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INFLUENCE OF CULTURE MEDIA AND PRETREAMENT OF CELLULOSIC
SUBSTRATES IN THE PRODUCTION OF CELLULASE BY TRICHODERMA
REESEI OM 9414

Edyr Rogana

Dept? de Bioquimica, Imstituto de
Ciencias Biologicas UFMG

Caixa Postal 2486

30000 Belo Horizonte MG, Brasil

% Valter Roberto Linardi

Dept? de Microbiologia, Imstituto
de Ciencias Biologicas UFMG

Summary

Untreated maize straw is shown to be a better substrate for cellu-
tase production by Taichoderma seesel QM 9414 than sugar cane ba-
gasse, journal waste and rice straw either untreated or boiled wi-
th 4% NaOH for 15 min. In all experiments Mandels & Reese wedium
was used, in which microcrystalline cellulose was replaced by
cellulosic wastes.

Resumo

Injtugneia de melos de culfura ¢ do pretratamento de subsinatos
celulosicos na producido de celulase peor Trichodeama reesed
oM 9414

A palha de milho patural foi o melhor substrato na produgao de ce—
lulase por Taichodesmma neesed QM 9414, quando comparada com bagago
de cana, papel de jornal ou palha de arroz, naturals ou tratados
com solugao de NaOH a 4% por 15 min. 3 temperatura de ebuligao. Nos
experimentos usou-se o melc de Mandels & Reese, no qual 2 celulose
microcristalina fol substituida por residuos celulbsicos.

Introduction

Cellulose is the most abundant organic material which can potenti-
ally be used as a source of food, fuel and chemicals. Thousands of
microorganisms have the ability to grow on cellulose. Although many
grow quite rapidly, only a few produce extracellular cellulase capa-
ble of converting crystalline cellulose intc glucose {n vitro, Cell
free culture filtrates of Tilchodeama reesed, formerly T. viaide (12},
have the ability to hydrolize crystalline cellulose into soluble su-
gars (9).

The degradation of crystalline cellulose is a complex process, re-
gquiring the participation of many enzymes. There are at least three
different types of cellulolytic activity: exo-g-i,4-glucanase, endo-
3-1,4-glucanase and g-glucosidase {2). :

Recently, there has been some interest in the possibility of enzy-—
matic conversion of cellulose into gliucose on commercial scale. Cel-

Rev. Microbiol., Sac Paulo, 14(l):1-5, Jan./Mar. 1983.
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-lulases are produced by surface culture methods, but the high price

of the enzymes precludes their use in the biotechnical process indus-
try. Research work has been done to develop industrial cellulase pro-
duction by submerged fermentation. The production is note economical,
at present, but improvement of microbial strains and process optimi-

zation are expected (2}.

In this paper the production of cellulases by Taichoderma reesed
QM 9414 on maize straw is reported and compared with the use of other
cellulosic substrates.

Material and Methods

Cultural - Trichodeama reeseli QM 9414, was kindly sent by Dr. E.G.
Simmons (University of Massachusetts, USA). Stock cultures waere sto-
red at 24oC on 10ml Potato-Dextrose-Agar (PDA) slants. The innocula
were prepared by suspending the spores from PDA slant in 10ml of dis—
tilled water. An aliquot of 0.5ml was used to inoculate a 100ml cul-
ture medium in 500ml erlenmeyer flasks. Four culture media were tes-—
ted: Czapeck (5), Eggins (1), Basic Liquid (10) and Mandels & Reese
(8} containing 1.0% microcrystalline cellulose, Sigma, ball milled
for 24h, as the carbon source. In further experiments, Mandels & Ree-
se medium was used. Microcrystalline cellulose was replaced by rice
straw, sugar cane bagasse or maize straw, all of them passed through
a 20 mesh screen, and journal paper cut in small pieces. These cellu-
losic substrates were either submitted to alkali treatment or not (3}.
Incubation was carried out on a rotative shaker at 140rpm and 25¢C. A
large scale experiment was carried out in a 14 liter fermentor equip-
ped with a pH contreol unit. These vessels contained 10 liter of Man-
dels & Reese medium with maize straw as the carbon source. The fer-
mentation conditions were: sparge rate, 2 liter/min; temperature, 279C;
agitation, 300rpm with three impellers of 8Scm in diameter (14). The
fermentor was inoculated with Trichodeima keesed growing in 200mi of
Mandels & Reese medium. Incubation was run for six days. Soy bean cil
was used as anti-foam. The pH was not controlled during the fermenta-
tion. All the media were sterilized at 1219C for 15min except for the
fermentation medium whose time of sterilization was 30min.

Enzyme assays - In the experiments with rotative shaker, the cellula-
se activity was determined as the activity on filter paper (FP-cellu-
lase} after three to six days of incubation, according to Peitersen
(11}. To 100mg Whatman n9 1 filter paper, l.5ml scodium citrate buffer,
pH 4,8, and 0.5ml of the sample were added. The mixture was incubated
for 30min at 50°C and the liberated reducing sugars were measured as
glucose by the dinitrosalicylic acid (DNS) methods (16). The filter
paper activity was expressed as Img of glucose produced by lmi of
sample. Correction for enzyme blanks were made. In the experiment wi-
th the fermentor, cellulase activity was determined as filter paper
activity. The protein in the culture medium was determined after pre-
cipitation in 5% trichloracetic acid, and measured bv the Lowry me-
thod (6). The assays for FP-cellulase and extracellular protein were
performed every 12 hours during 120 hours of fermentation.

Results and Discussion

Among the media tested, the production of FP-cellulase in submer-
ged fermentation was obtained only with Mandels & Reese medium, al-
though mycelial growth was observed in other media. That medium con-
tains ammonium sulfate, urea and peptone as nitrogen sources. Peptone
has been described as decreasing the lag phase in growth and enzyme
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production on cellulose (14). These organic substances are not pre-

sent together in other media. The absence of micronutrients such as
calcium and cobalt and of organic nitrogen must be responsible for
the lack of production of cellulases in other media.

Many articles and reviews concerning the use of treated or untrea-
ted sugar cane bagasse {l13), rice straw (4) and waste paper (7} have
been used as suitable carbon source for cellulase producing microor-
ganisms.

Table 1 shows that untreated maize straw was a better carbon scour-
ce than those mentioned above as far as FP-cellulase yield is concer-
ned. Untreated rice straw did not lead to the production of ¥FP-cellu-
lase. Pretreatment of substrates increased the production of this en-
zyme, except im the case of maize straw (Table 1). The FP-cellulase
promoting effect of the alkaline treatment could have been due, among
other possibilities, to the removal of inhibitory substances, to the
production of soluble carbohydrates that are readily digested by or-
ganisms or to eventual changes in the structure of cellulose fiber
(3). According to Han (4), untreated rice straw contains 0.67% of ni-
trogen, 29.8% of crude fiber and 15.8% of silica. The alkali treat-
ment removes about half of the silica, probably of soclubilization of
amorphous silica (4). It may be that the presence of silica in untre-
ated rice straw was responsible for the lack of production of FP-cel-
Iulase. We have no explanation for the reduction of activity when
pretreated maize straw was used.

However, when microcrystalline cellulose was used as the carbon
source {(Table 1), it is a better production of cellulases when compa-
red with maize straw was obtained. This difference was expected be-
cause the maize straw was not milled, but only passed through a 20
mesh screen. On the other hand, maize straw has a structure and che-
mical composition different from crystalline cellulose. This diffe-
rence in cellulase production suggests that better conditions must be
investigated for maize straw.

In the experiments carried out on fermentor with 1% untreated mai-
ze straw, the maximum yvield of FP-cellulase was 2.00/ml after %6
hours of fermentation, the same data was obtained for extra-cellular
protein, as shown on Figure 1.

Table 1 — Influence of different untreated and pretreated subs—
trates on the production of FP-cellulase by Thichodewma heesed

Cellulosic Substrates

Incubation

days Cellulose Rice Sugar Maize Journal
straw bagasse styaw paper

fo/mL® (G/ml2 (u/ml)@ (w/my 2 {G/m) 2
] U P a P i b4 o B

3 ¢.88 ¢ £.13 0.36 0.25 0.73 £.41 0.25 0.44

4 1.69 ¢ 0.22 0.36 £.55 0.86 (.35 0:33 .45

5 1.93 ¢ 0.41 0.50 0.93 1.11 0.40 0.2 0.83

& 2.52 0 0.38 £.50 1.1¢ 1.36 0.49 0.48 0.66

a. Fiirer paper activity was expressed as lmg of glucose produced by iml of sample;

U. Untreated substrates; P. Pretreatment of substrates by boiling with 47 Hal# for
15 min.

Experiments in duplicates were carried out in 300ml flasks on a rotary shaker with

Mandels & Reese medium, in further experiments microcrystalline cellulose was re-

place by cellulosic substrates.
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Figure 1 — Production of FP-ase on fermentor
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Experiments carried out on fermentor with 1.0% untreated

maize straw as the carbon source.

On a rotary shaker, the maximum yield of 1.36U/ml was obtained af-
ter 144 hours (Table l}. One can infer from the data that the process
carried out on a fermentor gives a better yield of enzymes and acce~
lerates their production.

The pH at the end of the fermentation was 3.3, within the range of
3.0-4.0, reported by Sternberg (14) for maximal cellulase production
in a medium containing 2% cellulose.

This report shows that maize straw is a good carbon source for
cellulase producticn by Tiadlchoderma reesel QM 9414, Experiments on
fermentor shows that pretreatment is not regquired and that pH adjust—
ment is not necessary.

In summary among the media used, the Mandels & Reese was the best.
On a rotary shaker cellulose showed be better than maize straw as a
carbon source for cellulase production. Among the cellulose wastes
used, the maize straw was the best substrates. Other concentrations
of maize straw and its chemical or physical treatment must bs inves-
tigated.
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Resumo

De 9 amostras de mostos de caldo de cana de fermentagdes alcodlicas
industriais, realizadas em destilarias de alcool e de aguardente, 5
permitiram o isolamento de 6 cepas de Zymomonas mobilis. O matode
de isolamento seguide comstava de centrifugagao, semeadura do sobre-
nadante em meios liquidos de enriquecimento, passagens em meios 11~
quidos com 5 e 15 unidades/ml de penicilina e plaqueamento e incuba-
a0 a 28-30°C, de prefersmcia em anaerobiose.

Summary

Lsolation of Zymomonas mobifis {nom industrial gemmenting sugaroane
fuice muats

From 9 sawples of fermenting sugarcane juice musts of Plants of
alcohol and brandy ("aguardente™ 5 allowed the isolation of & Zymo-
monas mobifis strains. The isolation method involved was: centrifu-
gation in order to separate most of yeasts cells; inoculation of the
supernatant to enrichment broths; transfer of the growth to penicil~
lin broths (with 5 and 15 units/ml) and, finally, isolation and pu—
rification by plating and incubation in anderobic rather than asro=-
bic condition at 28-300°C.

Introdugio

Entre as bactérias contaminantes das fermentagdes alcodlicas in-
dustriais sao citados, comumente, os géneros Lacfobacillus Beijerin-
ck 1801, Leuconosifoc van Tieghem 1878, emend Hucker & Pederson 1939,
CLostridium Prazmowski 1880 e Acetobacter Beijerinck 1898. Ndo foram
encontradas referéncias a representantes do genero Iymomonds Kluyver
& van Niel 1836, embora, pela sua natureza, devesse esperar que es-
sas bactérias estivessem presentes nos mostes de caldo de cana e de
melacos, ao lado dos demais microrganismos sacartfilos habituais.

Gongalves de Lima & col. (4) isolaram cepas de Iymomonas mobifdis
da bebida popular "calde de cana picado”, mas nao tentaram o isocla-
mento de mostos industriais.

O isolamento de Zymomonas nfo & tarefa das mais faceis (3}, ape-
sar de essas bactérias n3c serem exigentes guanto & nutrigcao ¢ de se

Rev. Microbiol., $3o Paulo, 14(1):6~-10, Jan;/Mar. 1983,
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desenvolverem com facilidade, em anaerobiose ou mesmo aerchicamente,
em meios artificiais glicosados providos com extrato de levedura.

A falta de referdncias a Iymomonas como acompanhantes habituais
das leveduras, nas fermentacdes alcodlicas industriais, se deve pro-
vavelmente 3 relativa dificuldade gue o microbiologista nao especia-
lizado no assunto, experimenta nas tentativas iniciais de isolamento.
A detecgao da numerosa ocorréncia de leveduras e bactérias contami-
nantes mais frequentes exige certa persisténcia, além de uma metcdo-
logia apropriada, para o isolamento de Iymomonas .

Neste trabalho & relatado o isolamento de sels cepas diferentes de
Iymomonas, a partir de cinco amostras de mostes, em um total de nove
manipuladas.

Material e Matodos

Fontes de bactérias - Mostos de calde de cana, colhidos de dornas de
fermentacao em destilarias de Zlcool ou de aguardente. Geralmente, o
material era colhido antes de se completar o velume da dorna ou ac se
completar esse volume, quando a fermentag@o estava ainda em fase tu-
multuosa. Sempre gue possivel o trabalho de isolamento era iniciado
durante os dois primeiros dias apds a colheita das amostras.

Meios de culfurna - Meios de enriguecimente - 1. Caldo de cana clari-
ficado e enriguecido: a um litro de caldo fresco, juntar a clara de
um ou de dois ovos; agitar e aguecer a vapor fluente durante 15 mi-
nutos; filtrar e refazer o volume de 1 litro com Zgua destilada; jun~-
tar extrato de levedura, 5g; pH final aproximado, 5,0; 2. Melago de
cana, 10g; glicose, 25g; PO4HKz, lg; SO4(NE4}z. lg; agua potavel, 1
litro, pH final aproximado, 5,90.

Meios pata {sofamento - 3. Meio "1" com 1,5% de agar; 4. Meio "2" com
1,5% de agar; 5. Meio "standard" de Swings & De Ley (6): glicose,
20g; extrato de levedura, 5g; Agua potavel, 1 litro; pH aproximado
6,5; agar 1,5%; 6. Meio "5" adicionado de POgHKy, 1g; S04 (NH4) 2, lg.
Para se detectar acidificagao, pode-se usar gualquer um dos guatro
Gltimos meios, adicionando-se carbonato de calcio em pd, 10g/1.

Melos para produgac de formas pleomongicas [fiLamentosast de Zymomo-
nas - 7. Mosto de melago de cana com 15 a 200Brix, 1 litro; PO4H(NHy)
lg; SO4Mg.7H2/0,2g; pH aproximado 5,0; 8. Meio "7" com 1,5% de CO3Ca
em pd; 9. Meio "7" com 1,5% de agar; 10. Melo "g* com 1,5% de agar.

Meios para manutencio de cufturas - 1l. Meio "1%, diluido a 1/4, com
dgua destilada e adicionado de 1l0g/1 de CO3Ca em pd; 12. Meio "2" a-
dicionado de 10g/1 de CO3Ca em pd. Os meios "11" e "12" podem ser a-
dicionados de 2 a 3ml/tubo, de oleo mineral refinadc ou parafina 13-
gquida.

Toenicas anafiticas — O etanol, na fase inicial, ainda nas fermenta-
gaes em tubos de ensaio, pode ser gualitativamente caracterizado em
alguns mililitros de destilado, observando-se o odor tipico e/ou fa-
zendo-se os testes do iodofdrmio, do acetato de etila e o de Berthe-
lot (5). O COp, na auséncia de H38, pode ser reconhecido facilmente
por absorgdo por uma base forte, fazendo-se fermentagZo com uso de
tubo de Durham e/ou recolhendo-se o gds em agua de cal ou de barita.

Mitodo de isofaments - A amostra de mosto era centrifugada a cerca de
1000r.p.m., durante 10 minutos, para obtengéo de um vinho sobrenadan-—
te que continha a maior parte das bactérias e o rinimo possivel de
células de leveduras. O sobrenadante era usado para inoculagao de
meio(s) de enriguecimentc (1 a 2ml de vinho para 10ml de meic) e Os
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tubos eram incubados a 28-30°9C, sem precaug3o de anaerobiose. Havendo
fermentagao, fazia-se observagao microscopica e centrifugava-se ou
nac, conforme a presenga de leveduras fosse grande ou peguena. Inocu-
lava-se novo tubo com meio de enriguecimento. Continuava-se O proces-—
so até obtengdo de uma populagdo bacteriana grande (revelada por ob-
servagao microscopica), com presenga cada vez maior de células com as
caracteristicas morfoldgicas de Zymomonas. Neste ponto, cultivava-se
& mistura em mejios de enriquecimento adicionados de penicilina (uti-
lizagao de penicilina G potissica, em concentragbes de 5 e de 15 uni-
dades/ml, nos meios). Esta providencia eliminava as bactdrias Gram—
positivas sensiveis ao antibidtico, das quais as mals frequentes eram
dos géneros leuconostoec e Lactobacilius . Assegqurada a presenga de
bactérias zimomondides e de fermentacao, partia-se do Ultime cultivo
para o isolamente em placas. Usavam~se, de preferéncia, dois meios
diferentes: um com sacarose (meio 3 ou meio 4) e um sem sacarose (meio
5). Geralmente, esses meios eram usados com e sem carbonato de calcio
e com e sem penicilina.

Resultados e Discussao

Mongologia das cofonias - Em meios contendo sacarose as coldnias de
lymomonas s80 circulares, lisas, de cor creme ou de cor do meio {em
melago, por exemplo, elas sac, aproximadamente, cor de chocolate), de
consisténcia pastosa. As vezes, principalmente em meios com caldo de
cana, © crescimento & espalhado, confluente, formando um "mingau”,
provavelmente levana (2), que atinge os bordos e, mesmo, a tampa da
placa, como acontece com lLeuccnosfoc. Isto leva a se indagar se a
producao de “canjica" atribuida, comumente, a contaminag@o de fermen-
tagOes por Leuconostoc mesenteroides, nio poderia ser, também, resul-
tado da produgdo de levana por Iymomonas. Em meios desprovidos de sa-
carose, nos quais havia glicose, as coldnias sic pouco elevadas, cir-
culares, piriformes ou 3s vezes, apresentam uma dilatagao central e
extremidades afiladas, lembrando um fuso. Aquelas desenvolvidas no
interior do meio s3o lenticulares ou se espalham como um circulo ne-
buleso, com uma bolha de gas oclusa. Nos meios que contém carbonato
de ci&lcio as coldnias apresentam halo transparente, causado pela pro-
ducido de acidos que, segundo Gongalves de Lima & col. (3) e Lindner,
citado por Swings & De Ley (6), podem ser lictico, acdtico e succini-
co.

Morfologia cefufar - Bastonetes Gram-negativos {(Fig. 1}, com 2 a 6um
de comprimentoc e didmetro de 1 a 1,4um, geralmente ligados polarmen-—
te, formando pares; na maioria das vezes mdveis (s uma das amostras
de mosto permitiu ¢ isolamentc de uma variante imdvel, ao lado de uma
movel) . Em mosto de melago (meio 7) ou em melago agar (meio 9) as cé-
lulas, inicialmente "normais®, podem dar corigem, a0 envelhecerem, a
formas pleomdrficas, constituidas de filamentos longos, com 10 a 80pm
de comprimentc, ou mesmo mais, apresentando, geralmente, uma tipica
dilatagao nas extremidades. Este plecmorfismo & mais acentuado se

a incubagao se dd a 35-37°C. Note-se que formas semelhantes foram
vistas por Barker &Hillier, guando, em 1911, isolaram, a partir de
sidra deteriorada, o gue Swings & De Ley (6) referem como sendo a
primeira cultura pura do génerc Iymomonas, chamada por Barker & Hil-
lier "cider sickness organism".

Fermenitacae alcoofica - A partir de meios glicosados artificiais ou
de meios A base de caldco de cana, ou de melago, todas as culturas i-
soladas originaram fermentacdo alcodlica, com rendimentos pProximos
aos obtidos com leveduras industriais, sob as mesmas condicoes expe-—
rimentais.



Figura 1 — Zumomonas mobifis

aeb- Células "normais". Cultive 48h, calde "standard" (&), Gram, 1270x; c e g
Tel. pleombrficas, colonias & dias, agar melage (meio 9), eristalvioleta, 1270x%;
e - Cel. alongadas, cultivo &48h, mosto de melago (fim de fermentagao), Gram 1200x;
aee - cepa -1 £ - cepa 2-3, mosto de melago, 48h, 379C, 1923x.

O0doin - hs coldnias de todas as culturas revelaram um odor de fruta,
sui genenis. Os cultivos em meios liguidos apresentavam um odor que
lembra muito o de pitomba (Talisdia escufenia Radkl.).

Resistincia a meios com pH baixo - Todas as culturas se desenvolveram
em meic com pH 4,0.

Temperatura maxima paira desenvolvimento e feamentacac — Um aspecto
particular das cepas isoladas, fol a capacidade de se multiplicarem e
de fermentarem a 39-39,50C. A temperatura Otima para elas, porém, se
situou em torno de 359C. Essa resisténcia térmica estd coerente com os
ambientes de onde provém, pois, nas fermentacGes industriais, em Per-
nambuco, & comum gue a temperatura chegue a 38°C ou atéd um pouco mais,
principalmente em cestilarias de baixo nivel tecnoldgico.

Os melhores resultados no isolamento foram obtidos em incubagoes
sob anaerobiose (sistema GasPak), polis, ail, as coldonias de Zymowmonab
de mesma idade, eram maiores, guando comparadas com as desenvolvidas
em aerobiose e, © gue era mias importante, evitava-se © desenvolvimen~
te perturbador de bactérias aerbbias acetificantes.

Fm resume, a conduta mais indicada, na fase final de isoclamento,
foi: meios com carbonato de ci&lcio e penicilina, e incubacgao anaercbi-
ca, 3 temperatura de 28-30°C, durante 5 a & dias.

De nove amostras de caldo de cana em fermentagao gue foram traba-
lhadas, cinco permitiram o isclamento de bactérias diagnosticadas (Ta-
bela 1), presuntivamente, como do género Iymomonas Kluyver & van Niel
1936 (1). Esse diagnbstico se baseou em informagoes da literatura (1,
3, 4, 8) e na opiniac dos autores, no trato com essas bactérias.
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Tabela 1 - Dados de interesse sobre as cepas de Zimemienas isoladas
Cepa Fonte do mosto de caldo de cana Data do isolamento Células mdveig?
z-1-80 Usina Massauassu, Escada, PE 15.65.80 Sim
2-2-80 Usina ndc identificada, SP 17.08.80 Sim
T2 Usina Massauassu, Escada, PE 20.10.80 Sim
P-3 Engenho Pitu, Vitdria de $.Antdo,PE 24.10.80 Wao ou raras
p~q Engenho Pitu, Vitéria de S.Antao,PE 24.10.80 Sim
2-1-8l1  Usina BulhSes, Jaboat3c, PE 05,01.81 Sim
Z-1-812 Usina Bulhdes, Jaboatac, PE 05.01.81 Sim

Obs: Testes postericores indicam que Z-1-8) e Z+-1+8l4 sio provaveimente, a mesma cepa; apenas )
&-1-81 foi isolada de uma colonia superficial e Z-1+81A de uma coldnia profunda, em outrz placs.
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Resumo

Estude do teor de proteinas e acides aminados em celulas de Chio-
nella homosphaena cultivadas em tres fontes nitrogenadas diferen—
tes: ureia, nitrato de sodio e cloreto de amonio. Foi empregado
meio de Simmer modificado, adicionado de 1% de glicose. Trabalhou-
se com 2,2 litros de meio na temperatura de 35°C, aeragao de 2,851/
m/1, agitagao de 200rpm e iluminagac continua atraves de 4 lampadas
filuorescentes de 40w cada. 0 teor proteico foi dosado pelo método
de Kjeldahl e a analise das protelnas foi feita analisador. O
teor proteico em celulas de Chforefla homesphaera dependeu do com-
posto nitrogenado Ureia determinou os melhores valores de prote;—
nas {402). Os acidos asminados detectados foram oS mesmos nas tres
fontes testadas com pouca dlferenga quantitativa de uma fonte a
outra. 4As concentragoes desses acidos aminados foram comparaveis

as da FAO com excegao dos acidos aminados sulfurados que foram
mais baixos.

Summary

Protein and aminoacids content of Chlorella homosphaera in diffe-
rent nifhogen sowrces

The protein and amino acids content of Chforelfa homosphaera was
studied in three different nitrogen sources: urea, sodium nitrate
and zmmonium chloride. All rests were worked in 2.2 litres of Sim-—
mer's medium in mixotrophic conditiom, with controled temperature
(350C), aeration (2.851/m/1}, agitation (200rpm) and continued il=~
lumination (4 fluorescent lamps of 40w each). The protein content
was determined by the Kjeldahl method and the aminoacids analised
in an automatic analyser. The protein content in cells of Chforel-
£a homosphaera was proporcional to the nitrogen concentration and
was dependent upon the nitrogen source. Urea gave the best con—
tents (407}, No significant difference was noted among the amino
acids synthesised and their contents in the three different sour-
ces tested. The amino acids concentrations were compatible with
those of the FAO except for the sulphurated aminoc acids which we-—
re lower.

Introdugdo

11

Esforgos estac sendo desenvolvidos no sentido de serem encontradas

novas fontes de proteinas para suprir as necessidades alimentares.

Rev. Microbiol., Sdc Paulo, 14(1):11-15, Jan./Mar. 1983,
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Diversas possibilidades, com técnicas mais ou menos complexas, nioc se
adequam a paises menos favorecidos, monetariamente, havendo ent3o ne-
cessidade de se recorrer as proteinas de microrganismos, particular-
mente de leveduras: algas, bactérias (8).

As algas microscOpicas s3c promissoras, como fonte proteica (9),
pois podem fixar CO; atmosférico e convertéd-lo em carboidratos e,
principalmente, em Eroteinas, quando cultivadas em adequada fonte de
nitrogénio e condigdes de cultivo apropriados (8). As microalgas mais
empregadas, nas pesquisas relacionadas & alimentagao, pertencem aos
géneros Chiornelia, Scenedesmus e Spirulina (15). Células de Chlorella
sac consideradas como potencial fonte proteica, mas sabe-se gue es-
sas algas sao deficientes em acidos aminados sulfurados {9, 11, 18)
© que pode ser corrigido por adigao, por exemplo, de metionina {11,
i8).

Valores em metionina,observados em células de Chéoreffa 71105 e
superiores aos reportados em literatura (11), podem ser explicados
pelas diferentes condigdes empregadas durante o processo de obtencdo
das proteinas (18).

De gualquer maneira, todos s&c categdricos ac afirmar gue a guan—
tidade de acidos aminados essenciais da alga pode ser comparada aos
&cidos aminados indicados pela FAO, em valores nio muito inferiores
aos das melhores fontes proteicas, como a do ovo e a caseina, e que a
suplementagac com metionina melhora, sensivelmente, os valores obti-
dos com a alga pura (9, 11, 18). Dos 21 Acidos aminados livres de
Chlonrella pyrencidosa, 19 foram identificados: cisteina, lisina, his-
tidina, asparagina, arginina, &cido asparaginico, serina, glicina,
treonina, acido glutdmico, e-alanina, prolina, tirosina, triptofano,
acido y-aminobutirico, valina, fenialalanina, leucina e isoleucina,
Células de culturas jovens contém maior quantidade de acidos aminados
livres (13). A principal parte desses Acidos aminados livres consiste
de &cido moncamino monocarboxilico e monoamino dicarboxilico e a taxa
entre eles varia ligeiramente nos diversos periodos de crescimento da
cultura {5, 13).

A amostra de Chiforellfa homosphaera, isolada do Lago da Quinta da
Boa Vista, Rio de Janeiro, guando cultivada em condicdo mixotrdfica,
apresenta rendimentos aprecifveis em biomassa, com altos teores pro-
teicos. Sendo esta espécie pouco pesquisada, o trabalho teve por f£i-
nalidade o estudo qualitativo e guantitativo de suas proteinas celu-
lares.

Material e Mé&todos

Micronganisme - Chlonelfa homosphaera foi isolada do Lago da Quinta
da Beoa Vista, Rio de Janeiro e identificada no Departamento de Enge-
nharia Bioguimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (2).

Meios de culifura - O meio base empregado foi o de Simmer modificado
{17), com adigdo de 1% de glicose (6}, variando-se a fonte nitrogena-
da original assim come suas concentragdes. Portanto, trabalhou-se com
meios diferentes, que constaram do meio base, contendo trés diferen-
tes fontes nitrogenadas: a} M) - meio contendo uréia, nas concentra—
goes: 0,10, 0,20, 0,35, 0,70 & 1,0091"%; b) My - meio contendo nitra-
to de s6dio, nag concentragoes: 0,58, 0,60, 0,98, 1,20, 1,97, 2,40,
2,82 e l0,00gl”l e ¢) M3 - meio contendo cloreto de amdnio, nas con-
centragdes: 0,06, 0,12 e 0,24g1-1l., 0 pH inicial fci 7,0. Todos os
meios foram esterilizados por autoclavacdo a 110°C, por 20 minutos,
com excecao da uréia, gue foi esterilizada por filtragéo.

Inocufo - O inbculc foi obtido em frascos de 500ml, agitados (100~120
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oscilacoes/min), contendo 100ml de meio, a 350C, sob iluminagac. O
indcule inicial foi de 0,25g1™L para as experiéncias com uréia e ni-
trato. Nas experiéncias com amonio, o indculo foi de 0,01gl-1, uma-
vez que ¢ microrganismo nio desenvolveu metabolismo mixotrdfico em
presencga dessa fonte nitrogenada e, conseguentemente, seu crescimento
foi menor.

Condicoes de processo — Foram empregados fermentadores Virtis, con-
tendo 2,2 litros de_meio, em reatores com capacidade de 4 litros, com
controle de agitagao (200rpm), aeragao (2,851/m/l), temperatura {352C)
e iluminagao através de quatro lampadas fluorescentes de 40w cada,
colocadas a 30cm dos reatores. O tempo de cultura foi 50 horas.

Dosagem do fecr proteico - A dosagem ocorrxeu ao final de cada batela-
da, nas células lavadas com agua destilada, secas a 90°C e trituradas
em gral. Foi empregado o método de Kjeldahl (1}.

Anzfise das protelnas - A anilise foi feita com células provenientes
das experiéncias com 0,06gl-1 de NH4Cl, 0,35g1"1 de uréia e 2,4gq1-1
de NaNO3, colhidas na fase exponencial, de crescimentc. As células fo-
ram lavadas com metancl e Agua destilada, secas a 920°C, trituradas em
gral, submetidas a hidrdlise Zcida e dosadas em analisador automatico
de aminoacidos Modelo 121 da Beckman.

Resultados e Discussao

Chionelfta hemosphaena foli capaz  de desenvolver os metabolismos he-
tero, foto e mixotrdfico, guando a fonte de nitrogénio usada foi ni-
trato de sddic ou uréia: com cloreto de amonio, utilizou-se apenas do
metabolismo fototrdfico. A concentragac de uréia, gque determinou o
melhor teor proteico (40%), foi 0,70g1-1, correspondente a 0,32g1-1
de nitrogénioc inicial; a concentragio de nitrato de sddio foi 2,82g1-1,
correspondente a 0,46gl-1 de nitrogénio, determinando 38% de proteina.
0 aumento do teor proteico, a medida que se aumentou a concentragao
de NaNO3, também foi verificado por Franga & col. (7). Portanto, con-
¢lui-se que o teor de nitrogénio inicial, no meio de cultura, que
proporcionou maior concentra¢do de proteinas, nas células de Chlo-
neflfa hoemosphaena, dependeu do composto nitrogenado (Fig. 1).

Miller & col. {12} cbtiveram cerca de 40,6% de proteinas em célu-
lag de Chlonrella songhiniana, cultivadas heterotroficamente, em pre-
senca de 1,5g1-1 de uréia e 39,1% quando usaram 5,1gl~l de KNO3.

guando a fonte nitrogenada foi cloreto de amonio, o maximo teor
proteico detectado foi maior gque nas duas outras fontes testadas (Ta-
bela 1). Segundo Dvorakova Hladk3d (3), as algas Chionelia pyrencidosa
e Scenedesmus obliguus, em condigio heterotrdfica, tendem a acumular
altos teores de glicidios, levando menos nitrogénio 3 sintese protei-
ca. De fato, todos os dados da literatura mostram teores de protei-
na maiores, em condigdc autotrofica. ’

Em condigdo mixotrdfica, com amostra de Chlonella vulganis, o Ion
amdnio determina rapida formacio de Acidos aminados (14).

0 Ion amdnio também leva a altos niveis de acidos aminados, em cé-
ilulas de Chlorefia pyrenoidosa (10} . Rpesar de melhor teor proteico,
conseguido com cloreto de amdnio, para produgio de biomassa, © uso
desse composto nao seria vantajoso, pols o crescimento da microalga
foi insignificante, guando comparado com as demais.

Dos 21 aminodcidos, 17 foram identificados nas cé&lulas de Chforeld-
Za_homosphaera (Tabela 2), empregando-se a hidrdlise &cida, gue des-
trdi o triptofano e transforma hidroxilisina, asparagina, hidroxipro-
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lina e glutamina, nas formas &cidas respectivas: lisina, Acidc aspar-
tico, prolina e acido glutamico.

Tabela 1 - Influénciz da concentragio 2 amostra apresentou os mesmos a-
de NH,Cl no teor proteico das celulas cidos aminados, nas trés fontes
de Chionella homosphaera estudadas, com algumas diferencas

quantitativas, de uma fonte a ou-

tra., Fowden {4), identificou os

NHCL Niiigzﬁlo ng;ﬁigi mesmos Acidos aminados em células
(gl—1) {g1-1y - (g%) de Chforeffa vulgaris. Saligeanu
. 5 {16}, encontrou acidos aminados
0,06 0,015 26,10% £ 0,30 diferentes para diferentes fontes
0,12 0,031 55,33 + 0,32 nitrogenadas em células de Chfo-
0,24 0,063 40,56 + 0,37 rella Luteovinidis. Entretanto,to-
- - - dos sdo categdricos ao afirmar que
a. Media de quatro experimentos; b. Desvio os teores em Acidos aminados sule

padrao da media.

furados sac baixos, gquandoc compa-
rados com os da FAQ, para algas

(4,9), o que foi aqui confirmado também para células de Chforefla ho-

mosphaenda. '
Figura 1 — Influencia do nitrogénio inicial Tabela 2 -~ Teores de acidos amina-
na produgao de proteinas de c&lulas de Chfo- dos de celulas de Chﬂo’t@jf;\’fa homos -
#elia homosphaena em cultive mixotrdfico phaera, cultivadas em trés fontes
nitrogenadas
40,0} - [~}
T Teores de Acidos aminados
-—" Acidos {9/100g de proteina)
/ aminados Chienelia homesphaera
. NHgE1 NaNC3 uUréia FA0
lisina 4,1 8,2 3,3 4,2
histidina ~ 5,3 1,1 5.8 -
30,0} o . arginina 1,2 tragos [ -
/ dc. aspirtico 8,0 9,5 7,8 -
® » . treonina 3,8 4,58 3,5 2.8
= serina 3,1 2,5 2, -
E ic. glutimico 10,5 11,3 8,5 -
E P d proiina 3.6 4,7 3,2 -
& glicina 4,7 6,0 5,8 -
2001 g alanina RS 8.5 6,7 -
/ cisteina 0,4 0,2 8,2 4,2
& valina 5,8 5,1 4,6 4,2
metionina 1,3 1,8 1.3 2,2
iscleucina 4¢3 4,8 3,7 4,2
leucing £,5 10,5 8,1 4,8
. tiresina 1,0 2.0 1,4 2,8
10,0l i ! B H i - ) .
00 A 0.2 03 LY o5 fenilalanina 3,7 5.0 3,6 2,8
Nl gl™) triptofano - - - 1.4

2 - uréia 0 - nitrare
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Summary

Evaluation of the action of 8-methoxypsoralen plus near UV light
(~365mm) — 8MOP-NUV - on the induction of prophages in Staphyfo-
coccus aureus 609fet-#. The prophage induction frequencies after
NUV irradiation in the presence of 8MOP showed a typical dosis-ef-
fect curve also known for other 1lysogenic systems. In the experi-
mental conditions the maximum frequemncy of induction was greater
than that obtained after far ultraviolet light irradiatiom {(~245mm).

Resumoc

Indugdo de profagos pela &-methoxipsonaleina associada @ fuz
ultraviofeta Longa em Staphylococcus awreus

Avaliaggo de 8-methoxipsoraleina associada 3 luz ultravicoleta lon-—
ga {~365mm) - 8MOP~UVL na indugac de prafagos em Staphylococeus au-
news 609%et-n. As frequencias de xndugao de profagos por UVL, na
presenca de 8MOP, quando lancadas em graflco, em fungao da dose,
revelaram uma curva de dose-efeito tipica, tambem conhecida para
outros sistemas llsogenlcos. Para as condlgoes experimentais utili-
zadas, a frequenCLa maxima de indugao foi maior que aguela obtida
apos 1rrad13gao por luz ultravioleta curta (~245mm).

Introduction

Lysogeny is virtually universal in SZaphyfococcus auieus, Propha-
ges are presumed to be integrated into the chromosomes, although lin-
kage to established chromosomal genes has been shown only in a few
cases as for instance, by Patte & col. (13). S. auireus prophages can
be induced by far UV light {8), mitomycin C (10) and nalidixic acid
(5.

The use of more than one induction technique is recommended for
the detection of lysogeny in S. epideamidis (14) and possibly also in
S. aureus. Thus, the investigation of new inducing a4gents is needed.

In the presence of near UV light (~365nm), 8-methoxypsoralen 8MOP
and other furocoumarins produce lethal and mutagenic effects in a
wide variety of biological systems (1, 15} and induce prophage in Es-
cherndchia cofi {(2) and Haemephylfus inffuenzae (4} . The objective of

Rev. Microbiol., S3oc Paulo, 14(1):16-20, Jan./Mar. 1983.
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the present work was to evaluate the action of 8-methoxypsoralen plus
near UV light on induction of prophage in Staphylfococcus aureus.

Material and Methods

Bacterial sirains and growih medium -~ Strain 609-tet-n (10} was used
for prophage induction of PS83A as indicator. Both strains were grown
in Brain Heart Infusion (BBI, Difco 37g/1}.

Theatment with &-methoxypsoralen pLus near UV Light (EMOP-NUV} - An
8MOP {Sigma) solution was prepared with acetone and galine (12). An
18-24 hours culture in BHI was centrifuged and resuspensed in saline
(~108 cells/ml), containing 25ug/ml of BMOP. After at least 30 minu-
tes in the dark at room temperature, 3.0ml portions were irradiated
for different periods of time in an open Petri dish, 5.0cm in diame-
ter, at a distance of 1.0cm from the light source (Mineralight UV
Lamp, model UVSL 25, 4W set for near UV light-mainly 365nm) with gen-
tle shaking in a darkened environment. Portions of 8MOP-free suspen-
sion were also irradiated for comparison.

Trheatment with fan UV Light (FUV) - an 18-24 hour culture in BHI was

centrifuged and resuspended in saline (~10° cells/ml) and 3.0ml por-

tions were irradiated for different periods of time in an open Petri

dish, S5.0cm in diameter, at a distance of 7.0cm from the light source
(Mineralight UV Lamp, model UVSL 25, 4W set for far UV light - mainly
245nm) with gentle shaking in a darkened environment.

Determination of prophage induction - Portions (0.lml) of diluted
suspension of the treated bacteria were mixed with 0.lml of an over-
night culture of the indicator strain, in 2.5ml of a top agar medium
(Rlood Agar Base, Difco 20g/1l) at 45°C, and overlaid on hard agar me-
dium {(Blood Agar Base, Difco 40g/l). After overnight incubation at
300C, infective centers were counted. Portions (0.1lml) of diluted
suspension of the treated bacteria were also overlaid without indica-
tor strain, and colonies were counted after overnight incubation at
30oCc. Thus, phage titer and bacterial titer were calculated.

Results and Discussion

Survival (bacterial titer at time £ x 100/bacterial titer at time
0) and induction freguency (phage titer at time % x 100/bacterial ti-
ter at time 0} were calculated for each NUV irradiation time in the
presence and absence of 8MOP (Table 1 and Figure 1).

Table 1 - Induction of prophages in strain 609fet-n of Sia-
phylococcus aukews after FUV irradiatien

Frequency of induction (%)*
Irradiation tine
(sec.)

with BMOP without 8MOP

4] 0.084 {100)%** 4.03%  (100)**
20 0.72 {70) 0.032 {82)
40 10.0 (11} 0.30 {85)
60 2.6 {(G.28) 0.13 {(90)
80 4.19 (0.0012) .11 (82}

* Means of at least three experiments
#% Survival {%) is given in parenthesis.
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Prophage induction by FUV was determined for comparison (Table 2
and Figure 1).

Table Z — Induction of prophages in When the fregquency of prophage
strain 609%et-n of Staphylococcus au- induction after NUV irradiation in
neus after FUV irradiation the presence of 8MOP was plotted

graphically, a typical dosis-ef-~
fect curve was obtained, similar

o : : P
I“adig‘;;’;f“,‘ time Frequencies ) to the well known curve obtained
survival  induction for other lysogenic systems, under
the action of physical and chemi-
0 1c.0 0.19 cal agents {7, 9}. Thus, from an
68.0 2.6 initial freguency value reflecting
10 36.0 4.5 the number of free phages in the
20 6.3 4.7 suspension, the freguency of bac-
30 11 1.6 teria that are induced to release

phages increases with dose, rea-
ches a maximum that varies accor-
ding to the lysogenic system un-
der study and finally decreases

* Means of at least three experiments.

exponentially.

Maximum freguency of induction in the present study was 10% for
11% surviwval.

In the absence of 8MOP, NUV was much less efficient in prophage
induction, at least at the doses used. At the concentration used,
8MOP alone seemed to have no effect on induction, but other 8MOP con-
centrations should be tested for more definite conclusions.

At higher survival rates { >36%), treatment with NUV was more ef-
fective that 8MOP-NUV in prophage induction (Fig. 1). When maximum
induction frequency is considered, however, the opposite situation is
observed. :

Figure 1 - Survival and induction Curves similar tc those cobtained

of prophages in strain 609fei-4 in the present work were obtained

of Staphylococcus aukeus after NUV by Fujita & col, (2) after BMOP-NUV

irradiation in the presence and treatment of E. cofd (lambda), with

absence of 8MOP, and after NUV 27% maximum induction fregquency of

irradiation 27% at 60% survival. Fujita & Suzuki
. (3), when testing different wave~-

5 30 pasas lenghts between 298 and 380nm, found
that wavelenghts between 320 and
345nm were the most efficient for
- prophage induction, with maximum in-
duction frequency of 10-20%.

Prophages of H. .in{fuenzae can be
induced py psoralen~NUV in wild type
: y amop -y strain, in excision repair-deficient

T e strains (uval and uvi2), but not in
\/ a recombination-deficient strain

Fuy

. " {neel); however, recombinational.e-
k vents pef se¢ may not be involved in

prophage induction in H. {nflfuenzae
since induction occurs normally in
the #ecl? strain (4). Similar studies
could be carried ocut in S. aurzeusd
et due to the availability of iec

e * * * * strains (16), of methods for isola-

IRRADIATION TIME [SEC.)

=== s SURNIVAL
. S
e ——— PROPHAGE |NOUCTION ELE R
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tion of uva strains (6) and considering the relative ease of construc-
tion of lysogenic strains (11). The use of such strains may be impor-
+ant for the elucidation of the mechanism of action of furocoumarins-
NUV not only in prophage induction but also in other biological ef-
fects.
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Resumo

0 lapachol (2-hidroxido-3-(3-metil-2-butenil)l,4-~naftoquinona) &
uma substancia obtida do extrato de cerne de plantas, principal-
mente do genero Tecoma (familia Bignoniaceae) e & conhecido por
suas propriedades anti-cancerigenas. Com esta substancia, fizemos
um estudo para verificar sua atividade antivirdtica em cultura de
¢celulas e em ovos embrionados, frenmte ao adenovirus tipe 5, herpes
simplex tipo 1, virus da encefalomielite eqllina do oeste, virus da
estomatite vesicular sorotipo Brasil {(Alagoas), poliovirus tipo i,
echovirus tipo 19, coxsackievirus B; e fremnte a varias cepas de
virus influenza (A/PR/8/34, A,/England/42/72, A,/Brasil/78 e A/
Port Chalmers/1/73). 0 lapachol mostrou ter atividade antivirdtica,
com indice de inibigao virdtico significative para o poliovirus e
o virus da estomatite vesicular e excelente percentagem de ipibi-
cao dos titulos hemaglutinantes para todas as cepas de virus in-
fluenza estudadas.

Summary
Antivinal activity of Lapachol

Lapachol (2-hydroxy-3-(3—methyl-2-butenil)l,4—naphthoquinone}) is a
substance obtained from extracts of plant cores, specially of the
Tecoma genus {family Bignoniaceae). It is known as a potent anti-
tumor substance. It was tested for its antiviral properties in tis—
sue culture and embryonated eggs, against adenovirus type 5, herpes
simplex type 1, western eguine encephalomyelitis virus, vesicular
stomatitis virus Brasil type {(Alagoas), poliovirus type 1, echovi-
rus type 19, coxsackievirus By apd influenza virus (A/PR/8/34, An/
England/42/72, A/Brasil/78 and A/Port Chalmers/1/73). We have ob-
served that lapachol has an antiviral activity, with a significant
viral inhibition index in relation to poliovirus and vesicular sto-
matitis virus and that is significantly inhibited the hemagglutina-
ting titres of 21l influenza virus strains tested.

Introdugio

Na década de 1960, no Brasil, houve grande divulgagao das proprie-

* Trabalho realizado no Instituto de Microbiologia UFRJ, com recursos
do CEPG (Conselho de Ensino para Graduadeos, UFRJ), CNPg e FINEP.
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dades anti-cancerigenas, atribuidas ao ipé-roxo, nome popular dado as
espécies pertencentes ds bignonidceas. Verificou-se, mais tarde, no
cerne dos ip@s, principalmente no do género Tecoma, a existéncia de
uma substidncia, denominada lapachel (2~hidrdxido-3-(3-metil-2-bute-
nil}l,4-naftoguinona), cujo peso molecular & 242,26 (208). Quando pu-
rifjcada esta substancia apresenta-se, no estado sdlido, em cristais
prismaticos, amarelados, de ponto de fusac 1400C, sendo bastante so-
laveis em solugdes alcalinas, com a formacao do lapacholato corres-
pondente (6).

O lapachol revelou uma série de propriedades farmacoldgicas, prin-
cipalmente, a de um efeito inibidor sobre o crescimentc de tumores
malignos (10, 11, 14, l6, 17).

A capacidade anti-cancerigena incentivou a execucac deste trabalho,
com o objetivo de verificar se o lapachol tamb@m apresentava ativida—
de antivirdtica. Com esta finalidade, a substi@ncia foi testada, em
cultura de células e em oves embriocnados, frente a ribovirus e deso-
Xirribovirus.

Material e Métodos

Subsiancia estudada - QO lapachol foi fornecido pelo Nacleo de Pesqui-
sas de Produtos Naturais da UFRJ, purificado em forma de cristais. A
substdncia foi solubilizada em meic alcalino e ressuspensa em meio de
manutencac de cultura de células (meio minimo essencial de Eagle sem
SCro).

Virus empregades — Adenovirus tipo 5 (Adg), procedente do World In-
fiuenza Centre, Mill Hill, London, England; herpes simplex tipo 1
(H8V1)}, isolado no Departamento de Virologia {(DV) do Instituto de Mi-
crobiolegia (IM) da UPRJ; virus da estomatite vesicular sorotipo Bra-
sil - Alagoas (VSA), isoladc em Alagoas (1l); virus da encefalomielite
eqliina do oeste (WEE); policvirus tipo 1 (P;S); coxsackievirus do
grupo B tipo 4 (cox. By) e echovirus tipo 19 (Echo 19}, do National
Institute of Allergy and Infectious Diseases, Maryland, USA; virus
influenza: A/PR/8/34 {HpN1) e A3/England/42/72 (H3¥3}, procedentes
também do World Influenza Centre, Mill Hill, London, England; A,/Bra-
si1/78 (H3Ny), fornecido pela Fundagao Oswaldo Cruz, RJ e A/Port
Chalmers/1/73 (H3N5) , isolado no DV do IM da UFRJ.

Linhagens de cefufas - Para a preparagao das suspensdes dos virus e
para os testes de atividade antivirdtica, as seguintes linhagens de
células foram usadas: HelLa para Adg e HSV;; LLC-MK) para VSR, PyS,
Cox. By e Echo 19; e Vero para WEE.

As linhagens de cé&lulas foram tripsinizadas (18} e ressuspensas em
meio minimo essencial de Eagle, suplementado com 10% de soro bovino,
100ug/ml de estreptomicina, 25mg/ml de fungizona e 100UI/ml de peni-
cilina. As células foram cultivadas em microplacas descartaveis (4).

Qvgs embrivnados ~ Ovos embricnados, com 9 a 11 dias de incubacio,
foram utilizados para a multiplicacao das cepas de virus influenza e
para as experiencias de atividade antivirdtica.

Determinagao da cifoxicidade-a concentracio méxima, nio tdxica do la=-
pachol, para cultura de células, foi determinada por um método simi-
lar aoc descrito por Walker & col. (22). Para isto, varias concentra—
goes da droga foram colocadas em contato com a monocamada de caélulas
e o efeito toxico visualizado por meio de microscdpio invertido, apds
cince dias de incubagdo a 37¢C.

Toxicidade do Lapachof para 04 embrides — Este teste foi realizado,
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inoculando~se diferentes concentragdes da substincia, em ovos embrio-
nados via alantdica (Iml/cvo), e estes incubados a 37°9C em condigodes
adecuadas de umidade (56 a 60%). Diariamente, os ovos foram examina-—
dos para averiguagao da sensibilidade do embriac a droga, até um pra-
zo maximo de cinco dias.

Determinacas da atividade antiviactica em culiura de células - A ati-
vidade do lapachol foi avaliada pela determinagao do indice de inibi-
cao virdtico {IIV), segundo ¢ método recomendado por Grumberg & Prin-
ce (7) e Sidwell & col. (19) e modificado por Lagrota (9). O método
consistiu em titular os virus em cultura de c¢&lulas com ou sem lapa-
chol. Oz titulos foram avaliados pelo método estatistico de Reed &
Muench (15) e o IIV obtido pela formula:

IIv = Titu}o do virus em cultura - Titulo do virus em cultura de
de celulas sem substancia células com diferentes concen-
traccdes da substancia.

0 IIV foi dado em log do TCDgg (dose gue infecta 50% de cultura de cé-
lulas inoculadas) e foi considerado significativo guando era igual ou
maior a 1,7 log (9).

Detakminag&o da atividade antivirdtica em 0vos embrionados - A ava-
llagao da atividade do lapachol, frente aos virus influenza, foi fei-
ta pela redugao do titulo hemaglutinante, a partir do liguido alan-
tdico de ovos tratados e ndo tratados. Com esta flnalléade, diferen-
tes concentragoes da droga foram inoculadas, por via alantdica, nos
ovogs embrionados {cito ovos por concentragao), na mesma guantidade
usada no teste de toxicidade. Apds duas horas/37°9C, os ovos foram i-
noculados pela mesma via, com as diferentes amostras de infiuenza
(0,1mi/ovo) . Apds incubagdo a 379C/48 horas, os liguidos alantdicos
foram retirados e reunidos em um Gnico “"pool”, para serem titulados
por reacac de hemaglutinacao.

Hemaglutinacdo {HA) - Os liquidos alantdicos de ovos tratados e nao
tratados com o lapachol, foram diluidos ao dobro em solugao salina
0,85%, diretamente em placas de lucite. Scbre estas diluigdes, adi-
cionou-s® parte igual de hemacia de ganso a (,5% na mesma solugac sa-
lina. A leitura foi feita apds uma hora a 4°C e a porcentagem de re-
ducdo do titulo fol calculada pela seguinte formula (13):

% de inibigdo da I titulo HA do grupe tratado
multiplicagao viral titule HA do grupo controle

Foi realizada também reagdo de hemaglutinagdo com varias concentra-—
¢oes do lapachcl com a finalidade de verificar se esta substancia a-
presentava capacidade de aglutinar hemacias.

x 100

Resultados e Discussao

Antes da avaliagao da atividade antivirdtica do lapachol, foi de-
terminada a concentracdo maxima nac tdxica (CMNT), para as células
cultivadas "in vitro" e para os embrides de galinha. Em relagao a
cultura de células, a CMNT foi de 1llpg/ml para HelLa e LLC-MK, e de
5pg/ml para Vero. Para os ovos embrionados, foi de 1000ug/ml. Foram
empregadas as concentragBes de 1,2: 2,5; 5,6 e 10,0ug/mil, para os es-
tudos em cultura de células e 62; 125; 250; 500 e 1000ug/ml, para os
estudos em ovos embrionados.

Os resultados da titulagdo dos virus em cultura de células com e
sem lapachol nas diferentes concentragoes, estdo expressos em IIV
(Tabela 1). 0 lapachol foi eficaz, guande o IIV era igual ou maior
do que 1,7 log (9).
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Tabela 1 - Tndices de inibigac viral do lapachol para os virus inoculados
em culturas de celulas Hela (Adg, HSV), LLC-ME, (P;S, Cox. B, Echo 19,
YSA) e Verc (WEE}

virus Concentracdo do lapachol {n.g/ml) Titule dos virus controle
1,2 2,5 5,0 10,0% (TCDs g}
Adeno tipo 5 {Ads) 1,1** 1,6 1,4 1,6 5.8
Herpes simplex tipo 1 (HSV) c,2 0.0 9,1 1,2 6,0
PGlic tipo 1 (218) 6,8 1.2 3,6 2,9 %,3
Coxsackie By (Cox. By) 8,0 9,0 0,0 c,0 5,0
Echo tipo 19 (Echo 1%9) 2,1 0.2 0,2 1,0 4,8
Estomatite Vesicular Alagoas 0,3 1.3 2,3 3,1 6,1
{VSA)
Encefalomiclite BEqgfiina 0,7 0,8 1,0 —kkE 7,0

do Oeste (WEE)

* Concentragdo mixima nde toxica parz cultura de células; *% Expressic tog do TCDgq; *%* Concentragle Coxica
pars celula Vero.

Levando-se em conta este padr@o, o lapachol apresentou atividade
para os virus P1S e VSA, nas concentragoes de 5 e 10ug/ml. Para os de—
mais virus, houve redugao dos tIitulos, porém o IIV nio alcangou o in-
dice significativo.

Os resultados da atividade do lapachol, frente aos virus influenza,
inoculados em ovos embrionados, estaoc expressos em titulos hemagluti-
nantes dos virus e em percentagens de redugac destes titulos (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade antivirotica do lapachol frente aos virus influenza

Titulos hemaglutinantes {T) e percentagens (%) de redugio dos tituvlos dos virus

Cog;egggg§a° A/Port Chalmers/1/73 Ay/England/42/72 By/Brasil/es R/PR/B/34
tug/mi T % 7 B T ) TR
52 20+ 97 <5 >89 5 9% 20 99
125 .20 97 <5 >89 <5 >3 10 97
250 10 99 <5 >9% <5 »39 40 97
500 20 97 <5 99 <5 >99 <5 >99
1600 10 93 <5 93 <5 239 50 94

Titule do controle. 640 - 540 - 1280 - 1280 -

* Inverso do titulo hemaglutinante,

A reagdo de hemaglutinacdo, realizada com diferentes concentrages
do lapachol, demonstrou que esta substincia ndo possui capacidade de
aglutinar hemicias, ndo influenciando, portanto, nos resultados obti-
dos com ¢ virus em estudo.

Uma substd@ncia & eficaz quando a percentagem de redugac do titulo
hemaglutinante & maior do que 9%0% (13). Sequndc este critério, o la-
pachol, em todas as concentragdes empregadas, reduziu significativa=-
mente os titulos das varias amostras de virus influenza estudadas.

Em camundongos, o lapachol & ativo contra dois tipos de tumores s&-
lides, o carcinossarcoma de Walker-256 e o linfossarcoma Murphy-Sturm
(10,11). Devido & atividade, altamente expressiva sobre o carcinossar-
coma de Walker-256 e aos sinais relativamente brandos de toxicidade
geral, o lapachcl foi aprovado pelo “"Cancer Chemotheraphy National
Service Center" para triagem no homem {(14).

Assim, além de suas propriedades anticancerigenas (10, 11, 14, 1s,
17) certificamos que esta substincia também apresenta atividade anti-
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virdtica para virus RNA (P18, VSA e influenza).

Para o virus P;S, o lapachol apresentou alto IIV (3,6 e 2,9) nas
concentracdes de 5 e 1Cug/ml reaspectivamente. 0 mesmo efeito signifi-
cativo foi ncotado em relagéo ao VSR, cujos IIV foram de 2,3 e 3,1 nas
respectivas concentracoes, 5 e l0Vg/mi.

Para o virus Adg (DNA sem envelope), embora ndao tenha havido um re-
sultadc eficaz, ¢ IIV ficou muito proximo do significante na concen-
tracao maxima empregada. Se fosse possivel aumentar esta concentracgae,
nas experiéncias, os resultados poderiam ser mais satisfatdrios, vez
que tivemos que levar em consideragdo sua toxicidade frente &s cultu-
ras de cé&lulas empregadas.

0 mesmo problema n3o foi encontrado com os OvVos embrionados, onde
foi possivel usar concentragio mais elevada da substdncia. Neste hos-
pedeiro, o lapachol reduziu, significativamente, os titulos hemagluti-
nantes dos virus influenza, em todas as concentragOes empregadas.

Neste trabalho, o lapachol mostrou atividade antivirdtica somente
para virus RNA. Com relagao ao envoltdrio da particula viral, nao foi
notada qualgquer influéncia sobre a atividade da substancia. O lapachol
demonstrou reagio inibitdria, tantc para virus envelopados (VSA e in-
fluenza) , quanto para virus sem esta estrutura (P1S).

apesar de algumas subst@ncias naturais apresentarem, experimental-
mente, eficdcia sobre determinados virus {3, 8, 21), nenhuma ainda foi
comercializada com tal indicacio. No entanto, substancias de sintese
" gquimica tém mostrado expressiva atividade antivirdOtica. A amantadina,
iododesoxiuridina e metisazona com atividade, respectivamente, para Os
virus influenza (5), herpes simplex (12) e wvarlola (2) chegaram a ser
comercializadas.

Desde que o lapachol ja foi liberado para estudo no homem, para
tratamento de cancer {14) e devido aocs resultados satisfatdrios, obti-
dos "in vitro", frente aos virus RNA, esta pesguisa merece ter prosse-
guimento, com estudo scobre sua atividade antivirética em animais de
laboratdrio. Por esse motivo, atualmente, além de dar continuidade aos
estudos com o lapachol, estamos analisando 42 de seus derivados sinté-
ticos frente a varios virus.
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Resumo

Em tanque de 150 litros de capacldade, contendo 100 litros de cé—
iulas BHK-21 cultivadas em suspensac, estas foram inoculadas com 2
amostra PV de virus fixo da raiva, para_ produgao de vacxna Uma
concentragao relativamente elevada de virus foi obtida apos 96 a
120 horas de cultlvo, que permitiu a preparagao de vacina para i-
munlzagao de caes e bovinos contra a raiva. Os testes laborato-
riais de potencla pelos metodos do NIH, Habel e Koprowski foram
plenamente satisfatorios. A& vacina preParada para a imunizagﬁo de
bov1nos, adicionada de hidroxido de aluminio, _protegeu os 10 ani-
mais vacinados contra o desafio pela inoculacao de 4 x 108 DL50
{camundonge) de virus rabico isclado de morcego. $3ao ainda apre-
sentadas observagoes sobre a evolugao dos cultivos celulares e di-
namica de repllcagao viral nas suspensoes celulares usadas. Algu-
mas _das experiencias rea11zadas sugerem a possibilidade de prepa-
ragao de uma vacina nao inativada com a amostra FV.

Summary
Veteninany antinabic vaccine production in BHK cells suspension

A 150 liters capacity tank, containing 100 liters of the BHK-21
cells cultivated in suspension was inoculated with fixed rabies
virus, PV sample, for vaccine production. A relative high virus
concentration was obtained after 96 to 120 hours of cultlvatlon,
which enabled the preparation of vaccine for dogs and bovines im—
munization against rabies. Potency tests by NIH, Habel and Kopro-
wski methods were entirely satisfactory. The vaccine prepared for
bovine immunization, added of a aluminum hydroxyde, protected the
ten animals vaccinated against the challenge by inoculation of

4 x 108 LD50 (mouse) of rabies virus isolated from bat. Other con-
siderations ave presented regarding the evolution of cellular cul~
tures and viral dynamics replication in it. Some of the trials
carried out suggested feasibilities of preparing a non inactivated
vaccine with the PV sample.

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 14(1):27-35, Jan./Mar. 1983.
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Introdugao

As primeiras vacinas anti-rabicas inativadas, obtidas em tecido
nervoso de diferentes espécies animais apresentavam, guando de seu
emprego, elevados riscos de reagOes secundarias. A adogao da técnica
do ovo embrionado, embora atenuando o problema apresentava, ainda,
algumas desvantagens, principalmente devido ao preduto vacinante in-
corporar elevados teores de proteinas, fator restritivo de seu empre-
go.

Tendo Kissiing (8) demonstrado a possibilidade de preparagaoc do
virus rabico em sistemas celulares de origem nao nervosa, utilizando
cultura de cé€lulas de rim de hamsters em monocamada, foi possivel a
obtengac de um produto final satisfatdrio. Todavia, era necessario
equipamento volumoso e numero relativamente grande de técnicos ade-
gquadamente treinados para a obtencdc de guantidades substanciais de
vacina.

Atanasiu (2) e Chapman (3) demonstraram, em escala laboratorial, a
viabilidade do emprego de células BHK mantidas em suspensio, como su-
bstrato para a replicagac do virus rébico.

Larghi (10} preparou excelente vacina de uso veterinégio com a
propagagao da cepa PV de virus rébico em monocamada de células BHK-21
clone 13.

Baseados no exposto, os autores procuraram adaptar o virus rabice,
cepa PV, a cultura de celulas BHE-21 clone 13 desenvolvidas e manti-
das em suspensac, objetivando obter um produtc vacinante em escala
industrial e isento, o maximo possivel, de fatores responsiveis por
efeitos colaterais.

Material e Metodos

1. Culituha de céfufas - Para o desenvolvimento inicial, c¢é&lulas BHK-
21 clone 13 conservadas em nitrogénio liguido, foram semeadas no meio
de Padua-Pirbright de crescimento (PPC) (13}, enriquecido com 10% de
soro estéril de bovinos. Apds 48 horas de cultivo a 36=37°C, em tan-
ques de 150 litros de capacidade com 100 litros de meio e sob agita-
gao magnética constante de 250 a 300rpm, foi obtida a concentracao de
2 x 106 c&lulas por ml. © pH do cultivo, freglientemente ajustado, foi
mantido entre 7,2 a 7,4, pela adigéo de solugéo de glicina a 15%.
Apds a sedimentagdo celular, durante o periodo de 12 horas a 4°C, o
sobrenadante foi esgotado e substituido pelo meio Padua-Pribright de
manutengac (PPM) (13), com a mesma fdrmula anterior, porém nac adi-
cionado de soro bovino.

2. UWlrus - Foi utilizado o virus rabico fixo PV-BHK-4, n? 3261%, ti-
tule infectante 1,5 x 10-8 PUF/ml adaptado a monccamada de células
BHK-21. Apds sete passagens nessas células a suspensdo viral cultiva-
da por 96 horas foi centrifugada a 1500rpm durante 15 minutos a 4oC.
O sobrenadante foi liofilizado em presenca de 5% de sacarose e 0,0075%
de glicina (10). Apds a liofilizacac, o titulo infectante (TI)} do
material, para camundongos de 14 + lg, inoculados por via intracere-—
bral (IC), foi de 103,1 DL50/0,03ml. Este material mantido a -205C,
conservou o TI durante um ano.

3. Preparacao da semente vinal em monccamadas - O correspondente a
2ml de virus licfilizado foram ressuspensos com 2ml de meio PPM e a-
dicionade de 500mcg de sulfato de protamina (7). Apos © esgotamento

* Gentilmente fornecido pelo Dr. Oscar Larghi - Laboratdrio do Centro Panamericano
de Zoonosis (CEPANZO), Buenos Aires, Arpentina.
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prévic de PPC, o volume total da semente viral foi distribuido em
garrafa Falcon de 250ml de capacidade, com crescimentc celular de 48
horas em monocamada confluente. Em sequida ac perlodo de adsorgac de
1 hora e 30 minutos, a suspensao de virus nac adsorvida foi esgotada
& ao frasco foram adicionados 25ml de PPM. A cultura foi incubada
em estufa a 33°C durante 96 horas e o pH ajustado a 7,1 — 7,6 com
solugac de bicarbonato de sddioc a 7%, sempre que necessario. 0 TI
obtido foi de 105,19 pL50/0,03ml, em camundongos de 14 + lg.

4. Prepanacio da semente viral em suspensac celufar - Um litro de
suspensio celular de 48 horas de cultiveo, com 2 x 106 ceélular por ml,
foi centrifugada a 1500rpm por 10 minutos e o meio PPC fol esgotado.
A suspensao celular foram adicionados, aproximadamente, 200ml de PPM
e 10ml de suspensao obtida conforme ¢ item 3, permanecendc sob agita-
c3o magnética durante uma hora a 330C, para adsorgao células/virus.
Em seguida, foram adicionados 800ml de PPM e o cultivo mantide a 33°C,
com agitagao constante de aproximadamente 20C0rpm. C pH foi reajustado
sempre gque necessirio a 7,4 - 7,6, por adicdo de solugao de bicarbo-
nato de sddio a 7%. Um outro frasco com 1000ml de suspensao de célu-
las foi tratado de modo idéntico porém, neste, ao PPM foi adicionado
0,4% de albumina bovina, fragao V. Ambos os frascos foram cultivades
durante 120 horas. As contagens iniciais revelaram 0,7 X 169 /cdlulas/
ml em cada frasco, respectivamente. As células do frasco namero 1
foram inoculadas com 0,07 particulas virais/cé&lula, enquantc gue as
do n@ 2 {com albumina) o Fforam com 0,046 particulas virais/célnlas.

0 TI da suspensao viral semente usada foi 105,49 /0,03mi DLgg.

5. Pesenvolvimento em tanque - Apds 48 horas de cultive a 36-379C,
100 litros de suspensao celular com 2 x 106 células/ml, foram manti-
dos em repouso durante 12 horas a 4°C, esgotado o PPC e adicionadoes
aproximadamente 50 litros de PPM a 33°C e 1,5 litros da semente vi-
ral cbtida conforme descrite no item 4. A suspensdo cé&lulas-virus foi
agitada a 20rpm durante uma hora e, em sequida, foi adiciconado o res-
tante de PPM para completar o volume. A agitacao foi elevada para
200rpm, com introducao de ar esterilizado sob a pressao de 0,5 qui-
los/pol.2, na camara superior do tangque. O cultivo foi mantido a 332C
durante 96 horas com pH mantido a 7,2.

6. Coleta ¢ Lnativacdo do virus - Apds o cultive, a suspensao viral
foi centrifugada sob condicdes de esterilidade, em centrifuga Alfa
Laval e, a seguir, o scbrenadante foi recolhido em tanque de ago ino-
xidavel com capacidade de 200 litros e inativado pela adigzo de 60ml
de acetiletilenimine (AEI) {10), durante 24 horas a 4°C, sob agitagazo
constante de 200rpm. O AEI, apds © Eeriodo de inativacgdo, foi neutra-
lizado pela adicic de 0,2% de solugao M de tiossulfato de sodic.

7. Preparacde de vacina — A suspensao viral inativada, foram adicio-
nados sacarose e glicina, obtendo-se concentragac £inal de 5% e
0,0075%, respectivamente. Quando para usc bovino, foil ainda adiciona-
do 25% de gel de hidrdxideo de aluminio (2,59% de hidrdxide) , perma-
necendo a suspensao em agitagido constante de 100rpm a 4°C durante 24
horas, seguida de repouso por trés dias. Ao final, 25% do volume to-
tal do sobrenadante foli retirado por sifonagem. Apds a embalagem, ©
produto final foi estocado a 4°C.

§. Tesies - contagens cefufares - Realizadas a cada 24 horas durante
o cultive da suspensido celular, em camara de Neubauer, corada pelo
azul de Evans, para diferenciacac de c¢é&lulas vivas e mortas.

Tmunof§lucrescincia* - A cada 24 horas, a partir do 29 dia de cultivo,
uma amostra de suspensao celular infectada foi colhida e examinada

* Conjugado fornecido pelo CEPANZO.
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por imunofluorescéncia direta (4) para determinacdo do momento ideal
de coleta do virus. Previamente estabelecemos gque a coleta serja fei-
ta guando 80% ou mais das células se apresentassem infectadas. Provas
de esterilidade realizadas apds a adigio do AERI guando, presumivel-
mente, ja tivesse ocorrido a inativagao viral e efetuadas por semea-
dura de 4,0ml do produtc em 300ml de tioglicolato* e a 300ml de meio
Sabouraud*. O primeiro foi mantidc em estufa a 37°C durante 10 dias e,
0 segundo 3 temperatura ambiente durante 14 dias.

Prova de inativagae viraf - Aliguotas de 0,03ml da suspensdo viral di-
luida a 1/190 em solugcao salina, foram inoculadas em lotes de 16 camm-
dongos de 4-6 dias de idade por via IC. Um outro lote semelhante, com
animais pesando 1l3g, foi inoculado por via IC com 0,03rl de vacina
nac diluida. Os animais foram observados durante 14 dias.

Prova de eficiéncia da vacina - Realizada segundo os testes de NIH
(14) , Habel (&), em camundongos, e de Koprowski (9), em cobaias e
hamsters com amostra de CVS. Os testes de NIH e Habel foram executa-
dos no CEPANZO, no Ministdrio da Agricultura, Sac José, Estado de
Santa Catarina e na Pfizer Quimica Ltda., respectivamente. Os de Ko~
prowski, apenas na Pfizer Quimica Ltda.

Provas §inais de esterilidade - Apds o envasamento, 1ml de cada fras-—
co dos dois tipos de vacinag, selecionados ao acaso foi semeado em
tubos contende 40ml de meio de tioglicolato, mantido em incubagdo du-
rante 10 dias a 37<cC.

Provas de soroneuzralizacaoc - Realizada de acordo com a técnica de
Koprowski, recomendada pela OMS {1).

Desenvolvimento de anticorpos em bovings -~ 11 bovinos da raga zebu,
¢om aproximadamente 1,5 ancs de idade, pesando entre 180 = 200 quiles,
foram vacinades por via subecutinea com 5ml de vacina adsorvida ao hi-—
drdxido de aluminio. O nivel de anticorpos foi determinado pela prova
de soroneutralizagdo (1) (8N}, 30 dias apds a vacinacio.

Prova de photegac em bovines - Dois lotes de 5 bovinos da raga #ebu,
mestigos, de aproximadamente 1,5 anos de idade, pesando entre 130 e
220 quilos, receberam por via subcut@nea a vacina adsorvida ac hidré-
xido de aluminio. O primeiro lote recebeu 3ml do produto vacinante e,
o segundo, 5ml. O nivel de anticorpos determinado pela prova de SN,foi
30 dias apbds a vacinagdo (1). A protec@o foi observada pela inocula-
¢ao, no 309 dia apds a inoculacdo da vacinarde 4 x 108 bLsg (camun-
dongo) de virus rabico desafiante, cepa n® 2258%* (isolado de morcego
naturalmente infectado), por via intramuscular. Um terceiro lote de
cinco animais, nac vacinados, serviram como testemunhas.

Vacinagao de cobaias com vinus PV nde inativade - Grupos de 10 co-
baias cada, de 500g, foram vacinados por via intramuscular (IM) com
os seguintes volumes de vacina: 0,25ml de vacina n3o diluida, 0,25ml
de vacina diluida a 1/1C¢ em solugao salina e 0,25ml de vacina diluida
a2 1/160 em solucao salina. No 21¢ dia apds a vacinag@o todos os ani-
mais foram desafiados com o virus CVS segundo o teste de Koprowski
(9.

Resultados

Os ensaios iniciais necessdrios para a obtencao da semente viral
(Tabela 1}, foram realizados em escala laboratorial, no volume de um

* Difco Laboratories.
** Gentilmente cedido pelo Prof. Moacyr R. Nilsson, do Instituto BiolGgico, SP.
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litro de suspensdo celular. O experimentc constante da Tabela 2, foi
realizado em meio PMM adicicnado de albumina bovina.

Tabela 1 - Evelugao do cultivo para a produgao da se- 0 experimento cujos
mente viral e os respectivos titulos infectantes, a resultados constituem a
partir de 48 até 120 horas apds a imoculagao do virus Tabela 3, foi conduzi-
Py do em tangues de 150
litros com meio PMM,
Namero de células por ml de suspensdo x 108 com intrOdu?ao de ar
esterilizado. A conta-
Inicial 24h 48h 72h %6 h 1200 gem de células evoluiu

atd 90 horas apbs a i-

vivas 0,70 9,51 0,50 0,66 0,36 0,41 o &
Mortas R.R.* 0,18 0,32 0,36 0,41 0,45 -noculagao do virus e
DLgy/0,03ml M R.* M.R.* 3,00 3,68 3,50 4,64 cons?ltulu O primeiro
ensaio em escala in-
Proporgéo inicial virus/célula: 0,07 particulas/cilula dustrial.

* ¥Zo realizade.

Tabela 2 — Evolugdo do cultive celular em meio PPM a- A patogenicidade do
dicionado de 0,4% de albuminz bovima, fragao V, para virus PV na 7a. passa-
producac de virus semente e respectivos titulos in- gem apds recebimento

fectantes, a partir de 24 ate 120 horas apds a imocu- do Cepanzo, eR USO nas
lagao do virus PV experiéncias acima de-

lineadas, esteve muito
reduzida ou pratica-
mente nula, de acordo

simerc de células por ml de suspensic X 108

Inicial 2an 48h 72h a6n 120n com observagOes reali-
ivas 1.1 L3 T30 1,76 1,50 1,44 zadas em cobaias cujos
¥ortas N.R.* 0,08 0,28 0,30 0,33 0,40 resultados encontram—
DLgy/0,03ml  N.R.* N.R.* 3,00 4,12 5,5 4,87 se na Tabela 8. A imu-

. nogenicidade do virus
proporgie inicial virus/célula: 0,046 particulas/célula manteve—-se em niveis

alevados.

* N3o realizade.

Tabela 3 — Contagem de cilulas vivas cultivadas em meio FPM, com introdugao
de ar esterilizade apos a inoculagao do virus PV, examinada a partir da ino-
culagdo do virus (hora zero) até 96 horas apos

Horas de
cultive ] 9 17 25 30 33 37 4% 4% 57 33 65 73 96

Nimero de

cBiuias x 10° 2,00 2,30 2,06 1,76 :,46 1,55 1,69 1,83 1,67 1,38 L,42 1,84 1,23 0,97

Proporgle virus/e&lula: 0,0005 particulas/eéluisa; T.I. na 96a. hora = 1w 5291.50/0,0351.

Discussac

Os resultados constantes das Tabelas 1 e 2 demonstraram que a adi-
¢io de albumina bovina ao meio de cultura, ndo s& manteve as células
vivas por tempe maior, ccmo se observou apbs as primeiras 24 horas de
cuitive como, também, permitiu que parte delas se multiplicassenm até
72 horas apds o inicio do processo. Possivelmente, por estas razdes,
um nhmero maior de células estaria disponivel para ser infectado com
particulas virais neo-formadas, possibilitando a cbtengac de tituleo
infectante mais elevado. A albumina bovina parece agir abreviando ©



32

tempo de cultivo; a sua adigdo permitiu a produgZo mixima de virus em
96 horas (105,35 DLgq/0,03m1) (Tabelas 1 e 2) que & economicamente
importante na produgdo industrial. Apesar de ser substancialmente me-
nor no lote gue continha albumina (0,046 particulas/célula), a pro-
porgdc virus/células evidenciou um titulo infectante superior & par-
tida cujos resultados estio contidos na Tabela 1 (0,07 particulas/cé-
Iulaj.

Face a estes resultados, o processo foi transferido para escala
industrial (Laboratdérios Pfizer Quimica Ltda.), utilizando-se tanque
de 150 litros de capacidade, com 100 litros de suspensao celular. Os
resultados obtidos, encontradeos na Tabela 3, demonstraram a sua via-
bilidade. Embora a albumina nac tenha sido adicicnada e os resultados
finais tenham sido semelhantes a0 piloto, gquer nos parecer gue as
condi¢des -de aereagdc dos tangues tenha permitido uma superior multi-
plicagac celular e wviral.

Quando pelo menos 80% das células estavam infectadas, foi prepara-
da uma partida experimental de vacina {canina e bovina). Os resulta-
dos dos diversos ensaios a que foram submetidos estes tipos de vaci-
nas principalmente o de poténcia pelo método NIH, foram bastante sa-
tisfatdrios (Tabelas 9 e 10}. Mesmo o teste de Koprowski, recomendado
para vacinas anti-r3bicas nao inativadas, apresentou resultados sa-
tisfatOrios em hamsters e cobaias (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4 — Resultados dos testes de Tabela 5 — Resultados obtidos no teste
protegao, segundo Koprowski, em hams- de protegao segundo Koprowski, em co-—
ters de 180 * 5g baias de 450-500g
.. volume de Ne de A Tipo de volume de Via de_ Wimero de % de
Tipo de  wvacima = Via de hamstezs § de_ vacina  vacina inoculagdo cobaias protegio
vacina inogulada ipnoculacac desafiados protegac
Canina 0,5mL intramuscular 28 96,5 canina o,5ml subcutinea 19 B0
Sm ] s r 87,0 A
8,23m1 - incramascula #® 0,25m1  subcutdnea 10 100
0,025m) incramueseular 21 . 28,0
i mi ooutd 2 G, -
Bovinz 0.3mi  subcuzinea 2 1800 Testemunhos virus CVS a 1/40 160%
§,25m} subsurdnea 30 80,0 de mortes
0,025m1 subcutdnea 29 31,0
Testemunhos virus intramuscular 20 100,0% de
Vs MOrLes

a 1/800

Nos primeiros animais, os resultades sac aparentemente paradoxais

uma vez que a dose 50% inferior induziu a uma protecdo relativamente
mais elevada. Fatc semelhante observado com outros tipos de vacinas
{5}, permite acreditar gue a dose de virus inativados tornariam as
cobaias mais sensiveis & agac patogénica da suspensao desafiante. Co-
mo este fenlmeno foi observado apenas com cobaias, nio recomendamos o
emprego desse animal nos testes de Koprowski.

A vacina adsorvida ao hidrdxido de aluminio induziu em bovinos, a
formagao de anticorpos em titulos relativamente elevados um mds apds
(Tabela 6}, © que concordou com as ocbservacoes realizadas por Larghi
(11) com a vacina produzida em células em monocamada. Por outro lado,
a Tabela 7 demonstra gque nivel adequado de protecdo pode ser adguiri~
de contra o desafio de 4x 108 DLgg (camundongo), de virus isolado de
morcego, com a inoculacgac de 3ml da vacina por via subcut3nea (SC).
Como um dos animals qgue apresentava titulo SN relativamente baixo
{1/5} resistiu 3 dose desafiante, acreditamos gue a imunidade media-—
da por celulas deve desempenhar papel importante na protecdo (5).

As passagens sucessivas de virus r3bico em sistemas celulares, sem
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retornc ao animal, pode induzir ou mesmo anular a sua patogenicidade
para animais susceptiveils, guando inoculados por via SC.

Tabela & - Resultados dos Tabela 7 - Resultadcs dos testes de SN e de pro-
testes de SN de 1l bovinos, tegac em 2 lotes, cada um com cinco bovinos ze-
reatizados 30 dias apds a bus mestigos, inoculados respectivamente, com
inoculacao da vacina adsor= 31,0ml e com 5,0ml de vacina adsorvida em hidro-
vida em hidroxido de alomi- xido de aluminio
nio
Animal Vacina . 33
Titule SM ng Sexo ml Protegao antes da apbs 2
Ani@al antes da 30 dias agés vacinagao vacinagac*
" vacinagdo 2 vacinagao 1 M 3 sobreviven <1/2 51725 <1/125
ez a2 S1718 <1750 2 F 5 sobreviveu <L/2 1/25
109 <1/2 <1/10 4 M 5 sobreviveu <1/2 =1/25 <1/12%
118 <172 1/1c 5 M 3 sobreviveu <1/2 >1/25 <1/125
123 <172 <1710 7 M 3 sobreviveu <1/2 /5
124 <172 S1/10  <1/56 8 M 5 sobreviveu <1/2 1/25
125 <1/2 <1710 9 3 B sobreviveun <l/2 1/25_
128 <12 >1/50 <1/250 10 ¥ E sobreviveun <i/2 »1/125
134 <172 51750 <1/250 12 M 3 sobreviveu <1/2 >1/125
161 <172 1/250 13 M 3 sohreviveu <1/2 >1/125%
178 *1/2 /e <1/50 Testemunhos (nao vacinados)
180 <1/2 1/250
2 M - morto <1/2 -
Dlgg do virus CVS = 106-0/9,03n1 - S0mirn. 5 M - sobreviveu <1/2 -
Fo de DLsg inoculadas = 46. 1 M - merto /2 -
14 M - morto <1/2 -
i5 M - moxrto <1/2 -

* Foram utilizadas 15DLgg.

0 mesmo parece ter ocorrido com a amestra PV na 7a&. passagem em nosso
laboratdrio. Resultados semelhantes foram obtidos por Larghi (comuni-
cagéo pessocal). Deve ser salientado gue a dose de 0,0025ml foi, ain-
da, suficiente para conferir 80% de protegao ao lote de 10 cobaias
vacinadas por via IM (Tabela 8}.

Tabela 8 — Prova de imunogenicidade do virus PV de 72. passagem, nao ina-
tivado, para cobalas de 500g, desafiadas com o virus CVS

Inoculagdo
Cobaia Titulo do Inocuidade* Protecao
ne Via virus (DL5q) Volume vivos/mortos (Koprowski) %
10 subcutznea 104.5/0,03m1 0,25 10/10 100
10  subcutdnea  104,5/0,03m1 9,25 a 1/10 10/10 100
10  subcutinea  104,5/0,03mi 0,25 a 17100 10/10 80
10 testemunhos intramuscular 80% de mortes

% At2 21 dias apds inoeulagao.
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Tabela % - Resumo dos protocolos das pro- Tabela 10 - Teste de potencia
vas de eficiencia com a vacina de uso ca- pelo metodo NIH*
nino e bovino*
Vacina
vacina Canina Bovina
Teste Canina Bovina Valoxr antigénico 3,9 10,3
— - - - - Valeor antigénico
Esterilidade Satisfatorio Satisfatodrio minimo requerido 0,4 0,4
pH 8,45 8,15
Inccuidade Satisfatdrio Satisfatdrio * Realizados no Centro Panamericano de

Zoonosis - Argentina.
Habel

titulo final 105,12 log 104,23 310g
protegao  132.060 DLsg 17.782 DLgp

% Realizado no Setor de Contreole de Vacina Anti~R3-
bicas do Servige de Defesa Sanitiria Animal de
Fleorianopolis.

Conclusoes

1. A amcstra PV de virus rdbico replica-se satisfatoriamente em cé&lu-
las BHK-21, clone 13 cultivadas em suspensac.

2. A vacina anti-rabica produzida por_este método foi eficiente para
a profilaxia da doenga rabica em cdes e bovinos.
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Summary

As a result of introduction of the Y medium in the enteric routine
the isolation rate of Shigella ffexneil nearly doubled. Among 80
positive cultures, the Y medium detected 36 (45%) strains that we-—
re missed on Hektoen agar plates.

Resumo
Eficacia do medlo ¥ para recuperacio de Shigelfa flexneri de fezes

Apds introduzir o meio Y na rotina de entercbactérias, o indice de
isolamento de Shigeffa gfexnerni praticamente duplicou. Entre 80
culturas positivas, o meio Y surpreendeu 36 (45%) linhagens gque nao
foram detectadas nas placas de agar Hektoen.

Recent reports indicate Yersdindia entferccolitica as a significant
cause of human diarrhea (Soltesz, L.V. & col., Acta Pathol. Micro-
biol. Scand., Sect. B, 88:11-16, 1980; Weissfeld, A.S. & col., J.
Clin. Microbiol., 11:196~197, 1980). Therefore, attempts to isolate
yeérsiniae are strongly desirable in c<linical bactericlogy laborato-
ries. With this aim we introduced in cur enteric routine a newly de-
veloped selective agar, the Y medium (Soltesz, L.V. & col., Acta Pa-
thol. Microbiol. Scand., Sect. B, 88:11-16, 1980).

All stocl samples submitted to bacteriological examination between
15 January and 15 April 1981 were directly plated on Hektoen enteric
agar (HE; Difco Laboratories), the medium currently used in this la-
boratory for isolation of Shdigeffa, and Y medium for Yeasinia. HE
plates were incubated at 37°C for 24h whereas the Y medium was incu-
bated at 29°C for 48h., After incubation, suspiciocus colonies from
both media, were screened in Russel double sugar agar, lysine-iron
agar, and Christensen uvrea slants (Merck), and identified by car-
riyng out standard procedures (Martin, W.J. & Washington II, J.A. -
Enterobacteriaceae, p. 159-219. In: - Lennette, E.H.; Balows, A.;
Hausler Jr., W.J. & Truant, J.P., eds. - Manual of clinical microbio-
logy. 3.ed. Washington, D.C., American $ociety for Microbiclogy, 1880).
Determination Of the serotypes were done by Bernard Rowe at the Ente-—
ric Reference Laboratory, London.

Of the 1150 specimehs examined one (0.09%) yielded Y. entercceli-
tica serotype 0:3 and 176 (15.3%) were positive for shigellae. Table
1 shows the comparative data for isolation of shigellae from HE and ¥
media. Y medium proved more effective for S. {lexreai, having found
36 (45.0%) strains that were missed on HE. Thus, on the basis of the
total number of shigellae isclated, introduction of the Y medium in
the routine work increased the recovering rate of Shigeffa from 12,2

Rev. Microbiol., S3oc Paulo, 14(1):36-37, Jan./Mar. 1983.
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to 15.3%. The serotypes of S. {fexneri which only were recovered from
the Y medium are shown in Table 2. They were not different from those
currently found among the strains isolated on other enteric media.

. . PR
Table 1 - Comparison between HE and Y media for Table 2 - Serotyping®™ of S.
recovering shigellae? fLexneni that only were re-
covered from the ¥ medium
Species HE pesitive HE positive HE negative
Y positive Y negative Y sitive .
- 2 Gt Serctype Subse- ¥o. of
S, dysentendiae 2 silo0}® 00} 6{0} rotype strains
S. ffexnend 38{48) 6(7}) 36{45)
. .. 1 ib 3
$. poyddd {0} 15{100C) 00y
S. sonnzd 010} TT(L00} 01(a) 2 2a 15
* 2b 2
a. Stools From 1150 persons were examined 3 3a
b, No. {I) of pesitive cultures.
4 da

2. Carried out at the Public
Hezlth Laboratory in Louden.

The 36 isolates were distributed among four serotypes, and 31 (86.1%)
of them belonged to one of three subserotypes (2a; 3a; 4a).

Shigellae are delicate enterckbacteria. The inoculation of fresh
stools on several plates of plain agar is the best way to isolate the
maximum number of shigellae (Edwards, P.R. & Ewing, W.E. — Identifi~
cation of enterobacteriaceae. 3.ed. Minneapolis, Burgess Publishing,
1972, 362p.). Thus, it was a great surprise that many strains of S.
{fexnesi missed on HE could be recovered from a highly selective agar
which is inhibitory for most entercbacteria and pseudomonads. Several
variables must have accounted for that discrepancy between the two
media, such as inoculum size, incubation time, and temperature of in-
cubation. In fact, temperature and time of incubation have influence
on the isolation rate of shigellae and salmonellae (Taylox, W.I. &
col., Appl. Microbiol., 25:940-944, 1973) . However, in the present
investigation, it appears that the better capacity of the ¥ medium
was do to its higher selectivity. The subcultures of all §. §Lexneal
strains, which only were recovered from the Y medium, also grew well
on HE plates.

This study points out that there is no perfect medium for the iso-
lation of all species of Shigelfa and suggests that, even in the pla-
ces where yersiniae is very rare it would be worth using the ¥ medium
because of its good performance for recovering S. flexnend.,
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Summary

The leptospiral strain Cf-1 (LT 63-72), isolated from the urine of
a dog with clinical signs compatible with leptospirosis, was iden—
tified by the cross agglutinin—absorption test as being identical
to the serovar copenhageni, of the serogroup Ictenchaemonrhagiae.
This was the first isolation of Leptosplta froem a dog in the State
of Minas Gerais, and the first time this serovar was identified in
Brazil,

Resumo

Leptospina interrogans, sonovar copenhageni, {sofado de cao em Belo
Honizonte

A cepa de leptospira Cf~1 (LT 63-72), isolada da urinz de um c3c
com sinais clinicos compativeis com leptospirose, foi identificada
pelo teste de absorgao de aglutininas como sendo identica ao soro—
var copenhageni, do grupo Icterchaemoirhagiae, Este foi o primeiro
isolamento de leptospira de cao mo Estado de Minas Gerais, e a pri-
meira vez que foi identificado esse sorovar no Brasil.

Introduction

Canine leptospirosis has been described in several countries. In
Brazil, it has not been studied, but the agent of the disease has
been isclated and its presence demonstrated histopathologically (1, 3,
4).

Serological surveys have shown the presence of antileptospiral ag-
glutinine in dog sera (2, 8).

The majority of infections are caused by serovars canicolfa and ie-
Lerohaemomhagiae (6) which have been isolated from dogs in Brazil and
identified by Guida (4). Serovar {cterchaemorrhagiae has also been i-
solated in Sac Paulo by Castro & col. (2).

Antibodies against other serovars have been demonstrated in dog
sera in Brazil (2, 7).

In Belo Horizonte the disease has only been diagnosed clinically.
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In April 1872, an icteric dog was brought toc the Veterinary School
clinic and attempts were made to isolated and identify fepfospina.

Material and Methods

Attempts were made to isolated lepfospira from blood and urine
collected by venipuncture and stored in glass vials, with and without
anticoagulant (oxalate) from an icteric dog. A small amcunt of plasma
was recovered from the oxalated bloocd sample after sedimentation of
the red blood cells; one drop on a slide with a cover slip, was exa-
mined under dark-ground microscopy (160 X magnification}. The urine,
collected by bladder puncture, was kept in a sterile vial, and cen-
trifuged at 1,500rpm for 10 minutes at 4°C. A second centrifugation
was done on the supernatant at 5,000rpm for 40 minutes. The sediment
was examined in the same way as the plasma.

Blood and urine were inoculated into tubes of Fletcher's semi-so-
1id medium. Four weanling guinez pigs were inoculated intraperitoneal-
ly: two with Iml of plasma and two with Im} of urine.

The serum was separated from the blood without anticoagulant and
tested by the microscopic agglutination test (MAT). Sixteen live cul-
tures of leptospires {Table 1) were used as antigens, grown for seven
days in Korthof's or Stuart's media.

Table 1 - Lepfospina serovars used as antigen in the microscopic ag-—

glutination test

Serogroup .Sercovar Strain
Tozenohaemohnhagiae Leterohaemearnhagliae RGA
Javanica javanica veldrat Batavia 46
Candcofa candieola Hond Utrecht IV
BaZZum castellond Castellén 3
Pynrogenes pyrogenes Salinem
Cynopiend butembe Butembo
Autumnalis autumnalis Akiyami A
Australis bratisfava Jez Brastislava
Pomona pomona Pomona
Grippotyphosa grippotyphosa Moskva V
Hebdomadis mind Sari

Wolf il 3705

Bataviae bataviae Van Tienen
Tarassovd tarassovi® Perepelicin
Panama panama % 214 K
Semaranga paioe Patoc I

* Previcusly known as hyod.

Specific hyperimmune serum was prepared from the isolated strain by
the inoculation of the live culture into a rabbit weighting aproxima-

tely 4kg.

The leptospiral isclate was adapted to Ellinghausen's liquid me-
dium, and the serogroup was tentatively identified by the agglutina-
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tion séreening test, using 12 antisera of known serovars (Table 2).
Determination of the serovar was made using the cross agglutinin-ab-
sorpticon test, between the isolated strain and the serovar copenhage-
ni {5).

Table 2 - Agglutination reactions of strain Cf-1 (LT 63-72) with
antisera against 12 leptospiral serovars of the screening battery

Antisera Recipreeal titer against antigen

Sercovar Strain Homologous CF~1
balium Mus 127 6,400 -
candieola Hond Utrecht 25,600 100
copenhagend M 20 12,800 6,400
bataviae Van Tienen 25,600 -
gaippofyphose  Hoskwa v 12,800 -
pyrogenes Salinem 12,800 100
aulumnaiis Akiyami A 25,660 200
pemona Pomona 51,2400 400
welifd 3705 5,400 -
australis Ballico 6,400 -
tarassovd Perepelicin 6,400 -
geengla LT 117 51,200 -

Results and Discussion

Organisms morphelogically identical to leptospires were seen in
the urine under dark-field microscopy.

The dog serum sample presented positive reactions for the serovars
brotislava {1:3,200) and Leterchaemornhagiae (1:100).

Leptospires were isclated from the dog's urine, as well as from
liver tissue of one affected guinea pig that was inoculated with uri-
ne.

The agglutination screening test indicated that the isolated
strain Cf-1 (LT 63-72) belonged to the serogroup L{citershaemornrhagice,
since it agglutinated at a high dilution with the serovar copenhagend
(Table 2} . The results of the cross agglutinin-absorption test showed
that strain Ci-1 is serologically identical to the serovar copenhage-
ndi, strain M-20 (icieichaemoarhagiae serogroup) (Table 3).

Table 3 - Results of creoss agglutinin—absorpticn test on leptos—
piral strain Cf£-1 (LT 63-72) with serovar copenhagenl, Leterchae-
morsthagiae group

Reciprocal titer against antigen

2 . .
Antiserum Absorbed Homologous Absorbing strain
with
Before After Before After
coperhagend CE~1 12,800 100 12,800 400

Cf-1 copenhagend 25,600 400 25,600 400
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This is the first time the serovar copenhagend was isclated in

Brazil, and it was the first isclation of leptospires from a dog in
Belc Horizonte.
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Resumo

Trinta e duas amostras de Pseudomorias aeruginosa foram expostas a

agzo combinada de gentamicina e carbenicilina, visando a deteccao

de efeito sinérgice, atravds do emprego de dois metodos: um teste

de difuszo em tiras de papel impregnadas com antibiotico e dispos—
tas transversalmente, ¢ ¢ procedimento padrio - "teste do tabulei-
ro de xadrez" em meio liquido. 0 teste padrao mostrou agso sinér-

gica para 20 amostras. Com oito, o sinergismo feol visto apenas em

relagac a um antibiotico. Para as 12 amostras restantes observou—

se efeito indiferente. O teste de difusdo detectou sinergismo para
13 amostras e acao indiferente para 10 amostras, o que corresponde
a 227 de resultados falso-negativos e 6% de falso-positivos, quan-
do comparado aos resultados obtidos com o procedimento padrao.

Summary

An evaluation of "in uitro"” methods fon studying the combined ac-
ity of gentamicin and carbenielllin on Pseudomonas aruginesa

Thirty two strains of Pseudomonas aeruginosa were exposed to the
combined action of gentamicin and carbenicillin, aiming to detect

a possible synergistic effect, by employing two methods: a diffu-
sion test with anribiotic impregnated crossed paper strips and the
standard procedure of checkerboard titration in liguid medium. The
checkerboard titration test showed synmergistic action for 20 strains.
With eight of them, the synergy was seen in relation to only one of
the antibiotics. For the remaininig twelve strains an indifferent ef—
fect was observed. The diffusion test detected synergy for thirteen
strains and an indifferent action for another group of 10 strains.
This corresponds to 22% false-~negative results and 6% false-positive
ones, when related to the effects obtained with the standard procedu—
re.

Introdugao

C emprege de associagdes de antibibticos tem sido apontado como re—
curso valido de infecgdes por germes resistentes, destacando-se o uso
simultaneo de gentamicina e carbenicilina nas infecgbes por Pszudomo-
nas aeruginosa (12, 13, 14). Esta associagao, no entanto, nem sempre
apresenta agéo sinérgica, podendo ser indiferente ou até mesmo anta-
gonica (2, 4, 7, 10). Trata-se portanto, de efeito que varia de acor-
40 com a amostra bacteriana testada.

Rev. Microbiocl., Sao Paulo, 14(1):42-47, Jan./Mar. 1983.
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0 efeito imprevisivel da associagao 1mpoe que se a avalie "in vi-
tro" em cada caso, para melhor orientagdo terapéutica. Classicamente,
emprega-se com esta finalidade o "teste do tabuleiro de xadrez" ou
de dilui¢do em caldo (1}, por demals onercso, em tempo e trabalho,
para ser utilizade rotineiramente. Faz-se portanto, necessaria uma a-
valiacao de métodos mais simples nas condi¢Oes do problema a ser in-
vestigado.

Com este intuito, selecionamos o teste descrite por Elek & Hilson
{(3) a ser comparado com o teste de referéncia.

Material e Métodos

Amosthas bacterianas — Foram selecionadas 32 amostras de P. aecrugine-
54, identificadas de acordo com provas descritas por Lenette & col.
(8). As amostras provieram de material cliinico variado, cbtido de pa-—
cientes hospitalizados ou atendidos ambulatorialmerte no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Hstado
do Rio de Janeiro.

Teste das tinas de papel de {ilLfre — Este método, descrito por Elek &
Hilson (3), consiste na utilizacao de duas tiras de papel de filtro
aplicadas em 3ngulo reto sobre a superficie do meio de Mueller-Hinton
sdlido (M.H.M.) (Difco}, em placas de Petri.

As tiras de 4 x lcm, absorveram em média de 200ul cada uma, quando
embebidas com as solugoes de gentamicina ou carbenicilina. A concen-
_trag3c destes antibidticos nas tiras atingiu a cerca de 6049 e 600HT,
respectivamente.

As placas foram incubadas a 37°C por 18 horas, para a difusao dos
antibidticos no meic, apds o que as tiras foram removidas. Cobriu-se
a superf1c1e do meio com uma folha de papel de filtro com 90mm de
didmetro e acrescentou-se indculo de 0,2ml, obtido por dlluzgao de
um cultivo de 18 horas a 37°C em meio de Mueller Hinton ligquido
(M.H.B.) (Difco). Esta diluigao correspondeu a0 tubo 0,5 da escala de
MacFarland. A semeadura foi feita com "swab", passado © vezes na su-
perficie do papel de filtro. Apds incubacac por 6 horas a 37°C, trans-
feriu-se o papel para placa de Petri contendo M.H.M. adlc1onado de
cloreto de Trifeniltetrazdlio {TTC-sclugac a 4% em 20% de dlcool, es-
terilizada por filtracao}, para evidenciar o crescimentoc do microrga-
nismo, pela redugdo & formazana, vermelha.

A leitura dos resultados fez-se de acordo com a zona de 1n1b1gao
chservada em torno das tiras, cujo padrao correspondeu d descricao
dos autores citados. As zonas de inibigao puderam ser interpretadas
como de acdo sinérgica, antagdnica ou indiferente (Fig. 1}.

Teste do "Tabufedino de xadrez" ou de difudlcao em caldo — Foram utili-
zadas placas de microtitulagac ("Limbro") com 96 cavidades de fundo
em U, comportando cada cavidade 200pi. As diluicoes de gentamicina
foram distribuidas nas fileiras de sentido vertical, enquantoc as de
carbenicilina, no sentido horizontal. Desta forma, pudemos testar am-
pos antibidticos iscladamente e em combinagbes e diferentes concen-
tragoes:as de gentamicina variaram de 1,25 a 25ug/ml e as de carbeni-
cilina, de 12,5 a 250ug/ml.

Para cada teste foi feito também um controle negativo, no gual in-
cubamos a amostra sem antibidtico. Os volumes utilizados foram 50ul
de solucdo de gentamicina, de carbenicilina e do inbcule. Nos orifi-
cios correspondentes a cada antibidtice isolado, adicicnamos © mesmo
volume de caldo, para manter as proporgoes de volume.
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Figura 1 - Padroes de associagac indiferente (4), antagonica (B) e sindrgica
(C) observados no teste das tiras de papel de filtro

G indculo foi padronizado por turvagdo equivalente ao tubo 0,5 da
escala de MacFarland, a partir de cultivo de uma noite em caldo. O
meio de cultura empregado neste teste foi o M.H.B,

As microplacas foram incubadas por uma noite a 379C e a seguir, u-
tilizando dispesitive apropriado ou seja, suporte com pontas de ago
(pregos} ccrrespondentes ds cavidades da microplaca, o indculo de ca-
da cavidade foi transferido para a superficie de agar M.H.M. em pla-—
cas de formato retangular. Seguiu-se nova incubagio por uma noite e
leitura dos resultados.

As concentragoes inibitdrias minimas (CIM) corresponderam is majio-
res diluigdes dos antibidticos capazes de impedir o crescimento bac-
teriano, o _gual foi avaliado pela turvacdo do caldo de cultura. As
concentracoes bactericidas minimas (CBM) foram relacionadas as maiores
diluigdes dos antibidticos gue mostraram auséncia de crescimentc na
semeadura feita em meio sclido, a partir do caldo sem turvagéo.

Consideramos sinérgico o efeito da associagdo, guando ocorria re-
dugdo da CIM ou da CBM igual ou superior a quatro vezes em relagac a
cada antibidtico isoladamente. O aumento equivalente da CIM e da CBM
foi interpretado como efeito antagdnico.

Resultados

Os resultados obtidos pelo teste de diluigd3o em caldo mostraram
que para 12 amostras a associagao de gentamicina e carbenicilina re—
sultou em redugdo significativa da CBM para ambos os antibidticos. A
associacac foi indiferente para 12 amostras o para 8 constatamos re-
dugac significativa de CBM de apenas um dos antibidticos.

Cabe ressaltar gue o sinergismo ocorreu apenas em determinadas
combinagdes de ambos os quimioter@picos, geralmente nas de menores
concentragoes. Na Qnica oportunidade em gue se detectou antagonismo,
este ocorreu na faixa de concentragbes elevadas de ambas as drogas. A
mesma amostra sofreu efeito sinérgico dos antibidticos em baixas con-—
centracoes.

Conforme observamos na Tabela 1, houve coincidéncia do método de
diluigao em caldo com o processo das tiras de papel de filtro em 23
ocasioes: em 10 casos a associagdo foi indiferente e em 13 casos foi
sinérgica para um ou ambos os quimioterapicos.

Das 12 amostras com as guais o teste de diiuigéo em caldo mostrou
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associacdo sinérgica para ambos antibidticos, 9 forneceram o mesmo
resultado com ¢ processc das tiras de papel de filtroe e em 3 a asso-
ciagac mostrou-se indiferente por este processo.

Tabela 1 ~ Resultados da comparagao dos efeitos da asso- Para 8 amostras
ciagao de gentamicina e carbenicilina pelos processos em gue a prova de
das tiras de papel de filtro e de diluigao em caldo dilunigao em caldo

mostrou sinergismo
para somente um an-
tibidtico, o teste
das tiras de papel
de filtro yrevelou

8 ¢ 1 3 2 15 efeito sinérgico pa-
ra metade das amos-—

MEtodo das tiras Método de dilunigao em caldo

de papel de filtro

Sqga Sg Sc 1 Total

I 3 0 4 10 17 N .
tras, sendo indife-
Total 12 ' 712 32 rente para a outra
metade.
S. Sinergismo; I. Indiferente; Sgc. Sinergismo parz gentamicina e
carbenicilina; Sg. Sinergismo para gentamicina/efeito indiferente Com 5 amost’ras
para carbenicilina; Sc. Sinergismo para carbenicilinaz/efeico indi- houve discordancia

ferente para gentamicina. absoluta entre os

resultados das 2
provas.

Considerando-se o processo de diluigdo em caldo como método de re-
feréncia e tendo como objetivo a detecgac de sinergismo, © processo
das tiras de papel de filtro forneceu 7 (22%) resultados falso-negati-
vos e apenas 2 (6%) resultados falso-positivos.

Discussao

Embora seja esperade o efeito sinérgico com associagdes de antibid-
ticos dos grupos das penicilunas e dos aminoglicosidecs (6}, este nao
ocorre invariavelmente; os resultados variam até mesmo com amostras
pertencentes a mesma espécie (5, 1l1).

0 estudo da agho de gentamicina e de carbenicilina sobre P. aerugi-
nosda tem demonstradc resultados imprevisiveis, no gue tange a observa-
¢ao de efeito sindrgico (7). Na avaliagi@o da viabilidade do emprego do
teste das tiras de papel de filtro (3) com este propdsito os resulta-
dos obtidos em comparagdac com a prova de diluigdo em caldo, mostraram
que, embora o primeiro oferega vantagens em relagao ao métode de refe-
rdncia, guanto a simplicidade de execugdo, deixou de detectar 7 de 20
casos de sinergismo, correspondende portanto a 22% de resultados fal-
so-negativos. Destes, 3 corresponderam a amostras em gue o sinergismo
havia se dado em relagao a ambos os antibidticos no teste do "tabulei-
ro de xadrez".

Observamos ainda que duas amostras revelaram efeito indiferente da
associagao no teste de referencia, e efeito sinergicc no teste de
triagem.

Lorian & Fodor (9), empregando o mesmo teste para o estudo da asso-
ciagao trimetropin e sulfametoxazol, em 20 amostras de Escherichia co-
#2i, obtiveram excelente correlagao dos resultados com a prova de di-
luicac em caldo.

A falha na deteccdo dos casos de sinergismo pelo teste das tiras de
papel de filtro poderia ser atribuida ao fato das concentragoes dos
antibidticos combinados serem diferentes daguelas usadas no teste de
diluigdo em caldo. E sabido que o efeito sinérgico & detectado apenas
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dentro de determinada faixa de combinagao de concentragaes, conforme
foi verificado em nossc estudo e apontado por outros autores (15). No
entante, as concentragoes dos antibidticos nas tiras de papel de fil-
tro foram calculadas de modo a se manter a proporgao usualmente em—
pregada em disco, no teste de difusido em agar, cencentragoes estas
que estdo relacionadas s concentracdes sanguineas. Entretanto, as
concentragdes empregadas na prova do tabuleiro de xadrez, tambsm sio
referidas aos niveis de concentragdo sanguinea. Portanto, & pouco
provavel que esta seja a causa maior da discordincia. A influénecia da
interagao guimica entre os antibidticos nas concentragbes mais ele-
vadas utilizadas nas tiras de papel ndo esti afastada.

A taxa de resultados falso-negativos encontrada no teste das tiras
de papel de filtro leva-nos a aconselhar a sua utilizagdo apenas como
processo de triagem, uma vez gue, guande pelo seu enprego, vier a ser
detectado sinergismo, o resultado deve ser significativo j& que foram
infregqlientes os resultados falso-positivos. Para casos criticos espe-
cificos seri aconselhivel o teste de diluiclo seriada em "tabuleiro
de xadrez".

Quanto & asscciagao de outros aminoglicosideos, verificacgoes simi-
lares foram assinaladas. Heineman & Lofton {5) estudaram o efeito
combinado da ticarcilina com gentamicina, tobramicina e amicacina,
tendo sido os resultados variaveis ndo s& de amostra para amostra,
como de um antibidtice para outro. Através da CIM dos antibidticos,
nao lhes foi possivel predizer o comportamento das combinagdes de an-
tibidticos, nem ¢ grau de sinergismo, gquando este ocorria,

A variagao de comportamento das amostras em relagio a associagao
gentamicina-carbenicilina, que ora atua de forma sinérgica, ora indi-
ferente, e até mesmo antagdnica, leva-nos a considerar gue, ac menos
em infecgdes graves por P. derugdinosa, se submetam as amostras isola—
das & verificag3o de sensibilidade 3quela associagdo, visando ofere-
cer melhor orientacao terapéutica,
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Summary

Iwenty strains of Veasinda enterocofitica of serotype 03, chemotype
4, phagetype VIII, were isolated from pigs with diarrhea, and tes-
ted for the presence of virulemce factors. The production of heat-—
stable enterotoxin (ST), assayed by the suckling mouse test, pre—
sented irregular resvits, suggesting differences between the ST of
Y. enterocclitica and Escherichia cofl. Evaluation of the ability
to produce ST, using the rabbit apd rat ileal-loop assay, presented
negative results, with one exception. The assay of heat-labile en-
terctoxin (LT}, using the modified passive-immunehemolysis test,
also presented negative results. The strains of V. enterocoliiion
studied @id not show evidences of adhesins, using the mannose—-re-
sistant hemagglutination test, with red blood cells of human, bo—
vine and guinea pig origin. The ability to cause keratoconjunctivi-
tis in the guinea pig eyes (Sereny test) was not detected in any
strain, but most were able to invade HeLa cells.

Resumo )
Fatores de vinulencia em Versinia enterocolifica isolada de suinos

Vinte amostras de Yersinia enferceofitica do sorotipo 03, quimioti-
po 4 e fagotipo VIIT foram isoladas de porcos com diarréia e eXami~
nadas quanto a presenga de fatores de virulencia, A produczo de en~
terotoxina termoestavel (S8T), ensaiada pelo teste do camundongo re-
cem—nascido, apresentou resultados irregulares, sugerindo diferen—
gas entre a ST de V. enferocolitica e Eschenichia cofi. Uma avalia-
¢ao da capacidade de produgao de ST, utilizando o teste de alga 1i-
gada em coelhos e ratos, apresentou resultados negativos, com ape-
nas uma excegao. A verificag3o da produgac de enterotoxina termo-
12bil, atraves do teste da imunchemdlise passiva modificado, apre~
sentou resultados negativos. As amostras de Y. enterocolitied estu—
dadas nzc mostraram evidencias da presengz de adesinas quando exa-
minadas pelo teste de hemoaglutinagao manose~resistente, utilizan—
do-se hemaciag humanas, bovinas e de cobaias. A capacidade de cau—
sar ceratoconjuntivite em olho de cobaia (teste de Sereny) nao foi
verificada em nenhuma das amostras estudadas, mas a maioria foi ca-—
paz de invadir celulas HeLa.

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 14(1):48-54, Jan./Mar. 1983,
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Introduction

Vensinia enterocofifica has been isolated from several animal spe-
cies. Pigs are regarded as a reservoir for human infections, and the-
re are some evidences between association of this bacteria and field
cases of diarrhea (2}).

The mechanisms of pathogenicity for this germ were obscure until
recently. It is now known that the production of heat stable entero-
toxin (ST) {3, 17), and the ability to invade HeLa cells (14, 15} and
cause keratoconjunctivitis in guinea pigs (21), can explain the viru-
lence of some serotypes. However, these factors have been thoroughly
investigated in human isclates of V. enferocofitica only (3, 17).

It appears there are no references in the literature about patho-
genic mechanisms of ¥. entenocofiiica diarrhea in pigs.

Material and Methods

Strains — Twenty isolates of Y. enferccofdltica (designated 15, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, Pen 2, Pen 10
and Pen 12), recovered from outbreaks of diarrhea in 8 different pig
farms around the ¢ity of Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil, we-
re examined.

The biochemical identification of the strains, was performed by
means of the API 20 E System (Analytab Products Inc.), and the sero-
typing, chemotyping and lysotyping were carried out in the Centre Na-
tional des Yersinias, Institut Pasteur, Paris.

Assay of heat-stable enterotoxin - After cultivation for 48 hours at
260C in the Casamino Acids-Yeast Extract (CAYE) medium (7) and in the
mediwn described by Pai & Mors (17) the 20 cultures were centrifuged
at 6.000rpm for 30 minutes. The supernatants were assayed using the
suckling-mouse test (6), using five animals 2-3 days old for each
sample. Four hours after the injection, the animals were kilied, and
results were considered positive when the ratio weight of intestines/
weight of carcass was egual ox higher than 0.085, for each bkatch of
animals. Tests with results between 0.07 and 0.085 were repeated

and samples showing values below 0.85, in all successive tests,

were considered negative. At least four lots of five animals each,
were used for sample.

The samples 22, 23, 24, 27, 29, 30, 31, 33, Pen 1¢ and Pen 12 were
also assayed for ST production using the rat ileal-lcoop assay {(19).
Three loops were made in each animal, measuring about 10cm each,
starting at the ileo—-caecal junction, in the back-front directiocn. In
each animal was inoculated: a. Positive control ({(Escherichia coli se-
rogroup 0128 producing only $T}; b. Negative control (CAYE medium)
and, c. Test sample (supernatant of the cultures of the different Y.
enterocolitica strains ,grown on CAYE medium, incubated under agita-
tion {150rpm) at 26°9C for 48 hours). At least two animals were used
for each sample in a volume of 0.5ml in each intestinal locp. Six
hours after inoculation, the animals were killed. Values of the ra-
tio, volume of fiuid inside the loop (ml) lenght of the loop (cm) a-
bove 0,lml/cm were considered positive, based on resulis obtained
with the positive and negative controls.

The samples 22, 23, 24, 30 and Pen 12 were further assayed for ST
production, with the use of the rabbit ileal-loop assay method (11}).

The controls and test samples were prepared as described for the
rat ileal-loop assay, using two rabbits for each test sample.
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Assay o4 heat-Labife enterotoxdn - Cultures in CAYE medium incubated
under agitation {150rpm) for 48 hours were used. After incubation,
the cultures were treated with polymyxin (8), and examined using the
nodified passive immunehemolysis technique (5}, without the addition -
of mitomycin,

Mapnose-resistant hemagglutinaticon tesi - The test and reagents were
the same described by Jones & Rutter (13), for the assay of the K88
antigen of £. cofdi. As controls for the reaction E. cofi K88~ (Strain
K12 M4) and K88+ (Strain G7 - 08:K87; K88a,b:E1Y) were used.

The ability to agglutinate human red blood cells (RBC} in the pre-
sence of D-mannose was also assayed, using RBC of the A group. The
test was identical to that described by Evans & col. (9) for the i-
dentification of CFA/I antigen in E. cofi. The assay of the CFA/II an-
tigen followed the technique of Evans & Evans {(10), using bovine ins-
tead of human RBC. As positive and negative controls, E. coli strains
PB 176 and P8 176p were used, respectively.

Assay of dinvasdve abilify - Two tests were used: ability to invade
HeLa cells (14}, and the experimental infection of guinea pig eyes
{21) . In the later test, the inoculum was a culture of V. entergccoli-
tica, incubated at 26°C for 48 hours, in the medium (17). The growth
was suspended in (0.15M saline solution, and standardized to a concen-—
tration of 2 x 108 bacteria/ml. One guinea pig was used for each test,
and 0,1ml of the suspension was incculated in one of the eyes.

The other eye, left as negative control, was inoculated with E. co-
£i K12 (M4). In each batch of tests, a positive control (E. c¢li 489)
showing positive results in the Serény and HeLa cell invasion tests,
was included.

Results

All strains showed a uniform biochemical pattern, and were identi-
fied as Y. enterocolitica, serotype 03, chemotype 4 and phagetype VIII.
All strains presented negative results, concerning LT production.

Table 1 - Results of the suckling-mouse test for the assay of heat~stable
enterotoxin (ST) produced by ¥. enterccolifica strains

Cuiture mediur used for ST production

Strain

o cave (rIsC)a Pai and Mors (RI/C}
Positive results Negative results Positive results Wegative results

22 1/5P {p_13)¢€ 4/5  (0.067) 174 (0.087) 34 {G.071)
23 2/6  {0.087) 4/6  {0.065) 2/5 {G.034} 3/5% (9.087)
24 176 (G.14) 5/6 (0.045) 0/4 4/4  (0.084)
26 L/5  (e.098) 4/5 {0,057} /4 4/4  (0.058)
30 2/5 {C.095} 3/5  {0.074) 0/4 4/4 (0.057)
Pen 10 1/5 (0.121} 4/5  {¢.086} 0/4 ¢/4  (0.06)
Pen 12 /5 5/5  (0.054) 2/4  (0.106) 274 (0.071

1%, 17, 18, 19,

20, 21, 25, 27, <0.97¢ <0.07°

2%, 31, 32, 33,

Pen 2

a. Ratio weight of intestine/weight of carcass; b. Number of lots of 5 mice each, whose results are 2ither posi-
tive or negative; c. Mean walue of R I/C.

Results for ST assay using the suckling-mouse test are presented in
Tab}e 1. The results obtained for the six strains producing ST on CAYE
medium were very irregular, and in Pai and Mor's medium only 3 strains .
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produced ST. In this last medium, the results were also very irregqu-
lar.

Table 2 - Comparison between the rabbit ileal-loop Results for ST assay
and the suckling mouse tests, for the assay of on the rabbit ileal-lcop
heat—stable enterotoxin (8T} produced by ¥. entfe- test are presented in
Aoeolitica strains Table 2. Among the
strains tested by this
Tests test, only strains P12
_ Sample confirmed the results
identification Suckling-mouse Rabbit ileal-loop obtained with the suck—
22 (+1a 0,011b 1J,ng mouse test.
23 (+) 0,043 Results for ST pro-
24 (+) 0,05 duction on the rat ileal-
10 (+) 0,08 loop test are presented
12 +) 0,241 in Table 3. All strains
Fen ! presented negative resul-
Positive control ts.
(E. coldi 0128 (ST+)} + ¢,256
Negative control ) All the strains stu-
(CAYE medium} - 0,013 died presented negative
results in the mannose-
a. (#) irregular results in the suckling mouse }t;es; (Taizii)});_ resistant hemagglutina—
b. Values of the ratio volume of fluid inside the loop (ml)/si - ; .
ve of the loop (cm) (average). tion test, with human and

bovine RBC. These results
indicate absence of CFA/I
and CFA/IX antigens. Re-~
sults for the assay of

K88 antigen presented ve-
ry low titers, never abo-
ve 1:4, indicating absen-
ce of the K88 antigen.

The assay of invasiveness presented different results in the 2
tests used. In the S@reny test, all V. enterccolitfica strains were ne-
gative (absence of ocular reaction}. Using the HeLa c¢ell invasion test,
all but one strains {n? 20) were able to invade the cell line.

Table 3 -~ Results of the rat ileal-loop test for the
detection of heat-stable eanterotoxin (8T) produced by
Y. enterocolifica strains

R y/s2
Sample
ircculated sample lgositiye contrel Negative cor_ﬂirol
. celi 0128 {8T) (CAYE medium)

22 a,029" 0,227 2,004
23 0,027 0,199 0,031
24 9,007 ¢,213 8,026
27 9,055 0,234 6,009
25 0,014 0,169 0,031
30 06,0138 0,188 G,020
31 6,023 6,133 G,014
33 6,007 0,199 0,049
Pen 10 0,033 0,222 0,006
Pen 12 0,006 0,172 0,002

a. Ratio volume of fluid inside the loop (ml)/size of the loop {cm}; b. Average
values of R V/§.
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Discussion

The pathogenesis of the diarrhea produced by Yersinia enterscoli-
Zi{ca in humans and animals is still obscure. Several authors have
suggested that the production of enterotoxin ST could explain the
symptoms cbserved. Boyce & ccl. (3} detected the presence of this to-
Xin in seven strains of the serotype 08, and demonstrated that it was
similar to the ST produced by E. colfi (concerning heat-stability),
methanol solubility and intestinal dilatation in newborn mice). Ente-
rotoxigenicity was detected in different rates by different workers;
Mors & Pai (15} described that 9%0.9% of V. enferccofifica 03 included
in their work were toxigenic, while Okamoto & col. {16) described
that only six out of 23 strains of the serotype 03 (26.08%) produced
ST.

The serotype 03 is one of the types most freguentliy found in asso-
ciation with human infection. Concerning this and two other biclogi-
cal markers (chemotype: 4 and phagetype: VIII}, it is accepted that
the pig is the main reservoir of the infection (12). In the present
study, the 20 strains studied presented these characteristics. Howe-
ver, regarding ST production, the results are similar to those found
by Ckamoto & col. (16)}: only 6 (30%) out of 20 strains were able to
preoduce this enterotoxin.

In spite of the inhibitory effect of glucose on ST producing by
E. coli (1}, the production of this toxin by V. entferocofifica in the
medium recommended by Pai & Mors (17} (containing 0,44% of this car-
bohydrate) was also studied. One sample {Pen 12}, negative for ST
production when grown on CAYE medium, produced the toxin in two out
of four tests carried out with Pai and Mors medium. However, the to-
tal number of strains producing ST in the medium containing glucose
was much lower than in the medium without the carbohydrate, which is
in agreement with the data of Alderete & Robertson (1).

The use of the suckling mouse test for the detection of ST of V.
enfenocolditicn presented irregular results {(Table 1). In the condi-
tion of our experiments, a single culture, assaved on different days,
presented alternatively positive and negative results. So far we do
not have any explanation for these findings. However, this difference
of behavior between ST of VY. enferccolitica of pig origin and E. colfdi
in the suckling mouse test, suggests marked differences between their
toxins, at least concerning biological activities. In relation to E.
cofl, two types of enterotoxin ST have already been detected: STa and
STb (4); therefore it is not surprising that the ST of V. enferccoli-
tica would be different of the ST produced by E. c¢fi. Based of these
facts, and in the finding that the production of ST "in vivo" by Y.
enterocolitica has never been detected (3, 20), it is recommended
that the production of enterotoxin ST by the 03 serotype would be
better evaluated, as a virulence factor. The test in the rabbit (Ta~
ble 2) showed that only one sample (Pen 12) was able to produce di-
latation of the inoculated loop. These results are in disagreement
with those obtained by Robins-Browne & col. (20), but they tested a
small number of strains (three).

The gut ligated test in the rat did not show any reaction to the
supernatants of several VY. enferocefitica strains, including those
showing positive results in the suckling mouse test. Concerning LT
production, negative results were also cbtained by other workers (16,
18, 20).

Some workers have reported intestinal colonization by Y. enfercco-
{{tica after experimental infection of rabbits (19). Working with
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strains of swine origin, we did not find evidence of mannose-resis-
tant hemagglutination, using human, bovine and guinea pig RBC. These
results indicate that CFA/I, CFA/II and K88 antigens were not present
in the strains studied. So, in the present case, we can assume that
colonization if positive, was mediated by adhesins not assayed in our
work.

All the strains siudied were not invasive, when examined using the
Serény test. If we consider that all the strains studied belonged to
the serotype 03, our data are in agreement with those reported by
Mors & Pai (18): they observed that only strains belonging to the se-—
rotype 08 were able to cause keratoconjunctivitis in guinea pigs.

On the other hand, all strains but one were able t£0 invade HelLa
cells suggesting that invasibility among Veisinia enferccclifica is
better detected in HeLa cells. Similar results have been described
elsewhere (15, 22).

Apart from the commented need for better evaluation of ST of Y.
enterccolifica as a possible virulence factor we presently support
the opinion that the invasive ability, detected by the HeLa cell in-
vasion test, is the scle mechanism that could explain its enteropa-
thogenicity for pigs. In spite of the fact that in rabbits a correla-
tion was demonstrated between HelLa cell invasion and enteritis, fur-
ther studies to clarify the relationship between Y. enfenccolilica
infection and diarrhea in pigs are justified.
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InFormMacAo TEcnico-CIENTIFICA SBIY

Harrison, D.E.F.; Higgins, I.J. & Watkinson, R, - Hydrocarbons in bio-
technology. London, Heyden & Son, 198p., 1980. US$ 40.50.

0 livro & constituido de 12 conferéncias que foram apresentadas no
encontro organizado pelo Instituto do Petrdleo, Inglaterra, em setem—
bro de 1879. E o segundo de uma série, sendo o titule do primeiro "The
0il Industry and Microbial Ecosystems". Serd feita a tradugdo direta
de cada um dos tOpicos seguido de um breve comentario. Perspectivas
histbricas (J.R. Quayle} — O autor faz breves consideragoes sobre a
provavel atmosfera primaria e secundaria da terra e passa imediatamen-
te a relatar os primeiros estudos de microbiologia de hidrocarbonetos,
por exemplo Bothytis cinera em 1895, os trabalhos de S&hngen no labo-
ratdrio de Beijerinck na Holanda com Baciffus methan&cué com interes-
santes detalhes. A melhor parte deste capitulo & a visao em termos de
perspectivas de novos desenvolvimentos de importadncia para a biotecno-
logia de hidrocarbonetos, com énfase inica em microbiologia.

Interagoes de microrganismos com hidrocarbonetos (R.J. Watkison).
Este capltulo & didaticamente organizado. E apresentado trés princi-
pais mecanismos de interagao inicial de hidrocarbonetos com a célula
microbiana. Estes mecanismos sac hipotéticos {o leitor nao deve se es-
guecer da insolubilidade em Agua dos hidrocarbonetos, o gue dificulta
usad-los como substrato para os microrganismos). O autor organizou uma
tabela, de importhncia indiscutivel, onde apresenta variocs microrga-
nismos com seus susbstratos especiais (hidrocarbonetos) e a natureza
de seus agentes emulsificantes com referéncias. Discute modificagoes
citoplasmaticas de células transferidas de meio contendo succinate pa-
ra ciclohexano como fontes de carbono (micrografias eletronlcas)

Predugio de acido organlco a partir de hldrocarbonetos (L.M.
Miall} - Basicamente, & focalizado neste capitulo a produgao de &cido
citrico, a partir de parafina. O autor patenteou um processo de pro-
dugdo deste &cido por cultura continua, utilizando-se de uma levedura.

Metanol como substrato: aspectos tedricos (C. Anthony) - 0O autor dis-
cute o assunto, levando-se em conta que metanol & o primeiro produto
de oxidagdo do metano e, como tal, apresenta diversas vantagens sobre
outros hidrocarbonetos como substratos tais como: nac & explosivo (o
que torna a operagao com fermentadores mais segura), & liguido de fa-
cil transporte, © metanol residual & facilmente removido do produtoc,
oxigénio nao & requerido, e hA um grande nimero de bacterlas e leve-
duras que crescem em metanol. O interesse imediato & a sua utilizagao
na producdo de proteina de unicelulares (SCP). Sao discutidas as vias
de assimilacgao, a oxidacao do metanol, a fosforllagao oxidativa (nao
obstante tenha mencionado no inicic que oxigénio nao & requerido), e
o uso de metanol para produgac de metabolitos {(ceto-acidos, acidos
carboxilicos, aminodcidos e vitaminas).

Proteina de unicelulares: tecnologia, economia e potencial futuroc (G.
Hamer & D.E.F. Harrison) - Como o sub-titulo deixa transparecer sao
abordados apenas aspectos gerais do processo depois de ter apresentado
uma 1nformagao estatistica que da base e importancia ao assunto de
proteina de unicelulares a partir de hidrocarbonetos.

Transformagbes gue utilizam células intactas (J.W. Drozd) - E a parte
mais fraca dc livro, por demais generalizada. Focalizam basicamente o
assunto de células imeobilizadas relacionandc vantagens e desvantagens
do processo.

Transformacoes por monoxigenase metanica (H. Dalton} - Monoxigenase
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metanica tem a habilidade de colocar um (nico Stomo de oxigénio numa
grande variedade de hidrocarbonetos, © que apresenta uma grande pos-
sibilidade para a indlstria petroguimica. 0 autor tem trabalhado com
esta enzima de origem bacteriana "in vivo" e "in vitro" demonstrando
muita vivéncia do assunto. Faz comentiarios sobre os microrganismos,

a enzima, a oxidagéo de alcanos, alcenos, aliciclicos, aromaticos e
heterociclicos. Discute sobre a especificidade de doadores de eld-
trons e o uso de ¢é€lulas intactas.

Transformagdes de hidrocarbonetos aromaticos (R.B. Cain) - A grande
estabilidade dos anéis aromaticos recebeu uma atencio toda especial
por parte dos editores, sendo este o capitulo mais completo do livro.
Fica claro ac leitor que tudo o que se sabe sobre a biotransformacgdo
de hidrocarbonetos aromidticos por fungos, bactérias, algas e plantas
superiores & agui relatado. O autor discute o uso de mutantes.

Lipidios microbianos derivados de hidrocarbonetos (C. Ratledge) - Em-
bora, no momento, ha pouca oportunidade para este assuntc, em termos
de biotecnoleogia, o autor o explora profundamente, pois & pesguisador
nesta area. £ discutido o tipo @e lipidios formados e microrganismos
que crescem em alcanos. Mais especificamente $&0 vistos acidos graxos,
ceras, lipidios extra-celulares ¢ bicemulsificantes gue sdo formados.

Possibilidades genéticas para expandir a acdo de transformacdes micro-
bianas (P.A. Williams & F.C.H. Franklin} - A maior parte do capitulo
& um sumdrio muito bem feito dos processos gendticos de melhoramento
usados em microbiologia. Apenas um caso concreto & citado em P. putfd-
da onde h3 um plasmidic degradativo de tolueno (TOL).

Micrerganismos na extragao de petrdleo (A.D. Forbes) - O autor discu-
te a importancia e urgéncia de se usar qualquer método que possibili-
ta o aumento da extragac de petrdleo. E discutido o usoc de microrga—
nismos e muito bem apresentado os fatores gue influenciam o bom de-
sempenho tais como, temperatura, pressao, salinidade, aercbiocse ou
anaerobiose, fonte de carbono e nutrientes. E feita uma revisao do
assunto com dados especificos de experimentos j& realizados e uma
projegdo para o futuro.

Eletroenzimologia e cé&lulas de biocombustivel (I.J. Higgins; R.C.
Hammond; E. Plotkin; H.A.C., Hill; X. Uosaki; M.J. Eddowes & A.E.G.
Cass) - Embora relacionados, os dois assuntos s3o apresentados inde=-
pendentes pelos autcres. No primeiro caso, & discutide o grande uso
pratico dos eletrodos na utilizagao de oxigenases em geral e mais es-
pecificamente monoxigenases no suprimento do poder redutor. No segun-—
do caso, & descrito o gue venha ser uma célula de biccombustivel (ar-
tificial) e o uso de células bacterianas imobilizadas como células
produtoras de bioccombustivel.

0 livrc nao apresenta os recursos modernos das tipografias, natu-
ralmente porgue desejou-se uma impressac rapida. £ entretanto, de
leitura facil, atualizado e cada capitulo exposto com muita autorida—
de. E recomendado a todos os interessados em biotecnologia de hidro-
carbonetos.

Daison Olzany Silva

Dept? de Biologia Geral
Universidade Federal de Vigosa
Campus Universitario

36570 Vigosa MG
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Laskin, A.Il. & Lechevalier, H.A., eds. - CRC handbock of microbiology.
I¥ - Microbial composition: carbohydrates, lipids and minerals. 2.ed.
Fiorida, CRC Press, 72%9p., 1982. US$ 83.00.

O principal objetivo do presente livro & servir como fonte de re—
ferancia com relagao aos componentes das células microbianas, especi-
ficamente: carbohidratos, lipidios e minerais. O livro fornece as es-
truturas, as constantes fisicas e as constantes de migragao cromato-
graflca e eletroforética de aldoses, cetoses, agucares aminados, aguv
cares acidos e seus derivados, glicolipidios, acidos graxos, lipidios
complexogs e esterdoides. Szo fornecidos, ainda, dados sobre polissaca-—
ridios de algas, composicdo de parede bacteriana e de parede de fun-
gos, dados sobre endotoxinas bacterianas e carbolidrases. Em todos os
capitulos, hid uma preocupagic de correlacionar a composigao com a ta~
zionomia do organismo do qual os compostos foram isolados. O capitulo
*Lipidios na taxicnomia bacteriana® n3o sd apresenta tabelas com da-
dos & referénc1as bibliograficas analisa, com proprledade, a parti-
cxpagao das variaveis que afetam a com9051gao lipidica dos microrga-
nlsmos. No tdpico gue trata dos minerais sac apresentados os fatores
inorganicos que participam da atividade enzimdtica, fornece dados so-
bre os compostos transportadores de ferro e ainda sobre os citocromos.
0 livro contém ainda uma secgac misceldnea aonde sio apresentados os
métodos para obtengao de extratos livre de c&lulas, para isclamento
de parede de fungos e ainda fornece tabelas contendo os diferentes
parametros fisico-quimicos sobre a centrifugagao diferencial de orga-
nelas intracelulares.

Embora os autores procurem dar um nimerc mais abrangente de infor-
magGes sobre os t&picos abordados, abrangéncia e a atualidade do 1li-
vro ficaram sensxvelmente prejudicadas pela desatuallzagao da litera-—
tura, visto gue sO excepcionalmente aparecem citagoes de trabalhos
posteriores a 1975. A explicacdo para este fato talvez esteja que
ruitas das tabelas apresentadas 530 COplaS daguelas publlcaqoes ne
Handbook of Biochemistry cuja tGltima edicac foi em 1975. Além disso,
alguns artigos sao reprodugtes ligeiramente modificadas de outros pu-
blicados anteriormente pelos mesmos autores. C grande mérito do livro
estd em agrupar em um unico texto, os dados esparsos na literatura,
facilitando ac microbiolegista o acesso & informagbes manuseadas nor-
malmente pelos especialistas da area.

Glaci T. Zancan

Dept? de Bioguimica UFPR
Caixa Postal 939

80000 Curitibka PR

UNDP/WORLDB BANK/WHO - Quarterly bibliography of major fropical disea-
ses, 5{}):1-83, First quarter, 31982; 5{2):1-96, Second quarter, 1982.

A Organizagaoc Mundial da Satde (WHO), com a co-participagao do
Programa de Desenvolvimento das Nagdes Unidas (UNDF) e do Banco Mun-
dial (Werld Bank) iniciocu um programa global de cooperacio téenica
internacional, em resposta aoc imensoc e crescente problema das doengas
tropicais e em reconhecimento 3 necessidade de pesquisas para sanar
as dificuldades gue impedem © controle dessas doengas.

Este Programa Especial de Pesquisa e Treinamento em Doengas Tropi-
cais (TDR) incluiu em seu contexto a publicagao Quarterly bibliogra-
phy of major tropical diseases, gue resulta da colaboragao entre a
U.S. National Library of Medicine {NLM) e ¢ referido programa finan-
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-ciado pelo UNDP/World Bank/WHO. Por meio do Sistema MEDLARS de recu-
peragdo e estocagem de informagdo cientifica, a NLM proporciona cé-
pias de sua bibliografia computorizada para impressdo e distribuigao
pelc TDR.

Da mesma maneira gue o Index Medicus, também produzido pelo mesmo
sistema da NLM, esta publicagao lista todos os trabalhos por dupla
entrada: segao de assuntos e segdo de autores. Além disso, muitas das
referéncias citadas sic acompanhadas de resumos em lingua inglesa {(na
se¢ao de autores). Os titulos dos artigos sao enunciados em inglés e,
conforme o caso, em ingléds e em sua lingua original.

Todas as referéncias bibliograficas contidas nestas publicagdes
trimestrais relacicnam-se 3s seis doengas tropicais consideradas mais
importantes: maléria, esquistossomose, filariose, tripanossomiases
(doenga de Chagas e doenga do sono africana), lepra e leishmaniose.
FPara cada uma delas, na primeira parte das publicagoes (secdo de as-—
suntos), encontra-se detalhadamente especificada a natureza dos temas
abordados nos trabalhos, enguanto que na segunda parte {segao de au~
tores) siZo divulgados oS seus resumos.

Nos dois primeiros nimeros de 1982, sao observados varios aspectos
das doengas tropicais selecionadas. Assim, caracteristicas bisicas
{parasitologia, imunologia, microbiologia, patologia, metabolismo,
genética, farmacologia, etc), clinicas {diagndstico, terapéutica,
complicagdes, etc), epidemioldgicas ou de prevencao e controle dessas
patologias estao contidas nos trabalhos listados.

Pela sua abrangéncia e praticidade de consulta, esta divulgagao
bibliografica pode se constituir em subsidio valioso para os estudio-
sos dos processos infecciosos que mais afetam os povos gue vivem nas
zonas tropicais.

Augusto Cezar Montelli

Dept? de Clinica Médica
Faculdade de Medicina de Botuca~
tu

Campus de Botucatu

18600 Botucatu SP

PTant,'D.w.; Reimers, N.J. & Zinder, N.D., eds. - Banbury report: pa-
tenting of 1ife forms. New York, Cold Spring Harbor Laboratory, 337p.,
1582.

0 rapide desenvolvimento da biologia molecular, a partir de 1953,
causou tré&s grandes impactos sobre a cidncia e a sociedade. O primei-
ro, eminentemente tecnoldgico, levou & euforia de se situar a biolo-
gia como a grande solugdo dos problemas atuais nas areas de sadde,
energia e agropecuaria. O segundo, que se revelou depois altamente
inconsistente, foi provocado pelo receio da "criacao" de organismos
perigosos, capazes de comprometer atd a vida sobre a terra. O tercei-
ro, ainda atual, diz respeito aos aspectos legais e morais da manipu-
lagdo dos seres vivos. :

Ultrapassados tante o grande "boom" do mercado de capitais, como
05 receios aparentemente infundados do aparecimentoc de organismos de-—
vastadores e incontrolaveis, as pclémicas persistem em relagdo aos
aspectos morais e legais da manipulagao geénica. Entre esses aspectos,
merece destaque o do patenteamento de seres vivos. Tal controvérsia
atingiu o seu apice quando a Suprema Corte dos Estados Unidos da Ama-
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rica concedeu a primeira licenga de patenteamento sobre um organismo
vivo, em 1980, a A. Chakrabarty.

Apoiado no interesse técnico-cientifico quer do ponto de vista
bioldgico, guer do ponto de vista juridico e, particularmente, no in-
teresse do piblico em relagdao ao assunto, & que P. Sharp, J. Sambrok
e J.D. Watson propuseram a V.K. McElheny a organizagao de um ciclo de
debates sobre ¢ assunto.

O encontro foi realizado de 18 a 21 de outubro de 1981, no Banbury
Center do Cold Spring Harbor Laboratory, contando com a participagao
de cientistas, advogados, juizes e representantes de companhias in-
dustriais. 0 livro em pauta resultou do encontro e traz os diversos
aspectos abordados no evento, incluindo-se as discussoes mantidas du-
rante as sessoes.

Estruturalmente, o livro (como o encontro), estad dividido em seis
partes: ’
1. tdpicos cientificos, abordando o aspecto histdrico, os anticorpos

moncclonais e varias facetas do DNA-reccombinante;

2. discussio aberta sobre os tdpicos cientificos;

3. topicos legais, com uma visdo geral do sistema americano de paten-
tes, comparagac com os sigtemas europeu e alemac e outros aspectos
iegals;

4., sistema de patentes da indistria de semicondutores: problemas <©o-
muns, particularmente de protegao da patente;

5. discussiac aberta sobre os tdpicos legais;

6. revisio da lei das patentes e do sistema judicidrioc e sua adequa-
gao ao patenteamento de seres vivos. :

Do ponto-de vista da biotecnologia, o livro cont®m uma boa revisio
dos aspectos bi3sicos da microbioclogia e da biclogia molecular rela-
cionados com o DNA-reccmbinante. Do ponto de vista juridico, torna-se
um documento histdrico e técnico do sistema americano e fornece sub-
sidios fundamentais sobre o problema.

A legislagao brasileira n&o prevé o patenteamento de seres vivos.
No momento em que varios laboratdrios comegam a receber forte apcic e
aumentam as possibilidades de desenvolvimento de uma tecnclogia avan-
cada, "Patenting of life forms" torna-se um documento precioso nao sbo
para os bidlogos, mas, particularmente, para os responsiveis pela le-
gislagéo nessa area, como referencial de estudos, visando~se a ade—
quagio das nossas leis e a proteg@o do nosso patrimdénio tecnoldgico.

F. Penalva da Silva

Conselho Nacional de Desenvolvi-
mento Cientifico e Tecnoldgico
CNPq/SPI

Av. W3 Norte, Quadra 511

70000 Brasilia DF

Quie, P.G. & Kass, E.H., eds. - The pneumoceccus and pneumococcal
vaccine. Chicago, The University of Chicago Press, 1982. US$ 35.00.

0 material gue compde este livro foi publicado originalmente nas
"peviews of infectious diseases", volume 3, nimerc 2 e Suplemento,
Margo-Abril, em 198L. '

Aguela apresentacao original correspondeu a dois encontros cien—
tificos. De acordo com os editores, desde as publicagoes devidas a
Hefron (1939) e a White (1938) (que coincidiram com o inicio dos
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dramaticos resultados alcancados pela gquimioterapia) aos estudos que
compendiassem a biologia desses microrganismos, passou-se a atribuir
interesse apenas histOrico, a despeito de permanecerem ignoradas os
mecanismos pelos quais os pneumococos produzem doenga, ac lado de que
0 problema persiste, embora de uma forma mencs alarmante. De fato, o
tributo que ainda cobram os pneumococos & do conhecimento de todos os
neonatalogistas e bacteriologistas clinicos, principalmente quando
lidam com as meningites do recém-nato.

A primeira parte do volume em apreciag¢o lida com estudos scbre a
pato-biologia do pneumoccco e corresponde a um encontro realizado na
sede da "Xroc Foundation", na Califdrnia. As comunicagoes cobrem es-
tudos sobre os componentes da superficie do pneumococo, seus bacte-
ridfagos, modelos para estudo da resposta imune, epidemiologia da
doenca e das formas resistentes e antibidticos - que tem sido encon-
tradas em anos recentes - e os mecanismos de agressac e de defesa du-
rante a infeccao.

2 segunda parte - € a mais extensa da apresentacac - detédm-se par—
ticularmente sobre a vacina para os pneumococos. Corresponde a um en-
contro realizado em Boston, com o apoio dos "Channing Laboratory",
"Harvard Medical Schocl" e “"Brigham and Women's Hospital®,

No relativo a vacina, o assunto distribui-se em cinco sessdes gue
buscam cobrir os seguintes aspectos: a) desenvolvimento e guimica &a
vacina; b) a resposta imune; c¢) eficicia em diversos grupos etarios,
particularmente velhos, recém-nascidos e criangas; d) a resposta imu-
ne em grupos de pacientes de alto-risco.

Completa-se, finalmente, o livro com a transcrigao de um longo ar-
tigo de revisao, de agosto de 1927, devido ao proprio Griffith, discu-
tindo o significadeo dos tipos de pneumococo.

Na relagéo com os microbiologistas e imunclogistas clinicos, os
dados sobre o estado presente da vacina e da resisténcia do pneunoco—~
co aos antibidtices s3o do maAximo interesse. Maior interesse ainda
possui a publicag@o para alguns grupos clinicos como “C.T. Istas™,
neonatalegistas geriatras, infecciologistas e os que lidam, com al-
guma frequéncia com os grupos de pacientes imuno-deprimidos com alto-
risco de infeccgao.

Italo Suassuna

FPaculdade de Ciéncias Médicas
UERJ - Servigo de Microbiologia
Rua Prof. Manuel de Abreu, 48
20550 Rio de Janeiro RJ

Littlefield, L.J. - Biclogy of the plant rusts: an introduction. lo-
wa, Iowa State University Press, 103p., 1981. US$ 15.95.

A excelente obra de L. Littlefield "Biology of the plant rusts”
deve ser recomendada ou, mais precisamente, nao pode ser ignorada por
todos agueles gque atuam na area de patologia vegetal, da micologia e,
brincipalmente, por guem se interessa pela ordem Uredinales (ferry-
gens) dos basidiomicetos.

As ferrugens sao responsiveis por algumas das mais devastadoras
deengas das plantas cultivadas e consideradas como de distribuicac
mundial. Nenhum outro tipo de fitopatdgenos apresenta, como as fer~
rugens, a capacidade de afetar um nlmero t3c grande de plantas de in-
teresse escondmico. Wellman (1$72), em seu livro "Tropical American
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plant disease - neotropical phytopatholegy problems”, cita mais de
150 espécies de ferrugens come importantes ou potenczalmente impor-
tantes para a agrlcultura da América do Sul. Os prejuzzos causados
por ferrugens &s nossas principais culturas economicas sao as vezes,
de tal monta, a ponto de prejudicar completamente a produgdo, ou mes-
mo impedir o plantio em determinadas &pocas do ano. Bastaria citar
algumas delas gque s&o uma série e constante ameaga come a ferrugem do
cafe {Hemileia vastatnir), do trigo (Puccinia graminis) da soja (Pha-
kopsoha pachyrnhizi} do alho e de cebola (Puccdinia afil), para se ter
uma idéia da importéncia que envolve o problema.

As ferrugens sao organismcos pleomdrficos podendo apresentar varios
tipos de estruturas reprodutivas ou ‘esporos com diferentes morfolo-
gias e fungdes, produzidas nos diversos estagios de seus ciclos vi-
tais, por vezes extremamente complicados e confusos. Em virtude de
algumas espécies poderem apresentar at@ 5 tipos de esporos diferentes
e duas plantas hospedeiras nao relacionadas entre si, as ferrugens
estao entre os microrganismos de ciclos bioldgicos mais complexos,
sendo muitas vezes extremamente dificil comprovar as conexdes exis-
tentes entre os estados dencominados imperfeitos (anamorfos) e os per-
feitos. {telicmorfos).

Mesmo em se tratando de crganismos tao complicados, em apenas 103
paginas, thtlefleld consegue, com uma notavel capacidade de sintese,
cobrir toda a area e reunir o que hia de essencial para a melhor com-—
preensao desse importante e complexo grupo de fungos fltopatogenlcos,
nos seus mais variados_aspectos. 2 obra focaliza desde a 1mportanc1a
econdmica e dlstrlbulgao geograflca das ferrugens até algumas idéias
basicas sobre 0s principais métodos de controle comumente aplicados.
Traz nogoes fundamentais sobre os ciclos vztals, estados esporifercs,
nomenclatura, terminolegia, taxonomia, relagoes patogenoﬂhospedelro e
algumas 1nformagoes sobre os progressos havidos nos cultivos "in vi-
tro" de algumas espec1es. Esse livro vem cobrir uma lacuna existente
hi muitos anos, peis a nica obra anterior, abrangendo de uma forma
mais ampla os conceitos gerais sobre os Uredinales, era "The plant
rusts” de autoria de J.C. Arthur, datada de 1%2%9. "Biology of the
plant rusts" & uma obra moderna, atualizada e ricamente documentada
com fotos em branco e preto e a cores, scbre os sintomas e sinais de
doencas causadas por ferrugens e magnificas fotos dos prlnc&pals as-—
pectos morfolbgicos das estruturas esporiferas e esporos a nivel da
microscopia de varredura.

MAario Barreto Figueiredo

Secdo de Micologia Fitopatoldgi-
ca - Instituto Biologico

Caixa Postal 7119

01000 Sao Paulo SP

Uniao dos Defensores da Terra - Carta de apresentagao: COikos. S3o
Paulo, 1981.

Palavra grega "Oikos" significa casa e fol empregada peia primeira
vez por Ernst Haeckel, em 1866, associada ao sufixo logos Oekologie
para definir a ciéncia gue estuda as relagoes entre os organismos vi-
vos e seu meio ambiente. Dez anos apds 113 nagoes terem adotado, em
junhc de 1972, o lema-compromisso "Uma sd Terra", durante a Conferan-—
cia das NagoOes Unidas sobre o Meio Humano, surge Olkos - Uniaoc dos
Defenscres da Terra, entidade ndac governamental, lndependente, apar-—
tidaria, aberta, que congrega: pesquisadores cientificos, profissio-
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nais liberais, empresarios, universitirios e os segmentos sociais
mais atingidos pela degradag3o ambiental e sanitaria: operarios, cam~
poneses, criangas, velhos e enfermos.

Oikos & associada & SBPC e entre seus membros figuram 0s conserva-—
cionistas de quase todas as entidades ambientalistas.

A criagao da Oikos foi determinada pela urgéncia de uma agao con-
junta, eficiente e independente visando colocar em ¥eque a politica
ambiental brasileira vigente e denunciar todos os crimes contra a na-—
tureza e desastres ambientais pois estes, em altima analise, iraoc
atuar sobre a integridade fisica do prdprio homem.

Oikos propoe-se a tarefa de coordenar a resisténcia conservacio-
nista nacional e auxiliar (proporiamos que o termo fosse estimular
Ou exigir} a comunidade cientifica a assumir a responsabilidade de
reordenar e intervir no modelo de desenvolvimento nacional.

Oikos propoe-se a divulgar relatdrios e documentos elaborados por
colaboradores e consultores, e a denunciar nacicnal e internacional-
mente todas as agressces aos principios adotados em Estocolmo, pela
ONU, e acionard judicialmente os responsiveis pelos desastres ecold~
gicos ou crimes contra a qualidade de vida e promete lutar pelo di-
reito de aspirar 3 equidade, segurancga e acesso a alimentos sadios e
20 consumo dentro dos padrdes nacionais onde a &tica da sobriedade
deva substituir os vicics do consumismo e as tecnologias brandas e
inteligentes possam substituir os atuais processos industriais polui
dores. '

Oikos denuncia a diminuicio de nossas florestas j& exigltias, a li-
guidacac indiscriminada dos estoques de minerais estratégicos € a ex-
tingac de espécies vegetais e animais gue ocorre a cada dia, prevendo
que se for mantido o ritmo da devastagdo crescente chegaremos ac ano
2000, com um milhac a mencs de espicies quando possuimos estogue de
cinco a dez milhoes de formas distintas de vida animal ou vegetal e
ainda, que: o patrimdnio natural que cada geracao tem o dever de le-
gar as sequintes intactos ou enriquecido deteriora-se a olhos wvistos.

Oikos levanta o problema mundial dos 500 milhses &e subnutridos_em
grau extremoc e dos 800 milhoes gue vivem misgravelmente e de 1,2 bi-
lhoes de pessoas que ndo dispdem de Agua potivel ou saneamento.

Oikes discute que a ciéncia @ uma funcdo de vida e gque se justifi-
ca apenas ‘quando a servigo da sobrevivéncia humana e_propoe ainda gue
a Ecologia Pluridisciplinar, ciéncia de economia domestica, planeta-
ria, & a finica capaz de avaliar a potencialidade dos tres guartos do
estoque genétice mundial localizado no territdrio nacional, cclocan—
do-os racionalmente a servigo da comunidade carente.

Oikos se propoe a estimular o debate na sociedade, multiplicande
0% grupos de pressac ou exXpressac das majorias silenciosas e/ou si-
lenciadas e para isto apela para a Declaracgao Universal dos Direitos
Humanos. Reclama uma cooperagao universal para a edificacao dos fun-—
damentos da nova scciedade a ser construida scb a égide de uma ética
mais decente, solidaria e universalizante para uma politica de admi-
nistracao ambiental e social amparada na justica e fraternidade.

Oikos reinvindica uma reformulagdo do PNUMA (Programa das NagSgs
Unidas para o Meio Ambiente} e um aumento de sua dotacdo crgamentaria
nas mesmas proporgoes gue o PNUD (Programa das NagBes Unidas para o
Desenvolvimento) .

A Oikos entende gque o desenvolvimento sustentivel & baseado no sd-
"lido terreno da eqliidade, valorizagao dos recurscs nativos e da plena
utilizagao do capital humano, scb o consenso de gue ¢ desenvolvimentc
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econdmico~financeiro e conservagdo ambiental sac o verso e reverso da
mesma moeda. '

Oikos propoe-se a analisar os entraves gue enfrentaram as entida-
des e esforcos ambientalistas entre 1972 e 1982 e dal extrair novas
llgoes 1mpresc1nd1vels ao exito da tarefa a gue se propoe realizar, e
inicia sua atuagao inteiramente aberta e receptiva a novas idéias,
asplragoes e associados simpatizantes de seus compromissos.

Os mlcroblologlstas congratulam-ge com este movimento lembrando
gue varios espeC1a115tas deveriam atuar no processo, no ambito da Mi-
croblologla Agrlcola, de Allmentos, Ambiental, Basica, Industrial,
Médica Humana e Madica Veteriniria.

Finalmente, o cientista sai da almenagao de sua redoma de cristal
e se conscientiza de que a “"ciéncia & uma fungao da vida, justifican-
do-se apenas enquanto a servigo da sobrev1ven01a humana, divorciada
da qual perderd todc sentido e razao de sexr"

Isto & extremamente importante; & precisc conscientizar o enge-—
nheiro de gue ele nao deve pensar que podera dominar a natureza; ao
arquiteto, de que deverd respeitar a paisagem e integrar o projeto
arguitetdnico ao meio e ndo este ac projeto, evitando construgoes de
selvas de pedra; ao gquimico, de que ele deveri procurar processos e
tecnclogias mais brandas e mencs poluidoras; aos bidlogos, de que ja
esta passando a hora de catalogar nossa flora e fauna, de estudar
suas funcgbes, pois & incrivel que se estime que temos um estogue de
¢inco a dez mllhoes de formas distintas de vida animal ou vegetal
guande as mesmas nao estao completamente catalogadas e poucos grupos
existentes no pais se dedicam a esta tarefa, havendo tantas lacunas:,
gue muitas vezes temos gue recorrer a especialistas do exterior para
classificar nossas espécies nativas.

Quando ocorrem desastres ecoldgicos, torna-se impossivel quantifi-
car os danos, polis, nao se tém dados basicos sobre ©s ecossistemas do
local.

As entidades de controle ambiental tém que enviar seus profissio-
nais para treinamento no exterlor ou trazer especialistas alienigenas,
pois, contamos, em nosso pals, com rarissimos _especialistas e multos
deles nao dac o apoic necessario as Instituigoes.

Muitas vezes nossas Instituigbes de controle ambiental tém maiores
conhecimentos gque a Unlver51dade e, Ccom raras excegdes, 0S5 poucos
"experts" das Universidades s& se propdem a prestar auxilio guando
contratados como consultores. Até hoje os professores das Universida-
des nao se 1mportaram em atualizar oS Cursos em metodologla ambiental.
Em muitas reuvnides, a gue estivemos presentes, tém mostrado repulsa a
varios estudos, interrogando multas vezes sSeus ex- alunos, se estac
fazendo pesguisa ou “rotina" que € a denominagao gue ddo & tecnologia.
Nenhum dos profissionais, procedentes de Universidades chegam habili-
tados a exercer suas fungoes 3s Instltulgoes de controle ambiental,
onde precisam receber treinamento "em bancada" ou seguir para aper-
feicoamento no exterior.

£ impeortante lembrar gue © controle e preservagao ambiental devem
ser feitos por equipes rultidisciplinares, compostas de blologos, en-
genheiros, ecdlogos, geologos, geografos, engenheiros em varias espe-
cialidades, geneticistas, qulmlcos, microbiologistas, toxlcologistas,
administradores, mddicos em varias especialidades, bicguimicos, eco-
nomistas, socidlogos, antropblogos, advogados, etc. Para isto & ne-
cessario o estabelecimento de uma llnguagem, para gue a Oikos possa
desenvolver seus trabalhos nesta drea. Que a Oikes promova a criagao
de curriculos sobre gestiao ambiental, avaliacao de impactos ambien-
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tais, propondo metodologia eficaz, mais econdmica e menos sofistica-
da, novos métodos de disposig@c de residuos, processos de disposigdo
de residuos, processos de tratamento de efluentes industriajis ou mu-
nicipais, adeguados 3 realidade nacional.

Que em todos os cursos profissionalizantes e técnicos sejam in-
ciluidos conceitos basicos de ecologia; que os poeliticos sejam asses-
sorados por profissiocnais de reconhecida capacidade na area. Que o
carreirismo seja evitado e que a honestidade seja o principio basico
para a tomada de todas as decisdes. E que a QOikos niZo seja apenas
mais uma associagao; mas gue efetivamente atinja suas metas & o gue
desejamos ansiosamente. Que possa estimular a Universidade para ser
mals atuante na organizagao de cursos de especializagdo, graduagao ou
pbs-graduagdo, semindrios e simpdsio sobre o tema: que lidere a for-
magao de pessoal nestas areas e gue preencha as lacunas necessirias
na area de pesquisa basica e na pesquisa aplicada.

Que a luta da Oikos leve ao aumento de dotagZc orcamentdria s
Universidades, para que isto se torne realidade & gue todos tenham em
ente que controle de poluigac nao & apenas o diagndstico da situagao,
isto &, a detecgdo do problema; mas e, principalmente, a tomada de
medidas preventivas e corretivas acessiveis 3 nossa realidade, a ava-
liagdo e o acompanhamento das medidas implantadas.

_ Oikos - Uniao dos Defensores da Terra, Caixa Postal 51570, 01Qoce
Sac Paulo, SP.

Maria Therezinha Martins

Cetesb

Av. Prof., Frederico Hermann Jr.,
345

05459 Sac Paulo SP

Michal, F., ed. - Proceedings of a Symposium of Modern Genetic Con-
cepts and Techniques in the Study of Parasites, Geneva, Switzerland,
25-29 May, 1980. Geneva, UNDP/WORLD BANK/WHO, Tropical Diseases Re-
search Series, 4, 430p., 1981.

Baseado em conferéncias proferidas em um simpSsio organizado pelo
grupo de trabalho em ciéncias biom@dicas da OMS, este livro & prati-
camente Gnico na extensdo da tematica abordada. Em outras palavras,
trata-se de um livro onde a parasitologia molecular & muito bem
equilibrada em suas partes parasitoldgica e molecular, sendo extre-
mamente Util para parasitologistas e biologistas moleculares que es-—
tejam trabalhande, ou gueiram reciclar-se, no campo recente da para-
sitologia molecular.

0 livro editado por Frank Michal é dividide em guatro partes dis—
tintas, sendo a Gltima delas discussio geral.

A primeira parte do livrc apresenta artigos de base relacionados
aos fundamentos da biologia molecular moderna, a saber: "Estrutura
de cromatina" {(J. Thomas); "Organizagdco do genoma de sucariotos” (B.
Mach} e "Mecanismos moleculares de diferenciagdo"” (M. Crippa). Temas
nais especificos como os "Aspectos moleculares da diversidade de an-
ticorpos” (A.R. Willianson), "O sistema HLA de histocompatibilidade”
(F. Van Rocd) e "0 papel bioldgico de DNA extracromossomal® (C. Morel
e L. Simpson) sac também apresentados. Ainda relacionado aos funda—
mentos da biologia molecular, encontra-se uma revisio de S. Falkow
sobre "Plasmidecs, transposons e clonagem molecular de genes", sendo
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enfatizada a perspectiva da fabricacao de vacinas contra diferentes
parasitos causadores de doengas. :

Na segunda parte sao apresentados artigos de ligagéo entre a para-—
sitologia e a biclogia molecular, centradecs, basicamente, na gendtica
de parasitos e em aspectos imunogenéticos da infecgao parasitaria.
Como salientado por Dr. Wallinker, o estude da genetica de parasitos
torna-se dificil em grande escala devido ao fato dos mesmos apresen—
tarem um ciclo de vida complexo. Entretantc, espera-se que, com a a-
plicacaoc de técnicas de genética molecular, os estudos atd entao cen-—
trados nos parasitos da maliria ou em alguns helmintos, possam ser
estendidos a outros parasitos. Assim a genética molecular tem sido
utilizada com bastante 8xito nos estudos da variagao antigénica de
tripanosomos africanocs {(G. Cross) ou ainda, nas infecgbes por toxo-
plasma (E.R. Pfefferkorn) gragas a facilidade de poder-sze trabalhar
com c&lulas infectadas em cultura.

Aspectos mais egpecificos de doencas provocadas por parasitos sao
discutidas na terceira parte do livro. Sao apresentados artigos sobre
05 aspectos genéticos da malaria {(R. Nusseénsweiqg) , da esguistossomose
(A.F. Mahmoud}, da filariose (L.G. Goodwin), da lepra (M. Harboe) e
das tripanosomiases africanas (B.A., Newton). Neste @iltimo caso & des-
crito ¢ cultivo "in vitro"® de tripanosomos em diferentes estigios de
diferenciagao. Ainda nesta mesma se¢ao, sao apresentados deois traba-
lhos sobre doengas causadas por tripanoscmatideos: a Doenga de Chagas
& extensivamente revisada por Z. Brener do Centro de Pesquisas Reng
Rachou engunanto C.L. CGreenblatt discute a especificidade da interagao
hospedeirco-parasita em Leishmaniose.

O livro & encerrado com uma discussao geral onde as preocupagoes
sa¢ centradas em trés pontos principais:

. a necessidade de isolar-se antigenos gue permitam & cbtencao de va-
cinas, como por exemplo, no caso da maldria onde R. Nussensweig da
Universidade de Nova Iorque descreve a obtencao de um anticorpo mo-
noclonal conferindo protecao contra o plasmddio;

. a necessidade de estabelecer-se métodos simples e eficientes (para
usc no campe) que permitam a detecgao da infecgao parasitaria pre-
cocemente., Neste aspecto, torna-~se extremamente relevante a técnica
desenvolvida por C. Morel da Fiocruz e L. Simpson da Universidade
da Califdrnia, permitindo a identificagao e classificagao de tripa-
nosomatideos, atraveés do padrac de digestao do DNA de cinetoplasto
por enzimas de restricac;

. um melhor intercambio e uma colaboragac mais proxima entre parasi-
toclogistas e biclogistas moleculares.

Em suma, este livro de 430 paginas, e de leitura ficil e agradavel,
apresenta-se de grande utilidade para pesguisadores e estudantes dque
trabalhem ou gueiram aprofundar—se no campe da parasitologia molecu-—
lar.

Samuel Goldenberg

bept? de Bioguimica e Biclogia
Molecular

Fundagao Oswaldo Cruz

Av. Brasil, 4365

21040 Ric de Janeiro RJ



ERRATA
Onde se le:

Tabela 8 - Nimero Mais Provavel
(¥MP) de bactérias do grupo
butirico durante a fermenracio
latica do repolho cultivar
"Matsukase'

Nimero Mais Provavel (NMP) por
ml de salmoura

Dias ~

de Fernenta¢bes
fermentacio b 2 3 4
Q >2400 1100 27 20
7 >2400 75 <3 <3
14 6,1 3 <3 <3
21 <3 4 <3 <3
28 93 4C0 <3 <3
35 7.3 >240 23 <3
42 460 3,6 23 <3
49 3 23 8,1 <3

Leia-se:

Tabela 9 - Nimero Mais Provavel
(MMP) de bactérias halofilicas
durante a fermentacao latica do
repclho cultivar 'Matsukase'

Modelo Nimero %

CeHSu 1 5,0
CeHCa 3 15,0
HCa r 10,0
CeH 8 46,0
Ca 2 10,0
Ce z 10,0
H 2 10,0

Sensibilidade a
todas as drogas e -

Artigo "Estudo microbioldgico da produgao de chucrute com repolho
'Matsukase' (Brassica oferaceae L. var. capiiafa L.)
Rev. Microbiol., 13(4):433-439, QOut./Dez. 1982.

Tabela 8 ~ Numero Mais Provavel
{NMP) de bacterias do grupo
butirico durante a fermentagao
lztica do repolho cultivar
"Matsukase'

Nimerc Mais Provdvel (NMP} por
ml de salmoura

Tabela 9 - Numero Mais Provavel
(MMP) de bactérias halofilicas
durante a fermentagzo latica do
repolho cultivar ‘Matsukase'

Nimero Mais Provdvel {NMP) por
»l de salmoura

Pias —
de Fermentagoes
fermentacio 1 2 3 4
0 11 1100 9 460
7 20 93 36 <3
14 %3 14 <3 <3
2% <3 <3 <3 <3
28 <3 <3 <3 <3
3s 9,1 <3 <3 <3
42 9,1 <3 <3 <3

49 12 3.6 <3 <3

Dias

de FermentacSes
fermentagao 1 2 3 4
9 >2400 1100 27 20
7 >2400 75 <3 <3
14 6,1 3 <3 <3
21 <3 4 <3 <3
28 93 400 <3 <3
35 7.3 >240 23 <3
42 463 3,6 23 <3
49 3 23 9.1 <3
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