos “"grants® foram concedidos
para pesguisa e desenvolvimento, fazende um total de 859 "grants”
nesta Area dezsde o inicio do programa.

4. O fortalecimento da capacidade de pesguisa

O objetivo desta &rea do Frograma Especizl @ assistir os palses em
desenvolvimento, onde as seis deoengas sao endemicas, ac assunir os
seus pap@is apropriados na pesquisa necessiria para ldentificar, ana-
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-lisar, e solucionar os problemas de saide, causados por estas dogn-—
gas. As metas e as atividades deste Programa 580 interdependentes com
gquelas da Area 2e Pesguisa e Desenvolvimento, ewmbora haja diferengas
importantes na natureza dos projetos, gue sic apoiados.

A faixa de atividades tem aumentado rapidamente durante o periods
relatado e no momento 22 institvigles estao recebendo suxilic num
fistema a longo prazo, enquanto outras 26 tem recebido num esquema
a cur;o prazo,. Alem diszso, outras instituicoes estio sendo ajﬁdadas,
aum sistema a2 longo prazo, para perpitir-lhes a realizacdo de our-
#08 a4 nivel de Mestrado. O auxilio para atividades de trejinamento
tambem fol expandida; mais de 210 cientistas receberam "grants” para
treinamento individual de pesguisa cientifica & aproximadamente 40
grupos ligades a atividades de treinamento, num esquema de curta due
ragao, fora@ auxiliados em palses endémicos. Mais de 100 elementos
treinades 33 retornaram &5 suas instituigles nos pafses em desenvol=
vimenta, e cerca de um quarto dos mesmos estdc sendo ajudados por
"grants", para que possam aplicar seus ¢ophecimentos nas situacoss
lecais. ‘

Uma das politicas tem side a promogac técnica entre paises em de-
senvolvimento. A majoria de tais cooperagdes tem ocorrido através
de atividades de treinamento, gue possam levar a ligagdes entre ins-
tituigdes de paises em desenvolvimento. Dos 53 ¢ientistas, sustenbta—
dos por "grants" de treinamento em pesguisa, e para professor visi-
tante entre 1/7/1980 & 30/06/1981, 21 tiveram +odo ou a maioria do
seu treinamento em paises em desenvolvimento (Brasil, Etidpia, Ivory
Coast, Quenia, Singapura, Mallsia, Venezuela, Zambia).

As atividades na area @2 fortalecimento de capacidade de pesquisa,
foram expandidas para fornecer colaboragio entre instituigfes susten—
tadas, de maneira a formar una rede de instituigdes de pesquisa e
treinarmento em palses onde az doengas si0 end@nicas. Esta perspectiva
amgzla tem gerade varias estratégias adicionais, gue estic agora sendo
implementadas. Entre estas eshlo:
=~ treinamento em geréncia de pesguisa para agqueles cientistas, que

desempenham um papel gerencial nos programas de desenvolvimento

ingtitucional. Tais treinamentos foram realizados nwm nivel global

e planes foram feitos para promover outros a nivel regional;

- reunides de cientistas, que trabalham em palses em desenvolvimento,
coit o propdsito de expandir as informagdes, gue ndo foram ainda
formalmente publicadas e para a troca de experifncia em desenvolvi-
mento instituciconal;

- promogac posterior de programa de treinamento e o desenvolvimento
do treinamento em paises endémicos

- promogac do desenvolvimento de “"research manpower” em instituiqdes
com base em planos de longa duragas aprovados e explicitos para o
desenveolvimento da instituigao.

hH. Pingnojamento do programa

Em meados de julho de 1981, 24 governos (incluinde agqueles de zete
paises em desenvolvimento) e outras organizacoes, juntamente com a
UNDF, © Banco Mundial & a Organizagio Mundial de Salide, haviam con-
tribuido com U5§ 80 milhoes para o Programa. A diregan da junta coor-
denadera (JCB), o Orgac maximo na diregac do programa, aSprovou um or—
gamentc maximo de US$ 30.9 milhoes para 1981. Esta quantia permitiju
0 prograna manter seu curse. Eptretanto, desde gue parece improvas
vel gque os fundos disponives em 1981 atinjam este montante, a JCB
gprovou wm planc, em gque, em neados de 1981, zob a estimativa de que
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os fundeos disporlvels para ¢ ano ainda estejam abaixo de USH 27 mi-
lhoes « portanto o orgamento para 1981 foi revisado para US$ 26,579
milhoes.

Durante os primeirns cinco anos e operagdo, o Programa recebeu uma
colaboragac notidvel de cientistas através do mupde e fovam oriadas
eXpectativas sem precedentes nos palses em desenvolvimento. Se ag
eportunidades cientificas agora a nos oferecidas para serem explora—
das e as egperan¢as de um tergo da populagdc do mundo devem ser le-
vadas em consideragda, o programa exigird um substancial suporte fi-
nanceiro solucional.

Pauvio Pinto Gontijoe Filho
Instituto de Microbiologia UrRy
Centro de Ciédncias da Salde
Bloee I = Ilha deo Fundao

2194], Rio de Janeiro BRI
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