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Instrucdes aos autores

& Revista de Microbioiogia publica trabalhos originais em todos os campos da microbliologia e da protozoologia.
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NORMAS GERAIS — Todo manuscrito submetido & Revista deve representar pesquisa original inédita e que ndo seré publicada
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Resultades, Discuss3c, Agradecimentos, Referéncias Bibliogréficas.
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DEFINICAQ DE SORbS PADROES BRASILEIROS PARA A PESQUISA DE
ANTICORPOS CONTRA A RUBEOLA

Maria Liicia Racz
José Alberto Neves Candeias
& Edna Lilian Lira Capeletti

Dept? de Microbiologia

Instituto de Ciencias Biomédicas USP
Setor de Sadde Pablica

Av. Dr., Arnaldo, 715

01255 Sac Paulo SP, Brasil

Resumo

Definem-se dois soros padrdes brasileiros para a Conversac
dos titulos inibidores da hemaglutinaglo para a rubéola em
Unidades Internmacionails, usazndo um sorc padrac imglés, com
vistas & uniformizacdo dos resultados e sua comparabilida-
de, entre diferentes laboratorios.

Summary

Definition of Brazilian Standard sera for titration of
rubella antibodies

To obtain an adequate reprodutibility and uniformity in
titration of  anti-rubella antibodies by different
laboratories, two Brazilian Standard sera are estabilished,
by comparison with a British Standard anti-rubella serum.
They are. suitable for converting titers of
hemagglutination-inhibition antibodies to  International
Units per wmilliliter (IU/ml).

Introducdo

A reacdo da inibicdo da hemaglutlnagao & o teste soroldgico mais usado no diag—
nostico de 1nfecgoes pelo v1ru5 da rubéola e na determinagac prévia do estado imue
nitdrio, com vistas a vacznagao.

A multiplicidade de variagbes introduzidas pelos diferentes laboratdrios, na rea-
gao da inibigdo da hemaglutinacdo, possibilita a ocorréncia de erros de interpreta—
c&o dos resultados, o que no caso particular da rubsola adquire especial importin—
cia. Considerando a necessidade de dispor-se de informagdes precisas, tanto do pon—
to de vista do dlagnostlco, quanto da epidemiclogia da doenca e, conhecida como &,
a eficdcia da vacinagdo, torna-se Sbvia a necessidade de padronizar a reagio da
inibicéo da hemaglutinacdo, recomendando-se o uso rotineiro de tal técnica padroni~
zada, para que os diversos resultades dbtidos. possam ser coaparados (5, 7).

Para a confirmacio de infecgdes recentes, através do awmento do titulo de anti-
corpos e duas amostras de soro, colhidas com intervalo apropriade, € essencial que
os dois soros sejam testados simultaneamente. Neste caso, o valor absoluto do cone
teldo de antlcorpos assume menor valor, mas podem surgir problemas de interpretacdo
quando os soros sdo testados em dias diferentes ou em diferentes laboratdrios (8).
Na determlnaqao do estad imnitario, cada laboratorio considera como titulo signi-
ficativo minimo, valores que variam conforme a sensibilidade da técnica utilizada,

Rev. Microbiol., S8c Paulo, 14(3}:157-160, Jul./Set. 1983.
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Para contornar tais inconvenientes, tém sido feitas tentativas no sentido de consi-
derar que o contellc de anticorpos anti-rubéola de um soro seja expresso ndo no ti-
tlo de anticorpos inibidores da hemaglutinagao, mas em Unidades Internacionais por
mililitro {1, 8}, o que se pode conseguir, comparando OS. SOros a serem testados com
un soro padrdo, de poténcia conhecida (UI/mi).

O cbjetivo do presente trabalho & estabelecer um soro anti-rub&ola, com poténcia
conhecida, que possa ser utilizado com soro padrfo peles lahoratdrios brasileiros
que executam testes soroldgicos para rubéola.

Material e Métodos

Soros padroes brasileirps (ICB 01782 e ICB 02/82) - Foram utilizados para o preparo
do soro anti-rubéola ICB 01/82, 60 soros, selecicnados de um total de 10.360 soros
testados qualitativarente para determinacge do grau de imunidade para rubéola em
professoras da rede municipal de ensino de Sic Paulo. Todes os sorcs escolhidos fo-
ram testados quantitativamente pela reacio de inibigdo da hemaglutinagdo, apresen—
tando titulos com valores iguais ou maiores do que 128, Para o preparc do sOro an-—
ti-rubécla ¥CB 02/82, foram selecionados 700 soros, deste mesmo total, testados
gpenas na diluigdo 1:16, apresentando titulos de anticorpos iguais cu malores que
16. A mistura destes soros fol filtrada em membrana Millipore de 0,22um, distribui-
da em volumes de Mml e liofilizada, resultando em 30 frascos do sore anti-rubéola
ICB 01/82 e 500 frascos do scro ICB 02/82. Apds liofilizag¢do, cada aliguota foi es-
tocada a -20°C, ao abrigo da luz. De cada vez que foram testados, os soros padrdes
foram reconstituidos cam 1ml de dqua destilada esterilizada.

Soro padrac ingles (68/60) - Foi utilizado um soro padrio (The ist British Standard
for anti~-rubella serum, 69/60, 1975) contaendo 360UL por ampola (3) (Recebido do Na-
tional Biological Standard Board, Lordres). O conteldo de cadz ampola foi reconsti-
tuido com 1mi de dgua destilada esterilizada, resultande ent3o em uma solugdo con-
tendo  3600I/ml. Apds a reconstituicdo, este soro padrio fol distribuido em volumes
de 0,1ml e as aligquctas congeladas a —700C.

Reapao de inibigdo da hemaglutinaeds — Fsta reacdo fol realizada sequmdo técnica
padronizada pelo "Center for Disease Control® (2). Hm resumo, a téchica utiliza o
tratanento do so0ro a testar com heparina e cloreto de menganés, para retirada dos
inibidores inespecificos da hemaglutinacdo, sequindo-se a microtitulagio em placas
"t (Cocke Engineering Co.), com 4 unidades hemaglutinantes de antigeno (Flow Labo-
ratories Tnc., Reckville, USR). Foram utilizadas na reagao, hemacia de parbo, na
concentracdo de 0,25%, em tampdo HEPES - salina-albumina-gelatina (HSAG) pH 6,2, O
titiulo do sore fol considerado camo a reciproca da maior diluigdc do sore que inibe
a hemagiutinacio. Inicialmente, o soro padrdo inglés (69/60) e os soros padrdes
brasileiros (ICB 01/82 e ICB 02/82) foram titulados em triplicata, com fator de di-
luicdo 2, nas diluigles de 1:8 até 1:2048. Dada a amplitude do intervalo entre as
diluicbes utilizadas com fator 2, a titulacBo dos 3 soros foi repetida, em 3 sé-
ries, a partir das diluigdes iniciais 1:100, 1:102 e 1:104, com fator de diluigdo
1,7. As diluigBes foram realizadas em tubos e transferidas para as micrcoplacas, se-
guindo-se procedimento normal da reacdo de inibigdo da hemaglutinacidc. & titulacdo
fol repetida em triplicata, em cada uma das séries {Tabela 1) em 3 dias diferentes
[testes nos 1, 2 e 3).

Resultados

Os titulos de anticorpos inibidores da hemagliutinacdo cbtidos com o soro padrio
ingig&s 69/60 e com os soros padrdes brasileiros ICB 01/82 e ICB 02/82 usando-se o
fator de diluigdo 2, a partir da diluigdo inicial 1:8, foram respectivamente 256,
256 ¢ 128.

0 resultado da titulagdo destes mesmos sorcs fator de diluiclo 1,1, a partir das
diluigdes 1:100, 1:102 e 1:104 estdo contidos na Tabela 2.
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Considerando-se a média geometrica Tabela 1 — Série de diluigoes com fator
{e}] dosﬁ'l'_{tulos cbtidos, em triplicata, 1,1 a partir das dilui¢des iniciais
nas +trés séries e a poténcia do soro 11100, 1:102 e 1:104

padrdo inglés 69/60 de 360UT/mi, os ti-
tulos dos soros ICE 01/82 e ICB 02/82

em UIL/ml serio, respectivamente, 243 e Diluicdes I

174, valores estes cbtidos pela formula indciais Série de diluiches oo fator 1.3
Pt = GTt x G(Pp/Tp}, onde Pt & a potén- i :
cia do soro a testar, Tt o titule ini— ??1%.31 L1 J - T, 1883
bidor da hemaglutinagdo do soro a tes- ’

tar, Pp & poténcia do soro padrao e Tp Série 2 112123 crveneieenennnnnn 1105
o titulo inibidor da hemagiutinacgao do 1302

soro padrao {8). Série 3 18 126 o oieiernnnnerannns 1126
1:104

Discussao

fm varios estudos a respeito da reagfo de inibig3o da hemaglutinagdo para rubéo-
la, verificou-se que a expressac do contelddo de anticorpos na forma de titulo leva
a ua grande discrepdncia entre os resultados obtidos (1, 8).

Un dos estudos demonstra que a reprodutibilidade entre laboratérios diferentes &
grandemente melthorada gquando os soros a testar s30. comparados com um sore controle
de titulo conhecido (8). Camo os soros padrdes disponiveis tém seu conteldo de  an-
ticorpos anti-rubola expressos em Unidades Inteynacicnais por mililitro, a potén-
cia dos soros controle e teste, deve ser expressa da mesma forma.

Dada a dificuldade em se
consegquir, em nosso weio,

soros padrdes  internacio- Tabela 2 — Titulos dos anticcrpes inibidores da
nais, o presente trabalho hemaglotinagdo para diluicdes dos soros com fator
definiu, por comparagac com 1,1.

um sorc padrac inglés, com Simbolos: G = média geomeétrica

uma poténcia de 360UI/ml,
dois soros padrio anki-ru-
béola, os quais mostram ter .
as seguintes poténcias: ICB Tivules T
01/82 = 243UI/ml e ICB 02/82 *

= 174UT/ml. R Sher e ©
Este soro padrdo deve sex
titulado em triplicata, exwi~ H 380 380 380 387 -387 387 326 326 326
géneia ndo estabelecida para 63/60 2 345 345 3a5 320 320 30 359 359 358 347
os sorcs da prova. U vez 3 314 314 314 320 320 320 326 326 326
cbtidos os resultados em ti- :
tulo de anticorpos  inibido- 1 285 285 285 21 291 291 223 203 203
res a hemaglutinacao, a con- s 2 214 714 214 219 219 240 245 245 245 230
versdo para UI/ml pode ser ez 3 195 195 195 81 151 181 245 245 245

rezlizada através de um mé-

todo simplificado de ¢alculo

(8), facilitado por dispen— e
sar a determinacBo da wedia 02/82
geanétrica” dos titulos do
soro padrao.

Assim, todos os laboratd-
rios que executam reagio soroldgica para rubécla tém a possibilidade de fornecer
resultados expressos em poténcia (UL/ml}, o que diminui sensivelmente a discrepan—
cia entre resultados de laboratdrios diferentes e mesmo entre resultados do meswo
laboratdrio, provenientes de reagdes executadas em dias diferentes. Além disso, oS
laboratérios podem definir seus resultados em relagdo ao valor de 15UI/ml, nivel
winimo atualmente aceito como indicativo de immidade para a rubécla (4, 6).

1 Y236 236 236 19% 218 198 126 126 128
2 181 146 146 149 149 14% 167 167 167 162
3 146 161 161 149 149 148 167 167 167
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Suramary

Production of a toxin which affects Vero cells was not
observed among 186 enterophatogenic Escherichia coli
strains isolated in Sac Paulo. The same was observed
concerning 23 strains of FE. ¢oli belonging to serotype
0128ac that produced thermo-stable enterotoxin. The results
guggest that this toxin is not the mechanlsm of virulence
of the strain studied.

Resurmo

Auséneta de produgaoc de citotoxina  entre amostras
enteropatogenicas de Escherichia coli 4isoladas em Sao
Paulo, Brasil.

Producdo da toxina que afeta células Vero nio fol cobservada
entre 186 amostras de £Escherichia coli enteropatogénicas
clissicas isoladas em $S3o Paulo, 0 mesmo ocorreu em relagac
a 23 amostras de E. coli produtoras de toxina termo-estavel
pertencentes ao SOTOEIUpe 0128ac. 0s resultados sugerem que
aquela toxinz nao e o mecanismo de virul@ncia das amostras
estudadas.

Entercpathogenic F, coli (EPEC) are the most common cause of infantile diarrhea
in many developing countries. In S3o Paulo in 1978 and 1979 these bacteria
accounted for about 30% of the cases of acute endemic diarrhez in children under 6
months of age, of low socio-economic level ({Toledo & col., Infect. Immm.,
38:586-589, 1983). They belong to specific serogroups and in Brazil the most
frequent are: 026, 055, 086, 0111, 0119, 0125, 0126, 0128ab and 0142. Among these,
serogroups 0111 and 0119 are isclated with higher fregquency (Toledo, M.R.F. & col.,
Infect. Immm., 39:586-589, 1983). Strains of serogroup 0128ac produce ST toxin and
are cansidered enterotoxigenic (Reis, M.H.L. & col., Infect. Immun., 24:289-290,
1979).

The mechanism of virulence of enteropathogenic strains has not been established.
Some serogroups were described as producing a cytotoxin {Vero toxin) which affects
Vero cells {(African green monkey kidney) (Konowalchuk, J. & col., Infect. TInmumn.,
18:775=779, 1977).

The cbjective of this work was to verify whether Vero toxin (VI) is produced by
EPEC strain isolated in S3o Paulo, Brazil. VT is a heat-labile cytotoxin that
ocours in culture filtrates and affects Vero cells producing an effect dJdifferent
fram that of LT toxin., Among 136 strains studied this toxin was found in ten

Rev. Microbiol., $30 Paulo, 14(3):161-162, Jul./Set. 1983.
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strains belonging to serogroups 018, ©26, 068, 0111, 0126, 0128 and 0138
(Konowalchuk, J. & col., Infect. Tmmm., 18:775-779, 1977). The properties of Vero
toxin were described by the same author (Konowalchuk, J. & cool., Infect. Immm.,
20:575-577, 1978).

A hundred and eighty-six EPEC strains belonging to

different serotypes of serogroups 026, 055, 086, 0111, Table 1 - List of
0112, 0125, 0126, 0127, 0128 and 0142 were studied (Table entercpathogenic se—
1} . Twenty-three enterotoxigenic strains (ST+) of serctype rogroups and sero-
0128ac were alsc studied. The positive control for VI test types studied

£, coli H30 was supplied by Dr. J. Ronowalchuk and E. coli
711 was used as negative control.

The technigue used was modified from that described by e tme et
¥onowalchuk & col. {(Konowalchuk, J. & col., Infect.
Imma., 18:775-779, 1977). Bacterial cultures were grown 0% e H
in test tubes containing 4wl of trypticase soy broth 055 055 4
{Cxoid) mechanically shaken for 20k at 37°C. An ammount of 055:H6 6
1,5ml were then centrifuged at 14.000rpm during 6 min. The . z
supernatants were filtered through 0,45 membrane filters 055 :HRT 2
{Millipore Corp.) and assayed. Vero cells were grown in 086  086:u8 i
Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco Laboratories) 08621134 !
containing 25w HEPES Buffer {(Gibco Laboratories), 0,1% o g P
gentamicin and 10% fetal calf serum. Maintenance of the 0111:H8 1
cell cultures was done as described by Speirs & col. Srineme Z
{Speirs, J.I. & col., Infect. Tmmm., 16:617-622, 1977). 01118 1
Toxin activity was assayed in 96-well tissue culture 0119 011912 1
plates (Costar, Cambridge, MA) with 0,25ml of cell culture Tt £
per well. The plate was prepared with a suspension of 0125 O125em s
100,000 cells/ml one day before use. For the test, 0,025ml 0125:16 1
of the undiluted bacterial filtrate was added to each 0126 0126:H20 1
well. The plate was incubated at 379C and observed daily 0927 0I2T:ENT 1
for five days. In each plate TSB was included as the 012820 0%28ah:H2 1
mediue control and £, zold H30 and 711 as positive and gizdabiizs 3
negative toxin controls. The cells affected by VI appear oias 01 . ;
shriveled, many of them floating in the medium. A umdred 0142:12 5
percent of the cells exposed to %. coli H30 supernatants D426 2
showed cytotoxic effect after 2-3 days. Orazma !

211 the 186 EPEC strains were negative for Vero toxin Total 186
production. The same ocouwrred with the 23 (128ac ST+
strainsg,

. Studying 253 EPEC strains of sercgroups 018, 026, 055, 0111, 0114, 0119, 0125,
0126, 0127, 0128 and 0142, Scotland & col. (Scotland, S.M. & col., FEMS Microb.
Lett., 7:15-17, 1980) found 25 strains VI*. Twenty strains belonged to serotype
026:H11, 3 were 026:H" and 2 were {128:H2. On the other hand, Johnson & col.
{(Johnson, W.M. & col., Lancet, 1:76, 1983) studied over 2.000 E. coli strains
isolated from diarrheal patients and found 78 strains VI'. Seventy per cent of the
VI* strains had the serotype 026:X60:H11 and 9% were 0157:H7. Some of the 0157:H7
strains were associated with haemorrhagic colitis.

The literature and results of this work suggest that the production of Vero toxin
is exclusive of some serotypes, mostly 026:H11. The only strain of this serotype
studied was negative. The same ocurred with the strain 0128ab:H2 whereas strains of
serogroup 0157 have not been isolated in S3o Paulc in cases of diarrhea. Our
conclusion is that Vero toxin is not the mechanism of virulence of the EPEC strains
stadied.
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Resumo

Avaliacio da correlacao {associacdo) entre os resultados
obtidos por provas de Soro-aglutinagae Rapida em placa
{SAR), Fixacio do Complemento (RFC') técnica 50% de heméli-
se e Antigeno Acidificado Tamponade (PAAT). Foram utiliza-
dos 119 scros sanguineos de bovinos nac vacinados contra a
brucelose e pertencentes a um rebanho naturalmente infecta-
do e 100 soros de beovines vacinados com B. gbortus amostra
Byg. A agélise estatist%ca, pela obtencdc do coeficiente de
correlacao e da equacac da veta entre escores, revela que
néo ha concordincia perfeita entre as tres provas analisa-
das, sendo que a concordancia fol menor no grupo de animdis
vacinados. Entre os animais naturalmente infectados, os ti-
tulos fixadores de complementce foram mais altos que os ob-
servados entre os animals vacinados.

Sumpary

Quantitative analysis of three serclogical tests utilized
in  the diagnosis of bovine brucellosis: comparison between
unvaeeinated cattle and Brucella  abortus  strain 19
vaceinated cattle

Eveluation of the correlation (association) among the
results obtained by Plate Agglutination Test (PAT),
Complement Fixation Test (CFT) 50 per cent hemolytic end
point technique, and Rose Bengal Plate Tests (REPT). One
hundred and wnineteen serum  samples collected  from
unvaccinated cattle belonging to a naturally infected herd
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and 100 serum samples from B. aborius strain Byg vaccinated
cattle were utilized. The results were analyzed by
utilizing correlation coefficient and 1linear regression
among scores, which led to the conclusion that there was no
perfect agreement among the three analized tests and that
the agreement was minor in sera from vaccinated cattle.
Among cattle naturally infected the complement fixing
antibody  titers were higher than the observed among
vaccinated cattle.

Introdugio

Um dos entraves & utilizacio de provas soroldgicas para ¢ diagndstico da brucelo-
se bovina tem sido a reag@o inespecifica, devido a anticorpos induzidos pela vaci~
nacdc cam 3. gbortus amostra Big.

Intmeras t8m sido as tentativas de se consequir diferenciar os anticorpos resul-
tantes da infecgdo natural dacqueles resultantes da vacinacdo.

Neste sentido, a maioria dos autores € undnime, gquanto 3 importancia de se consi-
derar o histdrico de vacina¢do dos animais a serem testados sorologicamente. Heck &
col. (8} verificaram que h& maior probabilidade de concordancia entre provas soro—
lgicas em soros de animais nfic vacinados, do que em soros de animais vacinados.

0 dbjetivo deste trabalho foi avaliar a correlagio (associacio) entre os resulta-
dos obtidos pela soro-aglutinagao ripida em placa (SBR), reacfio de fixacdo do com-
plemento (RFC') e prova do antigeno acidificado tampomade (PAAT), tanto em soros de
animais n3c vacinados contra a brucelose e pertencentes a um rebanho naturalmente
infectado como em soros de animais vacinados com B, abortus amostra B4g.

Material e MEtodos

Antigenos - Para todas as técnicas, empregou-se antigeno padric, produzido e comer—
cializado pelo Ministério da Agricultura do Brasil.

Soros sanguineos ~ Examinou-se 119 soros de bovinos adultos, pertencentes a um re-
banho onde mimca foi empregada a vacinacfo contra brucelose e 100 soros de bezerras
com  idade entre 3 e 18 meses, vacinadas com B. abortus amostra Big. Estas amostras
foram colhidas em diferentes etapas do periodo de pds-vacinagio. Antes da vacinacio
estas bezerras ndc apresentavam reacdo a nenhuma das provas empregadas.

Provas sorologicas - Sore aglutinagdo rdpida — A SAR foi realizada de acordo com a
técnica padrio, descrita por Alton & Jones (3).

Prova do antigeno acidificado temponado - A PAAT foi conduzida e interpretada de
acordo com os critérios de Alton & col. (4).

Reagao de fiwagdo do complemento - A RFC' foi realizada de acordo com a técnica
descrita por Bier & col. (6).

Andlise estatistica - Na literatura, hi varios métodos para se obter medidas de as—
sociagdo (1). No caso, devido a simplicidade da técnica, optou-se pela cbtengio do
coeficiente de correlacac e de equacdo de reta entre escores. Para tanto, foram es-
colhidos escores que possam representar as respectivas classes como um todo. Para a
PAAT, foi atribuido o valor zero para N (negativo) e um para P (positivo); para a
SAR, O escore fol representado pela respectiva diluicdo em UI/ml e finalmente para
& RFC' o escore foi representado pelo ponto médio da classe a que pertence, exceto
a Gltima classe que foi representada pelo ponto inferior {pois nao hd ponto supe-
rior). .
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Dos 100 soros de animals vacinados (Tsbela 1}, cerca de 40% apresentaram resulta-—

do negativo & PAAT e apenas 20% nfo apresentou titulo & RFCT,

Nota~-se ainda, uma

distritumicao quase uniforme nos escores de 0 a 130, representando cerca de 90% do

total de soros.

0O ceeficiente de
correlacac foi 0,71
e a equacdo da reta
foi ERFC' = 10 + 110

Tabela 1 - Distribuicadc do nimerc de soros sanguineos de
bovinos vacinados com B. abortus Byg, de acordo com os re-
sultados obtidos pela reagac de fixacac do complemento

PAAT, expressandd © {RFC') e pela prova do antigenc acidificado tamponado

fatc de a maior par— (PAAT), com os respectivos escores.

te dos animals posi- Simbolos: * = Reciproco; ¥ = Nenhum titulo

tivos & PAAT apre-

sentar escores no

intervalo de escore Escores Escores REC'* rotal

120 e que os negati-

vos i DAAT apresen— DAAT O(N) 10(0-20)  40{20-80)  130460-200)  306(200-400)  400(2450)

tam escores baixos

ra RFC'. o 20 16 5 - - - 41
0s resultados ob— 1{P} 1. 4 18 28 4 z 59

tidos na PAAT e na Total 21 22 23 28 4 2 100

RFC' para ©s sorcos
de animais nao vaci-
nados e Os respecti-
vos escores (Tabela 2) revelam que cerca de 60% dos soros apresentaram concordante—
mente resultados negativos nos dois testes.

O coeficiente de correlagio foi 0,72 e a equacdo Ge reta foil RFCT = 160 PAAT, su-
gerindo que, no glcbal, os soros negativos 3 PRAT também serd@o negativos & RFC', e
que, os sorcs positivos d PAAT serdc distribuldos ao redor do escore 160. A equagdo
sugere também que Os soros positivos 4 PAAT, no caso de animais ndo vacinados, cor—
responderdo a um escore RFC' maior que no caso dos animais vacinados, ou seja, os
soros positivos de animais nZo vacinados teriam escores RFCY maiores.

Estes dados, estdo
de acordo com Heck &
col. (8), para quem Tabela 2 - Distribuicdc do nimero de seros sanguineos de
cs soros de animais bovinos nao vacinados, de acordo com os resultados obtidos
nao vacinados, nega~ pela reaczo de fixagao do complemento {RFC') e pela prova
tivos 2 PRAT, t&m do antigeno acidificadc tamponado {PAAT), com os respecti-
maiocr probabilidade vos escores
de apresentar resul-
tado negativo 3 REC'
&0 que os soros dos

Escores RFC'#

Escores Total
animais vacinados. BRRT O} 10(0-20)  40(20-60)  130(50~200)  300{200~400) 400 (2400)
Por cutre Jlado,
Corbel (7}, embora om 7 4 26
ndo tenha chservado B -
1i{E) - 2 11 17 4 7 47

uma ‘correlagio com-
pleta entre a RFC' e Total 74 6 1 17 4 7
a prova do  antigenc
acidificado tampona—
do (PAAT), sugere
que esta (ltima poderia oferecer uma alternativa & RFC', ume vez que constatou que
a PAAT detecta apenas TgGq. Entretanto, Allan & col. (2) afirmam que a PAAT € mais
eficiente para detectar IgM do que IgGq e IgGs.

OUs resultados cbtidos na SAR e na RFC' para os soros de animais vacinados, com os
respectivos escores, estZo apresentados na Tabela 3. Nota-se claramente que nio h3
perfeita concordincia entre as duas provas, uma vez que quase todas as classes de
um teste se distribui por diversas classes do outro.

0 coeficiente de correlagdo foi 0,68 e a equagio de reta foli RFC' = 0,52 SAR, su-




166

gerindo que 0s escores RFC' s8o em média 52% dos escores SAR. Este fabo sugere que
o8 escores RFC' correspondem s classes de diluicao menores, am termos de escores

SAR.
Os resultados b
tidos na SAR e na
RFC' para oOs SOros
de animais ndo vaci-
nados, oom OS res—

Tabela 3 -~ Distribuicde do numero de soros sanguineos de
bovinos vacinados com B. aboritug Big, de acordo com os re~
sultados obtidos pela reacdo de fixagdo do complemento
(RFC') e pela soro-aglutinacao rapida (SAR) com os respec—
tivos escores '

pectivos escores
{(Tabela 4) revelam
que ndo ha perfeita
concorddncia  entre
as duas provas, a
exemplo do que ocor-
TEU COm OS Soros de o 11

o tx
Escores REC

SAR o 10(0-20) 48(20-60)  130(50-200)  300{200-400}  400({2400}

2 - - - - 15

animais vacinados. 2501:25) 1 4 1 - - - 9
G coeficiente de 5041:50) 2 9 12 4 - - n
correlagac foi de 10041:1000) 3 5 3 9 - - 18
0,82, superior ao 20041:208] - 1 6 10 - - 7
verificado para © 400421:400) - 1 1 5 4 z 12

soro de animais va-—
cinados, © que tal- Total 21 22 23 .8 %
vez se deva ac fato :
de os escores seran
mais claramente di-
ferenciados, levando assim a maior concordancia. Heck & col. (8) tanmbé&n constataram
que a melhor concordincia entre as diversas provas soroldgicas é obtida em soros de
animais nio vacinados.
A eguagdo da reta

foi RFC' = §,77 SAR, Tabela 4 - Distribuicido do numero de soros sanguinecs de
sugerindo que neste bovinos ndc vacinados, de acordo com o¢ resultados obtidos
.caso 0s escores RFC' pela reagao de fixacdo do complemento (RFC') e pela so-
s20 em media 77% dos ro-aglutinagdac rapida (SAR) com os respectivos ascores
escores SAR, Ou S&- ’
ja, ©s escores REC!
830, tal camo no ca-
so dos soros de ani-
mais vacinados infe~ SaR
riores aocs escores

(53
=
=
<

Escores . Escores REC'™ Total
G 1000-20F 40(20-60F 130{60-200)  300{200-400)  400{2400)

- - - - 32

o 32 -
SAR{ mas nesse caso 25(1:255 30 3 - 1 - - 34
a diferenca € menor 50(1:50) 12 1 4. - - - 17
gue no caso ante- 106(1:160) - 2 5 5 2 1 16
rior. Este fato esta 200(1:200) - - 1. 8 1 - 10
a Suderlr que oS So- 400 (21:400) ~ - - 3 1 ¢ 19
ros de animais nao

vacinados, quando Total 74 6 i 17 4 7 119
positivos,  possusnm

escores RFC' mais

fortes, tanto assim _

que, entre os soros de animais vacinados, o mais alto titulo fixador de complemento
chservado fol de 1:410, a0 passo que entre os soros de animais naturaimente infec-
tados cbteve-se titulo fixador de complemento de até 1:3.280.

Utilizando diferentes classes de immoglobulinas, Beh {5} observou que subsequen—
temente & vacinacio encontra-se no soro sanguineo, anticorpos pertencentes 3s clas~
ses IgG; e IgM, a0 passo que em animais naturalmente infectados estdo presentes a
IgG1 e, em menor guantidade, a IgM. Cam base no fatc de que reagdes vacinais per—
sistentes se deveriam provavelmente 4 IgM e que an animais cronicamente infectados
ha predominincia de IgG, a reagdo de fixacBo do complemento (RFCT) tem sido indica-
da para diferenciar animais vacinados de animais com infeccdo crfnica.
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Canclusdes

1.

NZo ha concordincia perfeita entre as tvds provas analisadas, sendo a concor-

dincia menor no caso de animais vacinados.

2.

3.

As retas ajustadas mostram que em média e com flutuacles deve se esperar:
a} animais vacinados
= 10 {para animais negativos & PAAT)
RFC' = 120 (para animais positivos & PART)

b} animais nao vacinados
RFC' = o (para animais negativos & PAAT)
FFC' = 160 (para animais positivos & PAAT)
= 0,77 (nos diversos escores SAR e RFC')

Os escores RFC' foram inferiores acs correspondentes SAR, sugerindo que @

reacac em escores SAR &€ produzida por escores mais baixos em termos de RFCT.

4.

Entre os animais naturalmente infectados dbservou-se titulos fixadores de com—

plemento mais altos que entre os animais vacinados.
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Resumo

Duas substancias, extraidas de C(ladonia sandstede? Abb.,
podem ser comparaveis a atrancrina e ac B-metil orcinol
carboxilato, com base em estudos de espectroscopia de mas-
sa, ressondncla magnética nuclear e infravermelho. Somente
atranorina foi testada "im vitro", pols apresentou melhor
rendimente. Fol testado a atividade microbioldgica da atra-
norina, mostrando-se esta, efetiva para Staphylococcus au-
reus, Escherichia coli e Bacillus cereus e para os levedu-
tiformes Candida albicans, Condida stellatoidea, em algumas
doses nos meios liquidos e sdlido.

Summary

In vitro antimicrobial activiiy of atranorine

Twe substances isolated from Cladonia sandestedei Abb. were
found to be identical to atranorine and B-methylorcinol
carboxylate based on MS, NMR and IR analysis. Oaly
atranorine was tested "in vitro" for its antimicrobial
activity for it had shown a  higher vyield. In
microbiological  tests different concentrations of
atrancrine was found to be effective against Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Bacillus cereus as well as for
yeast such as Cundida albicans and Candida stellatoidea in
liquid and solid media.

Introducio

Cladonia sandstedei Abb. liquen da familia Cladoniaceqe, & sbundante na regido do
Tabuleirc (Cerrado) de Santa Rita, no Estado da Paraiba, crescendo sobre himos e
solo arenoso, existindo tanbén em outras areas do Brasil.

Foram isolados dois compostos, atranoring € o B-metil orcinol carboxilato (1, 2,
3), sendo que o primeiro composto isolado apresentou rendimento sugerlor ao do
quetllworC1nol carboxilato, portanto prestou-se para testar "in vitro"

Atranorina & um para-depsideo (1}, com apenas ura excecdo , o anel A de tedas as
depsidonas da série b-orcinol t&m um substituinte aldeidico na posicio 3, como mos-
tra o anel A do para-depsidec atranorina (Fig. 1) oz um substituinte 3—ﬁ@t11 COmO
mostra o anel B da atranorina.

Vartia (6) notou a presenca da atranorina em 50% das espécies estudadas, apresen—
tando atividade pelo menos em uma bactéria.

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 14(3)3:168-171, Jul./Set. 1983.
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Entre os poucos trabalhos realizados sobre agdo Figura | - Atranorina
antimicrobiana de liquens no Brasil 4, 5, 7).,
ndo ha mita énfase ds substi@ncias puras, pro-

priamente ditas. a;

Neste trabalbe, fol evidenciada a atividade an- o €0, CH,
timicrobiana da atranorina, frente a algumas bac— oRy 3 1
térias e leveduras, a fim de determinar a poten- 6} |
cialidade da substancia testada e eventual apro- 5 ) 2,
veitamento no futuro,

HO 3 H
Material e Metodos o=

Apds extragdo e purificacdo, a agde antimicro-
biana da atranorina foi testada em bactérias gram-positivas e gram-negativas
(Staphylococous aureus, EFscherichia coli, Sarcing luteq e Boeillus cereus) & em
fungos leveduriformes (Candida albicans e Candida stellatoidea).

O meio liquido para os fungos leveduriformes fol o caldo Sabouraud {20g de dex-—
trose, 10g de peptona, 1000ml de &qua destilada); para as bactérias, o caldo nutri-
tivo (59 de peptona, 3g de extrato de carne e 1000ml de agua destilada).

O meio sClido para funges leveduriformes foi o agar Sebouraud (20g de dextrose,
10g de peptona, 159 de agar e 1000ml de Agua destilada); e para as bactérias, o
agar nutritivo (5 de peptona, 3g de extrato de carne, 159 de agar e 1000wl de agua
destilada}.

Para indculo dos microrganismos, o meio de cultura tanto solido camo  liguido,
utilizou-se uma solugdo salina a 09%, estéril para bactérias: Agua destilada foi
enpregada para os fungos leveduriformes.

Foram utilizadas as doses de 12,5; 25; 50; 250 e 500ug/ml da droga para os testes
nos meios ligquidos e sdlido, tanto para as bactérias como para os fungos leveduri—
formes.

Apds a distribuigic da droga {(dissolvida em acetona) nos meios (mentidos os  cone
troles da droga, solvenie e microrganismo), foi iniciada a incubagéc & temperatura
ambiente (25-28°C}, para fungos leveduriformes e a 37¢C para as bactérias (em cima-
ra de crescimento). Mo meio liguido, foi utilizado o método de diluigdes sucessi-
Vas. :

Mo meic solido, além de diluicdes alteradas, foram utilizados discos de papel de
filtro com 6mu de diametro, impregnados com 0,0Mml de solvente, contendo a droga
nas diferentes concentragbes ja citadas, além do disco controle para cada dose.

Resultados e Discussao

A substdncia identificada como atranorina, possui alguma acdc antimicrobiana,
quando testada em meio ligquido (Tabelas 1 e 2.

Em organismos leveduriformes foi cbservado que, apds 24 horas de incubagdo, houve
inibigdo de crescimento de Candida albicans, quando utilizada a dose de  S00pg/mi.
Para a Candida stellatoidea, houve inibicic com as doses de 500 a 250ug/ml.

A leitura feita 48 horas apds a incubagdo de amostras, mostrou pouca modificagio,
verificando-se amento de crescimento em apenas duas doses, 50 e 25ug/ml em Candida
stellatoidea,

£ discreta a atividade antimicrobiana da atranorina, scbre organismos leveduri-
formes, visto que, foi obtida inibicdoc de Candida albicans apenas na dose de
500ug/ml e de Candida stellatoidea nas doses de 500 a 250pg/wml. A partir de
250ug/ml, para Candida albicans, até 12,5ug/ml para Candida stellatoidea, foram ob-
servados crescimentos que variaram de pegueno a muito intenso, respectivamente.

Nos testes com bactérias (Tabela 1}, foram feitas leituras apds 24 e 48 horas &e
incubacio, observando-se gue houve aumento de crescimento apenas no controle de
bactéria de Baeillus cereus. As inibicles e crescimento mentiveram-se inalterados
durante o pericdo de observacdco, mostrando-se efetivas as seguintes doses: 500ug/ml
para Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Baeillus cereus; 250ug/ml para
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Staphylococeus aureus, Bacillus cereus,

Tabela 1 - Teste de inibicdo das bacté-
rias por atranorina em meic liquido.

S0ug/ml para Staphyloeoccus aureus.

Tabela 2 - Teste de inibicdc das bacté-
rias por atranorina em meic sdlido.

Simbolos: ++++ = Inibigac excelente; S8imbolos: s++++ = Inibicdc exzcelente;
+++ = Inibigdo boa; ++ = Inibicio regu- +++ = Inibicao boa; ++ = Inibigao regu-
lar; 0 = Sem efeito; C.T. = Caldo tur- lar; O = Sem efeito; P.H. = Presenca de
vo; C.L. = Caldo limpido halo; A.H. = Auséncia de halo

Droga 5. aurews &0 eold &, Iutea 3. cercus Droga Droga S, aurews  E, voli 8. lusea 3, cereus Droca
1ag/ml, 24h 48n  24h 45h 24h 4Bh 2dr 48h contyole wg/nd 24 48n 24k 48h  24h 48h  24h 35h  ocontrole
500 P I - B C.L. 500 FEE PETE TRt bt bEER bbbt bR bt AH
250 [ . ok + T T T C.L. 230 Shbt AEEE RTE b AEeE dd 0 0 AH

50 S P P I - a Cul 30 PR v e 0 ¢ AH
25 o ] [i] 0 '] o 3 0 C.L. 25 0 1] @ L] 3 Q Q 4 AR
12,5 o 0 [ c 0 [ C.L. 12,5 [ ¢ 0 [ o 0 AH
Bactérias Bacterias

oontrole ¢.T. .70 CT. CUTC CLTL CUT. CLUT. CLT. - mtrole P.H. P.H. P.E. P.H. P.H, P.HE. P.H. P.E. -
Bactérias

coptrole e C.T. CT. LT €7 £.T, C.T. CLTL GVTN -

As leveduras, em meic s6lido e liguido {Tabelas 3 e 4), apresentaram alteracdes
significativas de inibigio e crescimento, coamparando-se os @ois métodos. Observa—se
que a dose de 50ug/ml inibiu ¢ crescimento de Cundida albicans no meio sélido.

3 inibicdo de crescimento bacteriano da atranorina, no meio sdlido,

foi obtida

com doses maiores de 250pg/ml, na maior parte dos casos (Tabelas 1 e 2). Nas doses
de 50ug/ml e concentragdes inferiores, a inibicic decresceu.

Estes resultados mostram que, tanto nas leveduras como nas bactérias, a atividade
da atranorina € alta, nas doses de 500 e 250ug/ml para os microrganismos estudados.

Tabela 3 ~ Teste de inibicio das leve-
duras por atranorina em meio liquido.
Simboles: ++++ = Inibigcio excelente;

Tabela 4 - Teste de inibicac das leve-
duras por atranorina em weio sélido,
com disco de papel de filtro.

+++ = Inibigdo boa; ++ = Inibiclo regu- Simbelos: ++++ = Inibicdo excelente;
lar; + = Valor discutide; 0 = Sem efei- +++ = Inibicdo boa; ++ = Inibigdo regu-
to; C.T. = Caldo turvo; C.L. = Caldo lar; 0 = Sem efeito; P.H, = Presenca de
limpido halo; A.H. = Auséncia de halo

Droga C.albieans C.sitellatoideq Droga Droga C.albieans ¢, stellatoidea Droga
Lg/ml 24h  48h 24h 48k controle v/l 24h  48h 24h  48h controle
200 FEHE R L N ] C.L. 500 FH+E R T4+ HHEE AH,
250 ++ ++ L C.L. 258 S s s e T e AH.
50 Q o + ++ C.L. 50 o s e +++ A.B.
25 o] 0 c 0 C.L. 25 4] Q & ++ A.H.
12,5 ¢ 0 G 0 C.1. 12,5 3} Q 0 b A.H.
Leveduras Levedura

centrole C.T. C.T. C.T. C.T. - controle P.H. P.H. E.H. P.H. -
Leveduras

controle em C.T. QU C.T. C.7. -

acetona
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Resumo

0 teste de fluorescencia pode ser wusado para identificar
bacilos diftéricos toxinogénices ou nic, além de evitar es—
forgo adiciomal, no processo de identificacao de microrga—
nismos corineformes, nac fluorescentes, semelhantes ao .
diphtherige. 0 teste da pirazina-carboxilamidase, uma vez
que pode ser realizado em duas horas, mostra-se também de
grande valor para o diagndstico laboratorial.

Summary

The U.V. fluorescence test and the pyrazine carboxylamidase
activity as  screening  tests for <identifying  the
non—toxigente diphtheria bacilli

The U.V. fluorescence test can be used to identify
toxigenic and nontoxigenic diphtheria bacilli, as well as
to avoid additional efforts in the identification process
of non-diphtheric coryneform bacteria. The fact that the
pyrazine carboxylamidase activity can be done within two
hours makes it a test of considerable value for diagnostic
laborateories.

O teste de fluorescéncia (Formiga, L.C.D. & cool., Rev. Bras, Patol. Clin.,
16:201-202, 1980) mostrou-se satisfatorio na triagem do bacilo Giftérico, no trato
respiratOrio (Formiga, L.C.D. & col., Rev. Lat-amer. Microbiol., 23:131-133, 1981).
Entre individuos sadios foi observado apenas 2,9% de resultados falso-positivos e
em nenhuma oportunidade resultados falso-negativos. De 237 amostras, de bastonetes
Gram positivos, isclados de 29 pacientes com difteria e de seus contatos familia—
res, 15,6% apresentaram-se flucrescentes, sendo 13,5% identificadas como O,
diphtherice e apenas 2,1% como difterdides. Estes resultados recamendaram o teste
de fluorescéncia, em casos de faringites, principalmente pela possibilidade do iso-
lamentc de amostras atoxinog@nicas. Em materiais de origem cutdnea este fato & ain-
da mais frequente (Formiga, L.C.D. & Suassuna, I., F. Med. (BR), 84:115-118, 1982}.

* Trabalho realizado com auxilio da FINEP.

Rewv. Micrcbiol., S3o Paulo, 14(3):172-173, Jul./Set. 1983.
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B porfirina fluorescente & produzida por diversas outras espécies do género
Corynebacterium, porém ndo & fator limitante do teste de fluorescencia, uma vez que
estas espécies, na sua maijoria, s&o bioquimicamente diferentes do bacilo diftérico,
ou ndo sdo encontradas com frequéncia no nicho ecoldgico habitual da espécie pato-
génica. Entretanto, para materiais de lesOes de pele, niche de difterdides fluores—
centes, cresce a expectativa do aumento de resultados falso-positivos. Por esse mo—
tivo, avaliamos a eficacia do teste de fluorescéncia na investigacio do bacile dif-
térico 3 partir de lesdes cutineas (Formiga, L.C.D. & col., Rev. Microbiol. ({Sao
Paulo), 13(4), 1982). Demonstramos entao, que a maloria dos difterdides isclados
ndo apresentaram fluorescéncia (60,49%) e por isso puderam ser afastados dos testes
laboratoriais adicicnais. Chservamos também que 23,45% das amostras isoladas tinham
camportarento bioquimico do bacilo diftérico, mas apenas 3 eram produtoras de toxi-
na. Recomendaros estudo adicional desses microrganismos flucorescentes atoxinogeni-
" gos por sua semelhanca com o complexo "C. minutissimam”. Com esse cbjetivo, utili-
zamos a aglutinagio em tubos com  imune-soro monocespecifico ({espécie especifico)
contra o bacilo diftérice {(Andrade, A.F.B., Instituto de Micrcbiologia, UFRJ, 1976
(Tese de Mestrado) € ¢ teste da pirazina-carboxilamidase (Sulea, I.T. & col., Int.
J. Syst. Bacteriol., 30:466-472, 1980). Das ampstras com comportamento bicquimico
do bacilo diftérice (23,45%) apenas ura apresentou-se como diftercide (Pyz positi-
vo}. Concluimos, que deve ser pequeno O nimero de difterdides fluorescentes, seme—
lhantes bioquimicamente ao bacilo diftérico, em materiais provenientes de lesCes de
pele, o que reforga a importincia do teste de flucrescéncia na triagem do C.
diphtherice & partir destes materiais e recomenda o teste da pirazins-carboxilami-
dase como recurso adicional de valor.
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PRIMEIRO ISOLAMENTO _ E  IDENTIFICAGADO DE  VIBRIO
PARAHAEMOLYTICUS NO BRASIL DE INFECGAO GASTROINTESTINAL
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Restemo

Amostra de Vibrio parghoemolyticus sorotipo 05:K17 e Kana-
gawa positiva, foi isolada de fezes diarréicas de uma
crianca de Cascavel, Ceari. Esta € a primeira referfnecia de
isolamento de V. parahaemclyticus de origem humana no Bra-
sil e, provavelmente, da America do Sul.

Surmary

The first isolation and identification of Vibrio
parahaemolyticus from human gastrointestinal infection in
Brazil

A strain of Wbrio parahaemolyticus, serotype 05:Ki7 and
Kanagawa positive, -was isolated frem diarrheic feces of -2
child in Cascavel, Ceara. This is the first isolate of V.
parahgemolyticus of humen origin in Brazil and probably in
Scuth America. :

vibrio parahaemolyticus é um microrganismo com caracteristicas halefilicas, tendo
como habitat normal o ecossistema representado por animal e aguas de origem wari-
rha, que apds as dbservacdes de Fugino & ccl. (J. Jap. Assoc. Infect. Dis., -25:11,
1951} , velio a se constituir em nove agente de taxinfeccio alimentar. Hodiernamente,
esta bactéria galgou a posicdo de principal responsavel por este acontecimento no
Japac. Em outras  adreas do mundo, encontram-se alqumas refer@ncias enfocando sua
ocorréneia no hovem, em particular, em varios pontos da Asia, Bmérica do Norte e
Africa.

No Brasil, as descricOes sobre V. parahaemolyticus se concentram, exclusivamente;
nos achados em peixes, crustdcecs, moluscos marinhos e aguas de regides estuarinas
{Hofer, E. & Silva, C.H.D. In: - Resumos de trabalhos V Cong. Bras. Microbiol., Rio
de Janeiro, p.193, 1974; Leitdo, M.F.F. & Arima, H.K., Col. Inst. Tecnol. Alimen—
tos, 6:149, 1975; Gelli, D.S. & col., Rev. Inst. Adolfo Tastz, 35/36:9, 1975/76:
Barros, G.C. Tese de Mestrado. Faculdade de Veterinaria, Univ. Fed. Fluminense, RJ,
1877; Santos, E.A. & ¢ol. In: - Resumos de trabalhos VIIT Cong. Bras, Microbiol.,
Rio de Janeiro, p. 16, 1977; Zebral, A.A. & col. — Resumos de trabalhos X Cong.
Bras. Microbiol., Rio de Janeiro, p. 71 e Franca, S.M.C. & col., JAMA, 244:587,
1980) .

Em meados de junhe de 1973, ccorreu, na cidade de Cascavel, Ceara, um surto de
gastrenterite, oom caracteristicas epid@micas, atingindo, indistintamente, a adui-
tos e criancas, tendo como provavel agente, Shigella flemneri 2a, em vista do maior
nmerc de isclamentos efetuados, Nesta ocasilo, foram encaminhadas, ao ILaboratdric
de Enterchactérias e vVibrio, do Instituto Oswaldo Cruz, seis espécimes fecais,

Rev. Microbiol., S8c Paulo, 14(3):174-175, Jul./Set. 1983.
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transportados & conservados pela técnica de impregnacdo do material em papel de
filtro, tipo xarope (Dold, H. & Ketterer, M.Z. Hyg. Infekt. - Xr., 125:444, 1944).
¥m =me das amostras de fezes, oriunda de uma crianca de 6 anos de idade, sexo femi-
nino, apresentandc diarrdia aguosa, fol detectado apenas Vibrio parahaemolyticus.
A técnica de coprocultura utilizada, consistiu no processo de enriquecimento em
Aqua peptonada alcalina, pH 8.5, durante 18 horas a 37¢9C e passagem posterior, em
agar TCBS (Difico), incubado a 37°C por 18 horas. O crescimento no meic seletivo-in-
dicador, revelou somente a presenca de coldnias sacarose negativas (azul-esverdea—
das), cujo perfil bioquimico se campatibilizou com V. parahaemolyticus (Tabela 1).

Tabela t - Perfil bioguimico da amostra

isolada.
Simbolos: + = reacgio positiva em 24 a 48
horas; - = reacac negativa ou ausencia de

crescimento; * = Grupo VIL da classifica-
¢cao de Heiberg; #*% = 0/129 (2,4-diaminc -
§,7-diisopropyl-pteridine), discos com
concentragao de 150meg; Temperatura de
incubagae = 37CC

Prova ou Substrato . Reacio

Colora¢ao (Gram) Bastanetes Gram negatives

HoS (SIM e Kliglex)
Citrato de s&dic (Simmons}
Nitmato a nitrito

Urease :

P T T 20 T L B B

7g% NaCl

1093 Nall
Sensibilidade 0/129+*
Oxidase .

Catalase

Mobiiidade

Hewdlise total, hematias humanas
(Tese de Kanagawa)

4 + 4+ 4+ 4+ + ]

As propriedades complementares analisadas, revelaram a hemdlise tipica no teste
de Kanagawa, cbservada pelo processo de Fishbein & Wentz (3. Milk Food Technol.,
36:118, 1973) e as estruturas antigénicas, definiram a amostra como pertencente ac
sorotipo 05:K17 (Tipagem soroldgica confirmada por Dr. M. Chaghi, Tokyo Metropoli-
tan Research Iaboratory of Public Health, Japan). -

Nerhuama informacio epidemioldgica de vulto foi cbtida, no sentido de esclarecer a
causa desta ocorrancia, assim como do surto, a ndo ser a utilizagdo frequente na
alimentacio, de peixes de origem marinha e de aqua doce, estes, conservados pela
salga.

Provavelmente, este relato constitui a primeira referéncia da deteccdo de Vibrio
parahaerolyticus, no haomem, apresentando sintamatologia gastrintestinal no Brasil e
talvez, na América do Sul.
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Resumo

Foram avaliados clinica e microbiologicamente pacientes com
infecgbes pulmonares bacterianas, tratados pela tobramici-
na, pertencentes a faixa etaria média de 40 anos de idade.
Procurou-se comparar oz rvesultados obtidos com dois métodos
de antiblograma. Foram verificadas a permangncia dos germes
e as modificagbes da flora patogénica durante e apds anti-
bioticoterapia. A tobramicina revelou boa acio sobre bacteé-
rias Gram positivas e Gram negativas. Em cinco pacientes,
houve persisténcia de bactérias durante a convalescenca e
consequente recaida, causada principalmente por S. preumo-
nige. Em 22 casos, apos cinco dias ou mais de tyatamento,
ocorreu persisténcia da mesma flora em nove e mudanca em
13. Nos casos de persisténcia da mesma flora, predominou a
associacdo 5. aureus e 5. pnewmoniae (9,1%). As modifica-—
cbes mais frequentes da flora foram nos casos em que &
Klebsiella sp. foi isolada em primeiroc cultive {13,7%), se-~
guidos do 5. aureus (9,1%).

Surmmary

Mierobiolegical features of bacterial infection of lung
from patients treated by tobramyein

We analised the clinic and microbiological aspects of
bacterial pulmonary infections of patients treated by
tobramycin with the average age of 40 years old. The two
utilized antibiogram methods were compared. We found out
modifications of pathogenic flora during and after
antibiotic therapy. The tobramycin brought out to be good
against Gram positive and Cram negative bacteria. Five
patients that had a persistence of bacteria in convalescent
period exhibited relapse of pneumcnia; in all of these
patients the bacteria isolated was 3. prewmoniae., In 22
patientes, after five days or more of treatment, it

Rev. Microbicl., S3o Paulo, 14(3):176-182, Jul./Set. 1983.
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happened persistence of the same flora in nine of them and
change in 13. In cases of persistence of the same flora, it
prevailed the asscciation 5. aqureus and 5. preumoniae
(9.1%Z). The more frequent modification in the flora were
the cases where Klebsiella sp. was isclated in the first
culture (13.7%), followed by S. aureus (9.1%).

Tntroducéo

Ha autores que invalidam a micrcbiolegia da secregzo purulenta bronco-pulmonar,
como  auxiliar do dlagndstico etiolfgico de pneumcpatias agudas (1, 8, 19). Outros,
consideram a bacteriologia de escarro fundamental, se as condicbes técnicas empre-
gadas pars o isolamento foram adequadas. Paralelarente, nao deixaram de valorizar a
semiologia clinica-radioldgica do aparelho respiratorio, como ponto importante para
o diagnéstico final (3, 7, 16, 17). Por cutro lado, © uso de antibioticos tem difi-
cultado a identificacdo da flora bacteriana do escarro purulento, responsavel por
pneumonias agudas.

Frente 4 controvérsia, foram estudadas as provaveis influéncias da terapia pela
tobramicina, em bactérias patogénicas ou ndo, isoladas de pacientes cam infeccdes

pulmonares.

Material e Metodos

Foram estudados 30 doentes, sendo 20 do sexo masculino e 10 do sexo feminino, in-
ternados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. A idade dos
pacientes oscilou entre 12 a 75 ancs; na maicria, foi superior a 40 anos.

Dos pacientes, 23 possuiam condigles agravantes e 19 antecedentes pulmonares a
internacdo. As manifestacbes foram designadas discretas em um, moderada em sete e
grave em 22 doentes, baseado no exame clinico, no momento da internagéo.

0 estudo radioldgico revelou broncopneumonia em 22 pacientes, dos guais 10 tambem
possuiam derrame pleural; sbscesso em dols, abscesso com dexyane em trés; pneuncnia
lobar em dois e neoplasia infectada em um doente.

O escarro de cada paciente foi colhido 24 horas antes do inicio do tratamento, no
quinto dia e 24 horas apds o témino pela tobramicina.

0 diagnbstico microbioldgico foi feito por bacterioscopia direta e por isolamento
e identificacdo das bactérias. O patdgeno principal fol caracterizado atraves de
dados clinicos, radicldgicos e micrcbioldgicos.

Na bacterioscopia, procurcu-se verificar a presenca e © tipo de leucococitos, bem
como a predaminancia das formas bacterianas.

Foram usados os meios de cultura Agar Sangue (Blood Agar Base "Oxold", acrescido
de 10% de sangue de ovino) e Mac Conkey Agar ("Oxoid"). As enterchactérias foram
identificadas sequndo BEdwards 2 BEwing (5) e as demais de acordo com Cowan & Steel
{4). N80 foram estudadas as bactérias anaerdbicas estritas.

0 antibiograme foi realizado para todas as 102 bactérias isoladas, por dois meto-
dos: o da difusio pela padronizagio de Kirby-Bauer (2) e o da diluicao da droga, em
agar nutriente, para a determinacdic da concentragdo inibitdria minima (19).

Os microrganismos foram estudados segundo a sua concentra¢do inibitdria minima
frente 3 tobramicina, 0 desaparecimento nas culturas subseguentes e se havia ou ndo
mdificaciio e persisténcia da flora patogenica. Procurou-se, ainda, verificar a
correlacio existente entre os dois nétodos de antibiograma utilizados para o estudo
da sensibilidade bacteriana; e o comportamento das bactérias dos paclentes que
apresentaram evolucdo clinica insatisfatdria, frente & terapia pela tobramicina.

A duracdc média do tratamento dos pacientes portadores de pneunonias agudas, pela
tobramicina, foi de 10 dias. Utilizou-se, para a andlise estatistica dos resulta-
dos, o teste "t".
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Resultados e Discussie Tabela 1 - Numero de porcentagen de pa-
cientes de acorde com o patégenc princi-
Os agentes eticlogicos isolados o©om pal isolado na pré-terapia

maicr frequéncia, antes da terapia an—
timicrobiana, foram Klebsiella sp., em -
36,73 dos pacientes e §. qureus, em Bacterias ¥ pacientes % pacientes
20,0% (Tabela 1); 61,1% das bacterlas i

- i Kilebsiella sp. 11 36,7
Gram positivas e 80,9% das bactérias S, cureus 6 30,4
Gram negativas foram sensiveis 3 . !
L . §, pnewmoniae 3 10,0
Tug/mi de tobramicina , sem diferenca Pseidomonas 5 5 10.0
significativa, quande se comparou a R ’ !
-, B, coli 2 6,7
porcentagem acumlada das bactérias Enserobactar 5 . 33
Gram positivas e Gram negativas, em ; ’ !
P, mirabilis 1 3,3
relacdo & sensibilidade a tobramicina o o
( bela 2) Streptococcus B hemolitico 1 3,3
e . . : Hlebsiella sp. x 5. e z 6,7
Apds cinco dias de tratamento houve FOSTELIE Ep. X 5. awrel
desaparecinmento da bactéria isolada em Total 10 100,0

26% dos pacientes (Tabela 3). Houve
perszstencm de bactérias no escarro,
aphs o quinto dia ou mais da antibio-
ticoterapia, em 73,3% dos pacientes {Tabela 4).

Tabela 2 - Porcentagem acumulada de &3 bactérias Gram ne-
gativas e de 39 bactérias Gram positivas em relacio 2 sen—
sibilidade a tobramicina

_ Gram negativas Gram positivas
Concentracio
No de % 2 ¥e de " 3
(Lg/mi) sensiveis {acumilada) sensiveis {acumlada)

0,10 9 14,3 14,3 2 5,1 5,1
0,13 11 17,5 31,8 2 5,1 10,2
0,20 7 11,1 42,9 3 20,5 30,7
0,25 3 4,8 47,7 o 0,0 36,7
0,30 0 0,0 47,7 2 5,1 35,8
8,35 3 4.8 52,5 3 2.6 38,4
0,40 3 4,8 57,3 o 0,0 35,4
0,45 2 3.1 60,4 1 2,6 41,0
0,50 ¥ 1.6 62,0 1 2,6 43,86
0,55 2 3,1 65,1 0 0,6 43,6
0,60 2 0,0 65,1 s} 0,0 43,5
0,85 1 1,6 66,7 0 0,0 43,86
4,70 3 4,8 71,5 o 5,4 43,6
0,75 : 0 9,0 7,3 2 5.1 48,7
0,80 2 31 74,6 0 0,0 48,7
0,85 o 0,0, 74,6 1 2,6 51,3
0,90 4 6,3 80,9 g 0,0 51,3
0,95 ] 0,¢ 80,5 o 0,0 51.3
1,00 0 0,6 80,9 4 16,3 81,6

> 1,00 12 18,1 100,0 35 38,4 100,0

Em nove casos {490,6%), ocorreu a persisténcia da mesma flora bacteriana em trég
culturas subsequentes, realizadas do mesmo paciente apds. cinco dias ou mais com o
uso de antibiStico (Tabela 5). Em 13 casos (58,8%), houve rmudanca da flora bacte-
riana, isto &€, o patdgeno principal foi SUbStltUldO por outras bactérias nas cultu~
ras subsequentes (Tabela 6).
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Tabela 3 ~ Frequeéncia de desaparecimento das
bactérias isoladas, de 30 pacientes, apds cin-
co dias de tratamento pela tobramicina

Bactirias ¥ pacientes % pacientes
Xlebetella sp. 2 8,8
E. eoii 1 3,3
Entercbacter Sp. 3 3,3
Streptococeus B hemolitico 1 3,3
Xlebstella sp. x . ecld 1 3,3
Kiebsiella sp. x P. mirabilis 1 3,3
Poeudermeonas sp. ¥ Erntercbacier sp. 1 3,3
Total - 8 26,6

A comparacao dos resultados do antibiograma realizado pelos métodos da diluicdo
da droga (MIC) e o da difusdo (Kirby-Bauer) em todas as bactérias isoladas (Tabela
7} revela que houve concordincia da metodologia empregada, em 93,1% das amostras
estudadas.

Ac ser correlacionado o comportamento das bactérias isoladas, no que diz respeito
A concentracio inibitfria minima da droga, com o quadro clinico apresentado pelos
pacientes, verificou-se que, em quatro casos, houve recalda, com manifestagfes cli-
nicas de infecg3o pulmonar ativa (Tabela 8).

Tabela % — Frequéncia de persisténcia de bactérias
no escarro, apos 5 dias ou mais de tratamento com
a tobramicina, em 30 pacilentes

Bactérias . ¥¢ pacientes % pacientes
Hlebstella sp. 3 10,0
3. cureus 3 10,0
P, mirabilis . 1 3,3
5. prewromiae T 3,3
Paeudomonas &p. 1 3,3
5. aureus X S. pnewnonide 3 10,0
¥iepsiglla Sp. x 5. areus 2 5,8
Klebsiella sp. x P. mirabtlis 2 6,8
Hiebsiella sp. ¥ Peeudomsnas sp. 1 3,3
Hiebsiella Sp. x Civrobactsr p. 1 3,3
Peeudomonas sp. X Intercbacter sp. 1 3,3
E. coli X Pseudomonas sp. 1 3,3
2. ¢oli x S, aureus 1 3,3
S. ourews X Streptococous B hemolitico 1 3,3
Total 22 3,3
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Como o diagndstico microbioldgico foi iniciado logo apds a colheita da secrecdo
broncopuimonar, a bacterioscopia do escarro e a semeadura em meios de cultura ade-
quados, foi possivel o isolamento dos agentes responsavels pelos quadros broncopul-
monares dos doentes internados.

Tabela 5 ~ Frequéncia de persisténcia da mes—
ma flora bacteriana, apdés 5 dias ou mais de
tratamento pela tobramicina, em 22 pacientes

Bactérias Ne pacientes % pacientes
S. prewsonice 4,5
5. aureus 4,5
P, mirabilis 4,5
5. cureus x 3. prewmonize 9,1

. Klebsiellz sp. x 3. cureus 4,5

B

3. aureus x £. coli 4,5
Kigbstella sp. X P, mirabilis 4,5
Peeudomonas $p. x Entercbacter sp. 4,5
Total 9 20,6

Howve nitida correlagdo entre o cbservado na bacterioscopia e a identificacio mi—
crobioldgica do agente etioldgico. A bacterioscopia do escarro possibiliton © en-
contro de grande nimerc de leucdcitos, nos casos de isolamento do patdgeno. Nos ca—
s0s em que houve o desaparecimento do agente principal, nic se observou mais a pre-
senga de leucdcitos na lamina.

Tabela & ~ Frequéncia de mudanca da flora bacteria—
na, apds 5 dias ou mais de tratamento pela tobrami-
cina, em 13 dos 22 pacientes

Bactérias N¢ pacientes % pacientes
Xlebstella sp. 3 13,7
S, aureus 2 $,1
5. prewnontae 1 4,5
Pseudomones Sp. 1 4,5
E. coli x Pseudomonas sp. 1 4,5
Klebsiella sp. X P. mirabilis 1 4,5
{lebsielle sp. » Pseudomownas sp, 1 4,5
Klebsiella sp, % Citrobacier sp. 1 4,5
8. aureus x 5. prewrontae 1 4,5
8. eureus x Streptecoccus B hamlitico 1 4,5
Total 13 58,8

As bactérias Gram negativas foram as mais isoladas. O achado de 36,7% de Kleb-
stella sp. e de 20,0% de S. aureus, antes do inicio da terapia antimicrcbiana, su-
gere, possivelmente, que os doentes pulmonares apresentavam condigdes agravantes ocu
utilizaram, previamente, cutros antimicrobianos. Resultado andlogo foi  observado
por cutros autores (3, 7, 9, 10, 11, 17).

Verificou-se também que a associacio mais fregquente entre bactérias foi a de
Xiebsiella sp. com 5. aqureus. Vasconcelos & col. (14}, cbtiveram uma razoavel por-
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centagem de associagdo de bactfrias em investigacdo semelhante.

A concentracio inibitdria minima da droga utilizada, frente &s bactérias isola-
das, manteve-se inalterada, nas trés culturas sucessivas efetuadas, antes, durante
e pos-terapia. ,

0s agentes bacteriancs, identificados e submetidos ao teste de sensibilidade &
tobramicing, mostraram——se, na grande maioria, sensiveis a uma concentragio inibitd-
ria minima baixa.

A presenca de bactérias patogénicas, nos escarros colhidos nos trés momentos de
estudo, foi de 73,3% dos casos e a permanéneia da mesma flora fol de 40,6%, apos o
quinto dia ou mais de tratamento pela tobramicina.

Tabela 7 - Estudo comparativo do método da diluigao
(MIC) e método da difusdc {K.B.) em bacterias Gram
negativas e Gram positivas frente a tobramicina,
Simbolos: * = Antibicgrams realizado pelo método da
diluicio em placas, para verificagao da concentra-
¢ao inibitdria minima; *% = Antibiograma realizado
pelo método de difusic segundo padronizacao de Kir-
by-Bauer

Diluicdo {MICH* e Gram regativas Gram positivas Total

Difus3o (K.B.)** N % N % Ne %

Concordancia 58 57,4 36 35,3 95 93,1
Discorddncia 4 3.8 3 3,0 7 8,8
Total £3 &1,7 38 38,3 102 108,0

A terapia, pelo antimicrobianc estudado, elevou o nimero de germes Gram negati-
vos, nas vias respiratOrias. Fato semelhante foi cbservado por outros autores (7,
9, 11, 17}. .

A mudanca da flora bacteriana, apds o quinto dia ou mais de tratamento pelo anti-
microbiano, parece estar de acordo com o achado por cutros avtores (6, 7, 9, 10,
1.

A recaida da pneumonia, observada

em cinco pacientes internados, fol
interpretada sequndo pardmetros ¢li-
nico-radicldgico e microbiclégico
evolutive, pois, quatro dos cinco
casos apresentaram recaida quando se
isolou o mesmo agente etioldgico
apds o quinto dia ou wais de chser—
vacin ¢linica e terapSutica durante
o pericdo de internagdo.

0 estudo microbiolégico, aliado ao
clinico-radioldgico permitia, con-
cluir pela adequada etiologia das
infecgdes pulmonares, além de carac—
terizar o quadro gneumdnico de  Su-
pra-infecgdes.

Em sintese, a tobramicina mostrou:
a) excelente acde "in vitro" para
Interchactérias, onde a concentracdo
inibitdria minima foi menor gue
tug/ml, em 80,9% das amostras ava—
liadas; b} boa acio "in vi

Tabela 8 - Concentragao inibitéria winima
da tobramicina frente a bacterias isoladas
de 12, 22 ou mais culturas de escarro de
pacientes com pneumonia e resposta tera—
péutica adeguada.

Simbolos: * = Pneumonia lobar-blogueio
neuromuscular; ** = Recaida

MIC (pg/ml)
Bacthrias w2 R 4
* 5. preunpnige 2,0 - - -
** 3, prewrondae 1,0 1,0 - -
A% 5 ppzumonice 5,7 5,5 5,7 5,55
** 5. qureus 1,0 2,0 2,0 -
** Streproccecus B hewolitico 3,55 3,6 - -

* mara bactérias Gram positivas, onde 61,6% apresenta-

ram concentracio inibitdria minima wenor que 1ug/ml; ¢) 26,6% dos casos, em que
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houve desaparecimentoc da flora patogénica, apds o quinto dia de tratamento; d)
40,6% dos pacientes, nos quais houve persisténcia da mesma flora bacteriana, apds ©
quinto dia ou mais de tratamento; e inadequagio para o tratamento de pneumonias
agudas causadas por §. prewnoniae.
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Resuamo

Romites gongylophora, um fungo cultivado por formigas do
génere Atta, fol desenvolvido em meio de malte liguide,
contendo pedacos de ecoco (Cocous nucifera), visando-se
produgdo de massa micelial e determinando-se alguns car-
boidratos. Culturas estacionarias de 30 e 50 dias demons—
traram diferencas nos teores de carboidratos em micelios
aéreos e sub—aéreo. Carbeidratos totais, trealose, glico-
génio e glicana apresentaram—se em concentracOes maiores
no micslio sub-aérec. Os micélios aéreos com 50 dias de
cultivo apresentaram 61,987 mais carboidratos que as de 36
dias de crescimento, enquanto que para os sub-aéreos, a
diferenca mais apresentada pelas culturas de 50 dias fol
de 41,837,

SUrRArY

Determination of carbohydrates in mycelium of Rozites
gongy Lophora

Rozites gongylophora, a fungus grown by ants of the genus
Atta, was developed in malt extract liquid medium with
pieces of coconut (Coccus nucifera) for the production of
mycelial mass and determination of carbohydrates.
Stationary cultvres, 30 and 50 days old, have showed
significant differences between the reserve carbohydrate
in aerial and sub-zerial wmycelia. Total carboydrates,
trehalose, szlycogen and glucan have showed higher
concentrations in the sub—aerial mycelium and the 50 days
0ld mycelium have showed 61,98% and 41,83% ‘more
carbohydrates than the 30 days old one, respectively for
the aerial and sub-aerial forms.

Introducio

As formigas “"Attini" cultivam um fimgo que, em condigles proplcias,
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desenvolve

estruturas nas extremidades das hifas denominadas "Kolhrabi" (8), gongilidios ou
estafilos (15), que se constituem no principal alimento desses insetos (2, 8, 14).

* Darte da Tese de Mestrado do primeiro autor.

nev. Microbiol., S50 Paulo, 14(3):183-186, Jul./Set. 1983.
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O fungo de Atta colombica tonsipes possui rico conteddo nutritivo (7); os estafi-
los do fungo cultivado por Atta sexdens s8o mais ricos em lipidios e carboidratos
que a hifa e mais pobres em proteinas (10).

No Brasil, avaliaram-se os teores eam proteina bruta de fungos cultivados por Atte
sexdens rubropilosa Forel. e Atta capiguara Gongalves {4} e constatou-se a ocorrén-
cia de hidrocarbonetos alifaticos saturados, alooois primarios alinfaticos satura-
dos de alto peso molecular e ceras, no fungo e Atia sexdens rubrepilosa (5).
teores de proteina total na matéria seca de Rozites gongylophora, isolado de sau-w
veiros de Atta sexdens, variam de 25,62% a 46,69%, quando cultivado em varics meios
(9.

O presente trabalho foi realizado com o intuito de se conhecer os conteddos de
carboidratos totais e de alguns carboidratos de reserva e estruturais de R. gongy-
lophora avaliados no micélio aéreo (estdfilos) e sub-aéreo thifas comms), em dife-
rentes condictes de cultivo e em diferentes maneiras de preparo do material para
dosagem.

Material e Métodos

Mierorganismo ~ Fungo Rozites gongylophora, isolado de sauveiros de 4tta  sewdens,
fornecido pelo Instituto Bioldoico de S3o Paulo.

Meio de cultive - Melo de malte a 2% (100md) car 35g de cSco (Coccus nueiferz) em
pedagos, pH 5 (M.M.L.C.).

Separagdo e preparo do micélio aérec e sub-aéreo - R. gongylopaora foi cultivado em

M.M.L.C. por peru.odos de 30 a 50 dias, em cultura estac:_onarla, 3 temperatura am-
biente. O micélio total foi subdividido em duas fracdes: aérea - porgio m}.cellal
superficial (cerca de 0,4am} e sub-aérea — por¢do inferior a 0,4cm. Os micélios ag-
reo e sub-aéreo foram retirados dos frascos de cultura cam aux;.llo da alca de ino-
culagdo, pingas e tesouras, sendo entdco lavados exaustivamente car agua destilada e
secados eam dessecador a vacuo contendo CaCl,, até peso constante, No preparo das
amostras para dosagem, cerca de 70mg de material fresco e 3C a 50mg de material se-
co, tanto para o micélic aéreo quanto para o sub-aérec, foram hamogeneizados com
4ml de acido triclorcacético (T.C.a.) 0,5M, em hm‘ogenelzador de Potter, sendo en-
tao transferidos para frascos E‘rlemceyers, adicionando-se aqua destilada até wm vo—
lume de 100ml {matéria fresca) ou 200ml (matéria seca) exatamente antes da dosagein.

Detecgao e avaliagdo de carboidratos — Para a obtengio de trealose, glicogénio,
glicana e manana, segulu-se o esquema de fracionamento de acordo com Trevelyan &
Harrison (13). As dosagens de carboidratos totais e dos carkoidratos de reserva e
estruturais foram efetuvadas nas fragbes miceliais secadas em dessecador cane também
nas fragbes miceliais frescas. No material seco, a avallagao foi efetuada em duas
condigles: a) imediatamente apds a secagem dos micélios: b) apds estocagem no  des-
secador por 20 dias, Foram realizadas duas dosagens seguindo-se a técnica de Mar—
telli & Panek (6}, modificada (1), empregando-se reagente de antrona,

Resultados e Discuss3o

Resultados experimentals revelaram que a secagem em dessecador a vacuo, contendo
CaClp, até peso constante, mantém cerca de 5 a 9% de agua nos mz.cela.os Sendo as-
sim, parece conveniente a pronta avaliacio de nutrientes, logo apds a secagem dos
micélios em dessecador a vacuo.

A estocagerm dos micélios, deve ter permitido a continuidade das atividades meta-
bolicas; materiais estocados, na avaliacio, apresentaram teores em glucidios totais
Jt_nferlores aos  dagueles que foram secados e imediatamente empregados nas dosagens

Tabela 1)



0 tempo de cultivo também influen-
cicn nos resultados; as oulturas
mais.velhas (micélio aéreo e sub-aé-
reo) wmostraramn—se mais ricas em car—
boidratos {Tabela 1}. .

Culturas de 50 dias apresentaram
teores mais elevados em trealoge e
glicogénio, em relagdo &8s culturas
de 30 dias, tanto para o micélio aé-
rec cowe para o sub-aéreo {Tabela
2), enquanto os conteidos em glicana
do micelio aéreo de 30 dias (1,25%)

ngo foram miito distintos dos obti-
dos para o micélio sub-afreo
{1,31%). Para os cultives de 50

dias, a diferenga se acentuou, ob-
tendo-se 3,66% de glicana na fragao
sub-afrea (Tabela 2). Os teores de
trealose, glicocgénio e glicana do
micélio sub-aéreo perfazem conjunta-
mente 85% dos glucidios totals para
as culturas de 30 dias, e para o mi-
célio aéreo de 50 dias, eles totali-
zam 44%. Fssas diferencas acentuadas
indicam que cutros glucidics ndo de-
terminados estio variando.
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Tabela 1'- Porcentagenms de glucidios to-
tais nos micélios aéreo e sub-agreo de A.

gongyltophora, cultivado em M.M.L.C. pH 5,

durante 30 e 50 dias.

Simbolos: 1 = matéria fresca; 2 = matéria
secada em dessecador a vacuo & imediata-
mente avaliada; 3 = matéria secada em’
dessecador a vacuo e estocada ate a ava-
liacao

Material usado Contalido de car-

na analise

Tipo de
micéliio

Tepo de cule
tivo  (dias) noidratos ($ pe-

% Saco)

30
30
30
50

23,48
23,83
13,48
38,50

O R RN

28,50
31,92
16,69
41,84

30
30
30

- e

0 funmgo de Atte colombica tonsipes {7}, cultivado em meio agar batata dextrose

apresentou teores de 27% ¢ 16%,

em peso seco, respectivamente, para glucidios to-
tais e trealose; com relagdo a esse altimo componente,

pode-se salientar que ha

considerdvel diferenga entre os niveis cbtidos para 2. gonylophora (maximo de
6,55%) e o fungo de Atta colombica tonsipes {16%), mas para os dois microrganismos,
O teor em trealose aurentou com a idade do fungo.

Trealose em fungos parece
ter uma funcdo de reserva
translocavel {3} servindo
provavelmente cormo fonte de
energia durante a germinacio
ou formagao de esporos (11,
12}. Cowo o fendmeno de espo-

rulacdo ndc & comyn  en R.

dios

lio

Tabela 2 ~ Porcentagens (em peso seco) de

gluci-

totais, trealose, glicogénio, glicana e ma-
nana na matéria fresca de X. gongylophora {(micé-
aérec e sub—aéreo) cultivado em M.M.L.C. du-
rante 30 e 50 dias

gongylophora, & de se Supor

gque o teor em trealose deva Tipo de  Terpo de  Glucidics
aumentay nas culturas mais micdlic  cultive totais Trealose Glicoginio Glicana Menara
velhas, que tamben encerram (dias) {s) (%} (s} (%) {3)
os mais elevados contetdos am
glloogén:;_o, a e_xanplo de cu- RETEC 30 23,48 3,99 8,33 1,25 a

: 50 38,60 5,05 10,35 1,77 o
tros fungos que acumlam gli- ~ . >
cogénio em zonas hifais mais Sup-adreo 30 29,50 5,05 18,83 1,31 )
velhas. 50 41,84 6,55 20,20 2,66 0

Manana nao foi detectada

nos micélios aéreo e sub-aé-
reo: @la & comam em  levedu-—
ras, mas n&o em fungos, em geral (3).
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Resumo

Andlise por cromatografia liquido-gasosa, da utilizacdo de
heptadecano, hexadecano, diesel e petroleo por estirpes de
M, fortuitwn e uma de M. triviale isoladas de solo e de es-
goto. GQuantificacao de consumo de hidrocarbenetos & compa-
racdo dos perfis de degradagao de petrdleo e diesel pelas
estirpes, confirmande os resultados obtidos na experiéncia
de crescimento.

Summnary

Gas-liquid chromatography quantification of heptadecan and
hexadecan degradation by mycobacterias

Gas-liquid chromatography was performed to analyse the
ability of four strains of M. fortuitwn and one of M.
trivigle isolated from soil and sewage to  degrade
heptadecan, hexadecan, diesel fuel and petroleum. This
assay allowed ~the quantification  of hydrocarbons
consumption and profile comparison of diesel fuel and
petroleum degradation by myccbacteria.

Introducao

A cromatografia liquido-gasosa tem sido enpregada como técnica de grande sensibi-
lidade na analise do petrdleo bruto (8) e na avaliagio da biodegradabilidade de
suas fragoes (1, 3, 5, 10). Através desta técnica, Pinto & ¢ol. (6) quantificaram o
consumo  de hidrocarbonetos por espécies de miccbactérias, isoladas de agua poluida
cam residucs de petrdleo.

Neste trabalho, foi quantificada a degradacdo de heptadecanc e hexadecano e ana-
lisado o consumo de petrdles e diesel, por estirpes micchbacterianas, iscladas de
solo poluido com residuos de refinaria, solo de jardim e esgoto (2).

Material e Métodos

Foram selecionadas quatro estirpes de M. fortuitunm e uma de M. triviale, prove-
. nientes de amostras de solo e esgoto (2), paralelamente com as respectivas amos—

* Prabalho realizado no Institutc de Microbiologia UFRJ, com recursos da FPINEP
{Convenio 527/CT). .

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 14{3):187-130, Jul./Set. 1983.
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tras-tipo, para sndlise cromatografica ligquido-gasosa.

Ctilizou-se a técnica proposta por Walker, Colwel]l & Petrakis (10), modificada.
Foram adicionados Sml de cloroférmio acs tubos com meio incculado e ndo inoculado,
agitando-se vigorosamente e deixando-se em repouso por algmns segundos. O extrato
fol transferido para cutro tubo, com auxilic de pipeta de Pasteur e adicionado de
sulfato de sddio anidro. O material foi filtrado em papel Whatman no 5, concentrado
sob atmosfera de nitrogénio até a secura e ressuspenso em cloroférmio. Adicicnou—se
octanol, como padré@o interno e injetou-se a mistura em cramatdgrafo liquido-gasoso
(Varian - modelo 2440), equipado com detector de ionizacio de chama, contendo uma
coluna de ago inoxwidavel (6'x1/8'') SE-30, com temperatura programada para 6°C  pox
minuto.

Os hidrccarbonetos foram quantificados pelo método da trianquiagac nos tragos do
registrador, muitiplicando-se a altura, pela largura da metade da altura QoOs picos.
O consumc do diesel IT e do petrdleo foi avaliado, através da comparacio com os
perfis dos cromatogramas dos controles nidc inoculados.

Resuitados Tabela | - Percentagem de con-
' sumo de hidrocarbenetos evi-
Nesta experiéncia dbservou~se que a degradagio denciada pela cromatografia
de hidrocarbonetos (Tabela 1), foi proporcional liquide-gasosa.
ao crescimento registrado por Barrete & Gontijo Simbolos: * = Resultado obtido
{2}, emcetuando-se os resultados chtidos com M. na experiéncia de erescimento
triviale (estirpe n® 123), quantc ac consum de em meio mineral adicionado de
heptadecano. hidrocarbonetos {Barreto &
Gs perfis obtidos com a estirpe n® 58 (Fig. Gontijo, dados ainda nao

b} e o ne 36 (Fig. 1a) de M. foriuitwm, que publicados)
utilizaram, respectivamente, 23,68% e 81,573 de )
hexadecano quando camparados ao controle (Fig.

Ta). O consumo de heptadecano pelas estirpes re- Estirpes Heptadecans  Hexadecans
feridas acima, mostrou resultado semelhante
{Fig. 2a’ 2b, 2c). M. fortuivum .

A degradacdo do diesel pela estirpe n? 36 pode ACC - 6831 52,56 + 8T e

36 51,28 was 81,57 +ee
58 29,23 vor 23,68+
138 60,351 + 56,94 ++
150 17,18+ 38,88+

ser cbservada, camparando-se os perfis das Figu-
ras 3a e 3c. A utilizacac do petrdlec foi ainda
mais evidente (Fig. 4a, 4c). Em relagio a estir-
pe n? 58, diferirvam maito pouco, (Fig. 3b, 4b)

quando comparados ac padrao ndo incculado  (Fig. o riviale

3a, 4a). ATOC- 23293 92,30 +r 160,60 ++s
123 46,15 (+) 26,31 (+}

Discussac

Os dleos cius variam largamente, em canposicac e podem ser classificados sequndo
seus componentes parafinicos, nafténicos, aromiticos e asfaiténicos (11). Neste es—
tudo, foi utilizado petroleo proveniente da Ardbia Saudita e seu derivado Sleo die—
sel, camposto principalmente de perafinas de 12 ou mais &tomos de carbono. O COTpRO—
nente parafinico & o mais importante, com relagdo 3 biodegradabilidade do petrdieo
{11).

Através de cromatografia liquido-gasosa, foi demonstrado que esta fracio é a pri-
meira a ser metabolizada por microrganismos (3). Apesar deste fato, foi verificado
que apenas as estivpes de M. Forfuitun degradavam os componentes da fracio diesel e
¢ petrdleo nio destilado.

Varios pesquisadores utilizaram a cromatografia liquido-gasosa para identificar
&cidos graxos de micobactérias (4, 7, 8). Com © enprego desta técnica, j& foi quan-
tificado o consumo de haptadecanc e hexadecano por estirpes de M. Fortuitum, M.
smegmatis e Y. dierhoferi, isoladas de Agqua poluida com resicuos domésticos e de
refinaria de petrdleo (6). -

0s resultados da andlise cromatografica da degradacio de hidrocarbonetos, obtidos
nesta investigacdo, confirmaram s achados obtidos anteriores (6) mostrando estrei-
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ta correlacic com os dados avaliados atraves dos ensaios de crescimento (2).

Figura | - &ndlise cromatografica 1liqui-
do-~gasosa da - utilizacac de hexadecano
por M. fortwitwm. Perfil do comtrele nao
inoculado (a), da estirpe n? 58 (b) e da
estirpe n? 36 (c)

Figura 2 - Analise cromatografica liqui-
do gasosa da utilizagao de heptadecano
por M. fortuitum. Perfil do contrele ndo
inoculado (a), da estirpe n? 58 (b) e da
estirpe n? 36 {c)
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Resumo

Bactérias fixadoras de nitrogénio, foram isoladas de rai-
zes, caules e folhas de cana—de-agucar e idéntificadas
atraves de testes bioquimices (API 20E) englobados em um
programa de computador. Entercbacter cloacae, Eywinia her-
bicola e Azoctobacter vinelandii ocorreram associadas i par-
te externa das raizes. E. herbicola, 4. vinelandii e Deraia
GO S foram isoladas de folhas secas. Um isolado de fo-
thas jovens (fotossintetizantes) nao foi possivel a identi-
ficagao pelo método vtilizado, mas pressupostamente perten-—
ce a familia Enterobactermaeeae A populacgo de bactérias
ne interior dos colmos variou quantitativa e qualitativa-
mente. Colmos intermediirios (aproximadamente ao meio do
caule), pareceram conter mais bactérias que os basais e/ou
apicais. E. herbicola foi encontrada nos colmos intermedia-
rics e apicals, eaquanto A. vinelandi? somente nos apicais.
Isto indica que num plantio de cana—de-acucar a distribui-
cio das bactérias é aleatdria. Nio fol obtido nenhum isola-
do pertencente ao génerc Azospirillum. ’

Surmary

Nitrogen fixing bacteria isolated from roots, stems and
leaves of sugarcane (Saccharum sp.)

Nitrogen fixing bacteria were isclated from roots, stems
and leaves of sugarcane and identified by using the Api
system (API 20E) assisted by a computer program. E.
eloacae, E.  herbicola and 4. vinelandi? were found
associated to the outer part of roots. £E. herbicola, A.
vinelandii and D. gwmmosg were isolated from dry old
leaves. Only one isolated from young leaves, was not
possible to identify by the Api system used. This isolated
belonged to the Entercbacteriaceae family. The bacteria
populating the inner part of stem varied quantitative and
qualitatively. Intermedium seems to have more bacteria than

Rev. Microbiol., $8o Paule, 14(3}:191-196, Jul./Set. 1983.
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the basals and or apex stem. This shows that in a sugarcane
field the bacteriaz distribution occurs at ramdon. Xo
Azcspiriilum was found associated to the sugarcane,

Introducdo

Utilizando-se da técnica de 15N, foi provada a fizac3o bioldgica de nitrogdnio
(2} em cana-de-aglicar (25). Vinte e cinco a trinta por cento do nitrogénio na
planta & proveniente da fixacdo pelas bactérias (27). O sitio ativo da fixacio de
W2 estd associado s raizes {16, 25).

As bactérias encontram-se no interior do colmo, concentradas na regido nodal e
tornam-se ativas quando emergem das raizes apds germinacdo (10, 16). A atividade da
nitrogenase (NA} fol cbservada em altas diluigdes (10° - 10%), tanto de folhas jo-
vens (fotossintetizantes), cow de folhas secas (10) indicando grande populacles de
figadoras de No na filosfera.

Foram realizados diversos txabalhos de identificagfo das bactérias fixadoras de
Iy em cana-de-acltear. Baseados na morfologia das células Ruschel & col. (28}, iden—
tificaram 4sctobacter, Beijerinckia, Caulobacter, Clostridiwm e Derypia; Purchase
{18), isolou bactérias semelhantes a Azospirillum; Gracciolli & Ruschel (7} obser-
varam Azotobacter, Betjerinckia, Bueillus & Azospirillum e miitas formas esporulan—
tes, principalmente aguelas obtidas de folhas completamente secas. Com base em tes—
tes bicquinicos e na morfologia das células, Hegazi & col. (12) identificaram Azo-
tobacter vinelandii e Azospirilium lipoferwn. Rennie {(19) a partir de isolados fei-
tos no Brasil, identificou atrvavés de testes bioguimicos (API 20B) englobados am um
prograte de computador, populacbes Qe Derxia gummosa, Fntercbacter cloceae, Baeil-
tus polymywa @ Azotobacter vinslandii em id@nticas proporcdes.

O presente trabalho mostra, utilizando o sistemz APT 20E, as bactérias fixadoras
de nitrogénio isoladas de raizes, caules e folhas de cana-de-aciicar.

Material = Matodos

Utilizou-se cana-de-agtoar (NA 56-7%) cultivada em Latossolo Roxo, com 11 meses,
cbtida na Usina Modelo, Piracicaba, Estado de S30 Paulo.

Ralzes — As raizes forem coletadas proximo 3s touceiras, a wma profindidade nio su—
perior a 20cm, de trés locais diferentes do canavial. No laboratério, apds 30 minu~
tos aproximadamente, foram misturadas e divididas em duas amostras de 10g cada. A
rrimeiva n3o fol esterilizada; a sequnda superficialmente sequndo metodologia de
Vincent {32).

Caules — Trés caules de diferentes touceiras foram cortados rente ao sole & dividi-
dos em trés partes de acordo com sua posicac: colmo basal (préximo ac solo) , colmo
intermedisrio {aproximadamente ao meio do caule) e colmo apical {(proximo do cartu-
cho}. Conseguiu-se assim, trés amostras de colmos com nds intactos. De cada  amos—
tra, foi ramovida a casca com auxilio de uma 1limina e pinca esterilizadas e proce-
deu-se © isolamento da parte interna. :

Folhos — Folhas Jovens {fotossintetizantes) cu totalmente secas foram coletadas com
bainha de diferente touceiras. Cortando-se pequencs pedacos transversais  (1-3am)
das folhas (incluinde bainha), obteve-se uma amostra de folhas verdes {109} . C mes—
uo procedimento fol felto para obter amostra de folhas secas. Antes da maceracdo as

-

folhas verdes ou secas foram lavadas com agua estéril por 5 vezes,

Meios de culbura, ememeracio s gtividade da nitrogenase das bactdrias iscladas das
diferentes partes da plania - Maceragdo das diferentes partes da pianta foi reali-
zada em liguidificador (baixa rotagdo) por 1 min. As diluictes decimais foram rea-
lizadas em tamp@c fosfato (0,05M, pH 7.0), até 107%, De cada diluigo 0, 1ml foi
distribuido em placas (2 replicas} contendo meio carbono combinado - CC (20} e em



183

frascos (10ml) contendo 3nml do meic semi-sdlido. As placas foram incubadas aercbi-
camente a 30°C ¢ as colfnias foram contadas apds 48 e 72 horas., Os frascos, apds &
incubacio por 24 horas, a mesha temperatura, foram fechados com rocha de borracha
{saba-seal), previamente esterilizados e a Ma foi determinada pelo métode da  vedu-
o de acetileno {11). Utilizou-se o cromatSgrefo de gas Beckman G-65, com detector
de ionizacio de chama de Hp a 1759C, com coluna de vidro 1/8" (didmetro interno x
1,60m), contendo Poropak N de 8-100 "mesh" a 110cC.

Coldnias individuais das placas com (C, associadas aguelas diluicles positivas
para atividade de reducdo de acetileno (ARA)} no meio semi-sOlido, foram transferi-
das em frascos de 35ml contendo 20ml do meio €O licuido. Apds 24 horas de incubagio
a 30¢C, sob agitagio rotativd, foram fechados com rolha de borracha e ARA foi de-—
terminada. Os isclados com ARR, foram estriades nos meios agar nutriente-AN (checar
a pureza e para testes de identificac@oc), MacConkey's — MC (5) para as supostas fn-
terchacteriaceae e MacConkey's com carbenicilina — MOC para favorecer a identifica-
cio de Klebsiella preumoniae e Enterobacter cloqege e por falta de crescimento Ge
Evinia hevbicola. {19). Placas com meio sOlido cont@m 1,2% de agar e meio semi-so-
iido 0,18% de agav.

Identificacdo dos microrganismos fizadores de nitrogenio - Todos os isolados de
bactérias com ARA, foram identificados através de 27 testes bicquimicos, sistema
APT 20F (1), cujos resultados foram passados em programa de computador {13}). Este
sistema de identificacio, comparado com oS testes padrdes de identificac@o biogui-
wica {4) & zltarente consistente e reproduzivel {19).

Para provar a integridade dos meios seletivos e o método bioguimico, 4 culturas
conhecidas de bact@riag foram usadas como contrcle. Esses organismos foram selecio-
nados por suas diferencas em motilidade, capacidade de crescer em meio AN, CC, MC e
MCC e de veduzir CpHy (Tabela 1).

Resuliados Tabela 1 - Caracteristicas das bactérias conhecidas
gue fixam N2 usadas como controle.

Baeterias fivadoras de ¥y Simbolos: 2CC = carbono combinade, NA = agar nu-

nas ratzes. — A esteriliza- triente, MC = MacConkey's e MCC = MacConkey's + car-

cio superficial das ralzes benicilinma; b = no meic CC; ¢ = nif™ mutante

diminui o nimerc total de
bactérias (Tebela 3) e pa—

rece ter eliminadc as bac- Crescimento em: & o
by . 14
térias que reduzem o Colip Factoria borilidade ... ReOUER &R
(Tehelas 2 & 3). Das rai- . oM MO MX aectileno
Zes nao es?e:c;u.lzadas, 61% Xlebsiella prewioniac M3al - - + - + +
da populacac total reduziu p . ) e

= _ X. preumoniae 107 - - + + 5 -
CoHy (I_a}:aigf}) . Dessas, Ewsinia hevbicola i « .+ e - +

dentificadas: E —

foram i L 3 knve Azotobacter vinelandii BVOF * + * - - +

robacter cloacae (37%),
Azotobacter vinelandii
(37%), FErwinia herbicola
(13%). O restante {13%) nfo foi identificado (Tabela 2}.

Bacterias fixadoras de Ny nos colmos — Nenhuma bactéria que reduz CoH» fol  isolada
de colwos basais: entretanto, 100% das bacterias presentes nos colmos intermedia-
rios e 60% das presentes dos colmos apicals apresentaram essa capacidade {Tabela
3). Mo primeiro caso, 25% era Emwinto herbicola e 75% desconhecida. No entanto,
dessas ltimas, un isclade pelc bom crescimento no meio MC, pode ser classificado,
pressupostamente, como sendo membro da Ffamilia Enterobacteriaceae. Este fato tambénm
ocorren nos isolados dos colmos apicais onde dos 60% que reduziu CoHp, 33% era
Erwinia herbicola, 33% Azotobacter vinelandii e 33% pertencente 3 familia Entero-
bacteriaoeas. Os colmos intermedifrios continham mais bactérias gue os demais (Ta—
bela 3).

Isolamento das folhas - Apenas um dos isolados das folhas Jjovens (11%) reduziu CpHp
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(Tabela 3). Das folhas secas, 43% das bactérias isoladas reduziu CoHy (Tabela 3},
33% foi identificado como sendo Erwinia herbicola, 17% Azotobacter vinelandii, 17%
Derxia guwmmosa e 33% n3o foi identificado (Tabela 2) e esse ndc pertencia a familia
Entercbacteriaceas.

Tabela 2 - Identrificacdo e percentagem de bactérias que reduzivam
CpHp, isoladas de raizes, colmos e folhas de Saccharum sp. var. NA
56-79, colhidas no campo, com 1t meses de idade.

Simbolos: a = diluicdc na qual foi feito o isclamento; b = Entero-
bacteriaceaqe; ¢ = nao identificada

Parte analisaga

Raiz Colmo Folha
nEo esterilizada esteritizada basal intermediivic apical verdes secas
=512 -3 {-3) —4) 1-3) (o LI )
Entercbacter eloacoe 37 [ 0 Q [} 1] Q
Erwinia herbicelc 13 0 5 32 G 33
Azorobacter vinelandii 37 9 0 [ 33 1} 17
Derzia gummosa Q 9 ] ] o -0 37
Descarbesifas 13° a o 75k azb e 3e

Discussio

Os diferentes agentes de esterilizacac superficial de raizes de cana—de-aciicar e
de outras gramineas (2, 7, 12, 17, 18, 30) nic chegam a eliminar totalmente as bace
térias fixadoras de Nj, como ocorreu no presente trabalho. £ provavel que, pelo me-
nos na época em que foi realizado o isolamento, os organismos estivessem localiza—
dos na rizosfera e nfo associados intimamente ds raizes das plantas.

Das bactérias isoladas de raizes nac esterilizadas foi possivel a identificacio
de 87%; o restante (13%), nad identificado, ndo pertencia a Entercbactericceae {Ta—
bela 2). Erwinia herbicola e Azotobacter vinelandii foram isoladas das raizes nio
esterilizadas, interior dos colmes e das folhas secas., Ecte fato vem a favor da
idéia de que talvez o colmo seja a fonte inicial do indeulo das bactérias fixadoras
de Np {26).

Tabela 3 - Numerc total e percentagem de bactérizs fixadoras de Nz
isoladas de rafzes, colmos e folhas de Soccharwn sp. var. NA 56-79,
colhidas no campo com 11 meses de idade,

Simbolos: a = ecrescidas no meic CC sélide, apés 72 horas de incubagio;
m.f. = matéria fresca; b = crescidas no meio CC semi-sdlido

Raiz Colwp Folhas
Fator
nio esterilizada esterilizada basal intexmedidrio apical verdes secas
Bactéria/g m.f. {X10%)2 1.108 1,7 0,4 i0 0,5 0 36
% isolados positivos pa-—
ra ARab 61 0,0 0,0 100 60,0 i1 43

A superficie foliar & o meio ambiente por exceléncia para ¢ crescimento microbia-—
no em geral e especialmente para os corganismos fixadores de Np (23, 24). Bessens
{3} isolou Xlebsiella de folhas de gramineas tropicais, tendo Graciolli & Ruschel
{10} cbtido diluigdes positivas para ARA em folhas de cana-de-agiicar, com ou sem
esterilizacao superficial em diferentes meios de cultura. o presente trabalho, 43%
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das coldnias isoladas das folhas secas reduziu CpHz (Tabela 3), constituindo dife-
rentes populacdes de bactérias fixadoras de Np (Tebela 2). Derwia gummosa (17%) 80
foi encontrada nas folhas secas (Tabela 2). Nois isolados nad foram identificados e
esses nfo eram Enterobacteriacege. Dos isolados das folhas jovens (fotossintetizan—
tes), 11% reduzin CpH, (Tabela 3) e pressupostamente pertence a Entercbacteriaceae.
Assim, bé possibilidade das folhas serem outro indculo natural deste sistema, pois
quando totalmente secas, ao cairem no solo ou pela lavagem de &ua de chava, con—
tribuirc para aumentar ou manter a populagdo de bactérias fixadoras de N2 neste
sigtema.

A atividade de nitrogenase (CgHp) dos colmos diverge de acordo com a variedade,
estacio do ano e posigdo de cada colmo no caule (8, 10, 26), no entanto, ficou cla—
ro, agora, que a populacdo de bactérias fixadoras de Nz, no interior de cada colmo,
varia quantitativa e qualitativarente (Tebelas 2 e 3}. Isto indica que, num plantio
de cana-de-aclcar, a distribuicdo das bactérias gue fixam Ny & aleatdria.

No isolamento de 4Azospirillum, & comm a utilizacdo do meio contendo malato como
fonte de carbono {6). Mo entanto, a maioria das bactérias fixadoras de Np & capaz
de se desenvolver, miltiplicar e de reduzir acetileno em diferentes fontes de car—
bone {15, 21, 31). Dessa maneira, a variacao da fonte de carbono entre esses meios
nZo o torna seletivo. Remmie (20) mostrou que o meio CC com glicose, manitol e lac-
tato de sddio como fontes de carbono, € tHo eficiente no isclamento de Azospirillum
quanto o proposto por Dobereiner & Day (6). Mo presente trabalho ndo foi encontrado
nertiz isolado de Azospirillum, contrariamente a outros autores (12, 18, 22, 30}.
Tsso leva a Crer que, nesse sistema, a populagdo desses organismos nio se mantem
constante, diferentemente da associagic com o milho, onde foi possivel isolar Azos-
pirtlium por todo o cicle da planta (9, 14, 29}.

Dentre todos os isolados cam atividade de nitrogenase, foi possivel a identifica-
gio de 57%. O restante 43%, nd3o identificado, € na maioria proveniente da parte aé—
rea da planta (Tabela 2). O sistema de identificagdo 2PI 20E foi destinado primei-
ramente para identificacdo de microrganismos pertencentes a Entercobacteriaczeae (13,
19). BAssim, pode fazer parte das n3o classificadas bactérias entéricas que reduzem
Coly efou Beijerinckia, uma vez que suas caracteristicas ndo foram incluidas como
bactérias conhecidas fixadoras de N2. ’
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Resumo

Quatro culturas bacterianas, iscladas da wvinhaca de ca-
na-de-aglcar represada, “foram caracterizadas e analisadas
quanto a0 teor proteico e composicao em aminodcidos essen-
ciais. Tais isolados foram capazes de crescer em vinhaca de
mosto de melago esterilizada e com pH corrigido para 6,5 -
7,0. A faixa Otima de temperatura para crescimento variou
de 35 a 459C. O contetdo proteico das bactérias variou de
47 a 73,27 e ¢ triptofano fol o amincacide limitante nas
proteinas dos quatro isolados.

Sunmary

Caracterization, protein and essential aminoacids contents
of four zsolates of Baeillus from distillery slops pond -

Four bacterial cultures isolated from sugar cane distillery
slops pond were characterized and the contents of protein
and essential aminoacids were determined. All of them were
able to grow in sterilized distillery slops from molasses
after the pH adjustment to 6,5 -~ 7,0. The optimal
temperature range was 35 to 45¢C. The hacterial protein
content range was 47 toe 73,27 and the tryptophan was the
limiting aminocacid for all isolates.

Introducac

A vinhaca ou residuo das destilarias de alcool esta disponivel em grandes quanti-—
dades e apresenta problemas quante 4 sua eliminagao.

De composicao quimica muito heterogénea, que varia com as diferencgas entre pro-
cessos de obtencdo de etanol e procedéncia e o tipo de mosto empregado, a vinhaga
apresenta aclcar residual e outras substincias ferment@veis que, sequnde Aguinaldo
{1} podem ser usadas pelos microrganismos, reduzindo o seu efeito poluidor. A pro-
dugio de gas e fertilizantes, os processos biolégicos de estzbilizaczo anaerdbia em
lagoas, o lodo ativado, a producio de bicmassa e d2 cutras substincias bioguimicas,
sio exerplos de processos que envolvem microrganismos e s8o propostos para o tratae
mento ocu aproveitamento da vinhaca (14).

0 aproveitarento de residuos de destilarias camo substrato para produgac de leve-
duras, principalmente do género Candide tem sido recomendado (10, 16, 18}. além de
leveduras, cutros fungos tals como: 4dspergillus oryszae, Trichoderma viride (3), Fu-

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 14{3):1%7-201, Jul./Set. 1983,
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sarium oxysporwm var. lini (15} entre outros, ja foram indicados para producio de
biomassa em vinhaga. )

Na literatura consultada ndo foi encontrada nenhuma referéncia ao estudo de bac-
ter:.as para produgio de proteina de wnicelulares na vinhaca. Mas estes organismos
sdo usados com a meswa finalidade em indmeros outros substratos (8, 12).

Este trabalho constitui um estudo preliminar, cbjetivando a utlllzacéio de bacté-
rias cultivadas em wvinhaga como fonte de proteina.

Material e Métodos

Isolamento - Para o isclamento das hactérias fol usado como meio de cultura a vie
nhaca de mosto de nelage de cana-de— agicar, coletada 3 salda das colunas de desti-
lagdo, adicionada de 1,5% de Agar-&gax,; com pd corrigide de 4,0 para 6,5 ~ 7,0 com
NaOH 5N e esterilizada a 121°C por 15 minutos. Aliguotas de 0,1ml de amostras de
vinhaca coletadas 3s margens da represa de establlsxzagéo da Usina S30 Joao, am Vis-
conde do Rio Branco, MG, foram espalthadas na superficie do &gar vinhaga. Apds incu-
bacdo a 376C por 48 horas, foram selecionadas as coldnias que se destacaram pelo
maior tamanho. B purificagdo das culturas foi feita em agar vmhaga e agar nutrien-
te (Peptona, 5g; extrato de carne, 3g; NaCl, 3g; NagHPOs, 2g; agar-agar, 159 e agua
destilada, 1 litro). As culturas isoladas foram dencminadas de Vi, Vo, V3 e Vg

Caraeterizagae — Foram estudadas as caracteristicas morfoldgicas e as biogquimicas
diferenciais recomendadas pelo Manual de Bergey (6) e por Laskin & Lechevalier (9)
para identificacdo de génerc e espécie. Os meios de culiura, os reagentes e técni-
cas utilizados nas provas bioquimicas foram sequndo recomendagdes de Harrigan & Mo—
Cance (7), exceto para os testes de producac de acido, a partir de diferentes fon—
tes de carbono e producdo de gas em glucose, onde foram utilizados meios sugeridos
por Gibson & Gordon (6).

Determinagac da faiwa de pH e temperatura de crescimento - Para determinar o pH
Ootino de crescimento utilizaram-se Erlenmeyers de 125ml com 40mi de caldo nutriente
(mesma . formuilagao do agar—nutra.ente excetuando-se o dgar-Agar} com tampdo acetato
de s&dio 0,2M e &cido acético glacial para obter a faiwa de pH entre 4,0 2 5,5; e
tampao fosfam 0,2M {NapHPG, e NaH2PO4) para 6,0 a 7,5 (4). Para determinar a tem—
peratura otima, utilizaram-se Erlenmeyers de ‘iZSml com 40ml de calde nutriente e
incubados a temperatura de 15, 22, 28, 35, 45, 50, 55 e 6{0<C.

O crescimento am ankos os a@erinentos foi detenm’.nado em colorimetro Klett Sume
merson com filtro azul (420nm) .

Analise proteica e de aminodeidos - hAs células para anélise do teor protéico e da
composicao em aminoacidos foram obtidas cultivando-se as bactérias em Erlemeyers
de 100ml com 400mi de caldo nutriente, mantidos subwersos em banho-maria 3 tempera-
tura Gtima de cada isolado, e agitados continuamente em agitador reciproco de bra—
¢os Burrell, wmod. BB. As cBlulas foram recolhidas por centrifugacio e aproximada—
mente 2000°x g por 10 minutos, 3 temperatura ambiente, lavadas 2 vezes em solugdo
salina estéril (MaCl 0,85%) e liofilizadas. A determinacdo do teor de nitrogénio
total e a porcentagem de proteina por Kieldahl foi sequndo os métodos descritos no
AOAC  {2}. A avaliacBo quantitativa dos aminoacidos foi feita de acordo com técnica
da cramatografia de troca ifnica, em analisador auvtomitico de aminodcide Beckman,
mod. 121 segundo Spackman & col. {17) e a dosagem de triptofano sequndo método des—
crito por Miller (11}. O valor nutritive das proteinas das bactérias isoladas foi
avaliado de acordo com os valores de computo quimico e Indice de aminodcidos essen-
ciais (13).

Resultados

Foram selecionadas quatro culturas bacterianas, que se destacaram pelo maior
crescimento em &gar vinhaga.



As caracteristicas de
bastonetes retos, Gram

Tabela 1 - Resultados dos principais testes aplicados

para a caracterizacdo das espécies de Bacillus.

positivos, crescimento em Simbolos: + = teste positivo; - = teste nmegativo
condigoes de  aercbhicse

cor formagdo de endospo-

ros e a producio de cata— Isolados

lase cbservadas nas bac- ¥ vy V3 Vi

térias isoladas (Tabela
1} permitiram classifi-
ca~las cam nexbros do

género Baeillus. A compa-
raca dos demais resulta—

Forma da ¢&lula bastonets bastcnete  bastonete  bastonete
dos chservados nos testes Crescimento em caldo  pelicula  twrvo sedimento  pelicula
de identificacao (Tabela nutciente sﬁrfiv saiﬁ:ﬁ-

o] : e dase es- Ies e -
do género Bacillus (6, 9) wrience Mecsas | faries | cas o
sugere ser o isolado Vi, Esporos:
Bacillus licheniformis; o - forma predeminante oval esférica  oval oval
isclade V3, Bacillus ~ posicéo predominante  cemtral terminal  central subterminal,

sphaericus; o isolado V3,

Identificagio provével
licheniformis sphaerious

cergus polymyxa

Coloragio de Gram

Dilatagio do esporan-

+

+

+ +

Bacillus cereus e O gio
isatado V4, Bactllus Crescimento anasrdpio + - +
polymyxa. frido de glicose N _ .

.0 meihor desenvolvimen-—
to do isclado V¢ foi ob-
servado a pH 6,5 e tempe-
ratura de 35°C, do isola-
do Vo a pH 7,0 e tenpera—
tura de 35°C, do isolado
V3 a H 6,8 e temperatura
de 406°C e isolado Vy a pi
7,0 e temperatura de
450C, Nenhmma das espé-
cies isoladas fol capaz
de crescer em pi inferior
a 5,5.

As bactérias isoladas
apresentaram variagao no
contetdo protéico {Tabela
2) e a avaliagdo quanti-
tativa dos aminoacidos
por cramatografia de tro-
ca idnica mostrou que,
com relacio aos aminoaci-

Gis de glicose

Redugdc de nitrato
Reacdo Voges Proskaver
Producdo de indol
HidrSlise de amido
HidrOlise de caseina
Hidrblise da gelatina
Crescimento en 5% de
HalCl

Crescimento em 7% de
NaCl

Crescirento em 10% de
NaCl

Producic de catalase
fcido de  arabinose,
xilese e manitol
Crescimento em 10 wni-
dades de penicilina G

+ o+ o+ 4

4+ o+ 4+ 4
+

dos essenciais, suas proteinas sZo deficientes em triptofanc e aminoacidos sulfura-
dos, quando comparadas com a proteina de refer@neia da FAO/WHO (Tabela 3). Excecdo
é feita para o isolado V3 que mostrou altos valores no conteGdo em aminodcidos sul-
furados.

Discussio

Os testes bioquimicos aplicados ds culturas bacterianas isoladas ndo forneceram
informagdes suficientes para uma identificacfo precisa da espécie. Entretanto, &
sugerida wma identificacdo preliminar que poderd ser alterada apds testes mais es-
pecificos que permitem diferenciar espécies mrito relacionadas.

A vinhaca utilizada como substrato apresentou pH igual a 4,0, sendo incapaz de
pramwver o crescimento das bactérias isoladas sem a devida correcio do pH. Levedu-
ras e outros fungos estudados para produgdo de proteina micrcbiana neste residuo
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mostraram-se capazes de crescer, sem a necessidade da correcgdo do pH (3, 15, 18}.
Todas as bactérias isoladas apresentaram—se com a habilidade de crescer em vinhaga

sem diluicdo.

A faixa de temperatura Otima para o cres—
cimento das bactérias isoladas, variando de
35 a 459C apresenta vantagens, uma vez que,
3 temperaturas meis elevadas, pode-se re—
tardar ou inibir o crescimento de leveduras
e outros fimgos contaminantes, caso venham
a ser feitos estudos em vinhaga nao esteri-
lizada.

Cs valores proteicos das bactérias isola-
das apresentaram-se mais elevados que o©s
valores citados para fHingos, 31 a 50%, e
para leveduras 47 a 53% (8), exceto para o©
isolado V3 com aproximadamente 47% de pro—
teina, Observou-se, pelos valores de indice
de amiondcidos essenciais, que o isolado
V2, apesar de mostrar um contetde protéico
maior que as demais bactérias, apresentou o
mencr indice de aminodcidos essenciais, o
guie sugere wna proteina de menor valcor nu-
tritivo. O isolado Vy foi, dentre as bacté-
rias iscladas, O que apresentcu malores va-
lores de cOmputo quimico e indice de ami-

Tabela Z ~ Teor protéico das bacté-
rias isoladas, baseado na analise
de nitrogenio total e na soma das
porcentagens dos residues de ami-

noacidos { g proteina/100g matéria
seca)
Proteina
Isolados
N x 6,35 Soma das percentagens dos
' residuos de aminodcidos
v, 63,60 56,60
v, 80,28 73,20
vy 47,16 47,00
v 57,13 57,10

noacidos essenciais, mostrando deficiéncia apenas em triptofano e aminocacidos sul-
furados, quando comparado com a referéneia da FAO/WHO.

Tabela 3 - Comparagdd do conteudo em aminoicidos essen—

ciais das proteiras das bactérias isoladas

com Qs

da

proteina de referencia (FAO/WHO) e os do ovo, apresen—
tando os valores de cOmputo quimico e indice de aminod-
cidos essenciais (g aminoacido/100g proteina).
Simbolos: * = Pellet & Young, 1980 {(13); *% = FAC, 197C

(5)
Tsolades Proteina re-

Amincicidos feréneia da Quokk
essenciais V1 V2 V3 V4 FRO/ WHD*
Isolencina 5,80 4,33 4,84 4,72 4,00 6,30°
Lewsina 1¢,51 6,67 8,76 9,23 7,00 3,80
Ligina §,32 7,14 6,54 7,35 5,30 7,00
Aminodcidos
sulfarados 2,18 1,81 6,95 1,87 3,50 5,80
Amincécidos L
arcmit 8,90 7,91 5,80 8,25 6,00 2,80
Trecnina 4,75 3,92 4,50 4,70 4,00 5,10
Triptofanc 9,45 tragos 0,14 0,33 1,06 1,50
Valina 8,45 5,60 7,38 8,45 5,00 6,80
Total 47,28 37,38 44,81 44,50 - 51,20
Computo 3G,00 nac detec 9,33 22,0 - 100,00

St
Amincacido Tripto— Triptow Tripto- Tripto- nenhm nenum
Limitante fano fano fano fano -
Indice de
aminodcidos 76,07 41,23 67,70 59,73 - 100,00

esserciais
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A possivel utilizaglo das bactérias isoladas como proteina de unicelulares depen-
derd de estudos que possam aveliar a toxicidade destas especies e segquranca para
uso na alimentacio animal.
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PURIFICATION OF PHYTOPLANKTON CULTURES WITH DAKIN'S
SOLUTION®
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Surmmary

The use of Dakin's solution (sodium hypechlorite, C,5%),
for purification of cultures of freshwater phytoplankton,
involving washings with centrifuge, proved to be an
efficient simple wmethod and can be easily wused ia
laboratory routine. The method was tested im cultures of
eight species of algae with success.

Resumo

Purificacdo de culturas do fitoplancton com solugdo de Da-
kin

Utilizagac da solugzo de Dakin (hipoclerite de sdédic a
0,5%), associada a lavagens por centrifugacac, na purifica-
¢2o de culturas unialgais do fitoplancton de agua doce. O
metodo provou ser de facil emprego em rotina de laborato-
rio. Foram obtidas olto culturas de especies diferentes, em
condigoes axenicas.

Introduction

Washings with scdium hypochlorite solution is a method comonly used for high
plant .tissues and macrophyte algae cultures. However, it is not used in the
parification of phytoplankton cultures directly. )

In some studies of phytoplankton physiclogy and in those where unialgal cultures
are employed it is essential that algae are grown in axenic condition. However, the
abtention of axenic cultures is difficulty and time consuming. Several classical
methods are used for culture purification: mechanical washings of c¢ells by
centrifugation and pipetting under microscope observation (5): antibiotics
solutions at different concentrations and exposure time (1, 4, 7 e 8); ultra—violet
radiations for blue-green algae cultures (2).

Mechanical washings is probably the most used method, although time consuming.
Additionally the results are rather variable. Purthemore, the method reguires
plating on agar medium., As to antibiotics, there are some disadvantage since
mutanic effects may occur (6}.

Material and Methods

Dakin's solution {sodium hypochlorite solution 0,5%) is low cost and easily

* Supported by FAPESP (Grant 80/400).

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 14(3):202-203, Jul./Set. 1583.
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fond. The solution was added to the cultures which are growing in Woods Hole (WH)
media (3) for some time in the laboratory under non-axenic conditions. Culture to
be purified was previously washed four times by centrifugation in 10ml of WH fresh
medium plus 1ml of Dakin's solution. The sodium hypochlorite solution was left in
contact with the culture for 5, 10, 15 and 30 minutes. At the intervals, an aligquot
was removed with a sterile Pasteur pipette and inoculated in test tubes containing
WH medium + peptone {13) + dextrose {5%) to check fungus and bacterial growth. The
tubes were incubated at 23 % 20C under 5.000 lux for five days and than examined
for possible contamination. Tubes not exhibiting turbidity were sampled and the
culture reinoculated on test tubes with more specific media for fungus and bacteria
growth (Sabouraud and Beef Extract Agar, respectively) and incubated at 30 + 2cC. A
control test was rum and the cultures washed by centrifugation and no Dakin's
soclution was added. The method was applied to eight unialgal cultures of fresh
water algae.

Table 1 - List of
Results and Discussion species (in unialgal
cultures) treated with
Exposure time of algae to Dakin's solution, . for the Dakin’'s solution
rendering axenic cultures varied f£ram 5 to 15 min. and the exposure time
{Table 1). In axenic conditions the algae grow well in needed to obtain
WE + peptone + dextrose medium, which favours the bacteria-free  culture
technique. with tml of
Replicates of a single algal species have shown that Dakin's/10ml medium
the exposure time to Dakin's solution necessary to
cbtain pure cultures may vary. This may be due to the _ ——
efficiency of the weshings by centrifugation or to the Species (minutes)
type of contamination. Therefore the minimm exposure e P
time will depend on the state of the culture before any OB Pl oG
treatment. It was also cbhserved that 30 min.exposure Chlamydomonas sp. 5
- . . A Mororaphidium contoriwn 10
was lethal for scme species in some experiments; in the Scenedzemis bijugatus 5
replicates of the same experiments lethality was not g«z;:igm g;;:;ﬁfs -
observed. Therefore tolerance to 30 min., exposure time Staurestrun {rregulave 10

will prcbably depend on the physiolegical state of the
cells. However this does not interfere with the
efficiency of the method, since axenic cultures are cbtained with 5-15 minutes of
exposure. Heavy growth of bacteria and fungus was chserved in the control tubes
with WH + peptone + dextrose medium after 24-72 hours. It seems that the present
method may be of help in the quick cbtention of axenic algae cultures using only
Dakin's solution and washings by centrifugation and a serie of samples for half an
hour.
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INFLUENCIA DE FATORES ABICTICOS NA DISPERSAC AFREA DE FUN-
GOS NA CIDADE DE SAD PAULO, BRASIL
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Resumn

Através do meétodo da placa—de-petri Fforam realizadas 360
coletas de fungos do ar (120 as 9 horas, 120 as 15 horas e
120 as 21 horas), entre marco de 1978 e marco de 1979, Si-
multaneamente, foram assinalados valores de temperatura,
pressac barométrica, precipitacio pluviométrica, wumidade
relativa < e velocidade do vento, a fim de verificar sua in-
fiuéncia na frequéncia dos funges do ar na cidade de Sio
Paulo. Verificou-se que bolores esporulados e ndo esporula-
dos aumentam quando aumenta a velccidade do vento e dimi-
nuem quando aumenta a umidade relativa do ar; leveduras di-
minuem quando aumenta a temperatura. Considerando-se as gée-
neros mais Ifrequentes no ar de Sao Paulo, as seguintes ve-
lagbes foram observadas: relacdo negativa entre temperatura
e Cladosporium e Rhodotorula e positiva com Aléernaria; po-
sitiva entre pressio barométricz ¢ Fpicocown e negativa com
Penicilliwn; negativa eatre precipitacdo pluviométrica e
Epitececun e Alternaria; megativa entre umidade relativa e
géneros Epicoccum, Alternaria e Aureobasidium; positiva en-
tre velocidade do vento e géneros. (ladesporiwm, Epicoccunm,
Alternaria, Fusarium e Aurechasidium.

Sewmary

Action of abiotic factors on airvborne fungil in the eity of
Sao Paulo, Brasil

From March 21st, 1978 to March 2tst, 1979, it was studied
the airborme Zfungi through the exposition of 360 petri
dishes containing  Sabouraud dextrose agar plus
chloramphenicol ~ 100ug/mi (120 at 9 A.M. at 3 P.M. and 120
at 9 P.M.). Simultaneously, measurements of some abiotic
factors (temperature, barometric  pressure, rainfzll,
humidity and wind velocity) were taken in order to werify
their influence upon those wmicroorganisms in Sac Paule
city. Through statistic analysis by linear regression, it
could be cobserved: the sporulated and non sporulated mold
frequency increase when the wind velocity increases and
decrease when the humidity decreases; the yeasts decrease
when the temperature increases. In relation to the most
common fumgi genera in the city of Sao Paulo it could be

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 14{3}:204-214, Jul./Set. 1983,
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observed: negative relation  between temperature and
Cladosporium and Rhodotorula and positive relation with
Altermaria  genus; positive relation, between barometric
pressure and Epicoceum and negative relation  with
Penicilliwn; negative relation  between vrainfall and
Evicocoum and Alternaric gemera; as to between humidity and
Epicocoum, Alternaria and Awreobasidium; positive relation
between wind . velocity and Cladosporium, Epicoccum,
Alternaria, Fusariwn and Aurecbesidiwn genera. Depending on
the considered hour of the experiment (9 A.M. or 3 P.M. or
9 P.M.) the abiotic factors showed different relatioas
{positive, negative or no relation at all) with the £fungl
studied. In some specific cases, different action on the
same fungus could be observed.

Introducdo

A partir das suspeitas de Blakley, em 1873, de que 0s esporos dos fungos dencmi-
nados anexdfilos eram responsaveis por manifestactes alérgicas no aparelho respira-
tério, surgiram investigacbes para esclarecer o assunto. Adicionalmente, houve
preccupagio para o conhecimento qualitativo da microbiota fingica "znendfila®, em
diferentes ‘Tegifes. Os resultados acumulados indicam que determipados fungos, pela
alta frequéncia na troposfera terrestre, sdo consideradcs dominantes universais
{34). Bsses fungos, pertencentes acs géneros Alternaria, Cladosporiwn, Aspergillus,
Penicillium, Aureobasidium, Phoma, Trichoderma, Fusarium, Curvularia, Helminthospo-
»ium, Cryptococcus, Rhodotorula, Epicoceunm e Cephalosportuwn, foram encontrados em
sua maioria, em altas freguéncias, na Grande S&o Paulo.

Al&m do conhecimento qualitativo da microbiota fingicz do ar, os seguintes aspec-
tos t2m sido abordados: periodicidade didria, variacao sazonal, influéncia da alti-
tde, das radiacdes sclares, de alguns fatores abidticos e outros aspectos. Alguns
s30 baseados apenas am chservagdes empiricas acumiladas.

No estudo de fungos anemdfilos, sio utilizadas varias témmicas de coleta. Com pe-
quenas variagdes, quatro métodos sio empregados até hoje (43): método da gravidade,
da lavagem do ar, dos coletores aeroscdpicos, e da exposicio de laminas e placas em
avides. O primeiro deles & o mais utilizado. :

Uma das primeiras relacdes entre a influéncia dos fatores abidticos e freguéncia
de fungos no ar, fol feita em 1933 (14), em Port Sudan, cbservando-se gue esses
fungos eram mais abundantes nas épocas Gmidas. A literatura ampliou-se abrangendo,
entre outros paises, Argentina (10, 45), Alemanha (41), Brasil {15, 19, 28, 31},
Cuba {4, 5}, Dinamarca (16), Egito (2), Espanha {3}, Gxécia (8), Inglaterra (24},
Tndia (1), Rawait (35), Nigeria (11}, Roménia (12}, USA {20, 21) e Venezuela (37}.

Varios autores salientaram a auséncia de relagso entre a umnidade relativa do ar e
a frequéncia de fungos (30, 35, 45). Por outro lade, outros observaram relacdo po-
sitiva (8, 14, 21, 26, 3%, 41) ou npegativa (5, 15).

Com refer@neia & temperatura, foram observadas relagbes positivas (5, 36, 40},
negativas {8, 15, 21, 39) e aus@neia de relagGo (2, 30, 45). Cutros pesquisadores
{1, 35) no entanto, ressaltaram a diminuicdo de fungos no ar, aguém ou além de de-
terminados limites de temperatura.

Para alguns autores, a maior velocidade dos ventos resulta em aumentoc no niamero
de esporos no ar (4, 5, 15, 37) enguamto que outros (2, 3, 21, 30, 35) nio encon-
traram relagdo algura.

B alguns estudos, os vaelores de press@o barcmétrica apresentaram relagdo negati-
va {5} ou positiva {15).

A radiacio solar apresenta efeito adverso d concentragdo de fungos no ar (38).
Alguns géneros sdo altamente resistentes a esse fator, como Stemphylium e Alterna-
rig, Outros sio sensiveis, como Aspergillus e Penieilliwm. AMlguns, como Cladospo-
riwm, sio altamente sensiveis, indicando que a radiagdo solar, ao contrério da tem-
peratura e velocidade do vento, tem efeito adverso na populagdo fingica do ar (2).

Para as precipitacdes pluviométricas, foi assinalada a relacdo negativa (1, 1C,



206

15) ou ausénecia de relaglo (23, 33). Entretanto, foi cbservado tanbén, aumento da
frequéncia de fungos no ar em periodos chuvosos (31). Ainda em relagdo a esse as-
pecto, foram encontrados resultados especificos, com o aurento de frequéncia de
Fusarium (37, 38) e Penieillium (27) apds as duvas e ¢ aumento (22, 25, 31, 33 e
diminuicdo (24) de Cladospor<um durante as mesmas. :

Zpesar de tentarem relacionar o efeito dos fatores abidticos sobre a frequéncia
de fungos no ar, outros autores ndo chegaram a resultados conclusivos (20, 28).

Dentre os fatores sbidticos, a temperatura e a umidade relativa do ar Foram indi-
cadas como sendo as principais condicionantes da variagio de fungos no ar (11, 12).
Na tentativa de verificar a acd> desses dois fatores simultaneamente, fol cbservada
relagdo positiva entre o nimero de coldnias de Cladosporiwn sp, e wn indice aleatd-
rio obtide da multiplicagZo desses fatores (16). Com os géneros Alternariz, Aureo-
basidium e Penieillium, verificou-se auséncia de relagac (16}.

A influéncia de alquns fatores abidticos sobre géneros fingiccs considerados iso—
ladamente, tambén tém sido objeto de pesquisa. Os maiocres indices de Alternaria
ocorreram nos pericdos secos, com ventos tempestucsos e temperaturas altas; enquan—
tc os menores, com pressdc baramétrica alta {24). Observou-se ainda, auento de
Epleoccun e Aureobasidium com elevagdo de temperatura e da umidade relativa do ar;
para O género Penieillium, ndo houve influéncia dos fatores estudados. Com a eleva~
gdo da umidade relativa do ar, houve aamento de Penicillium e de Aspergiiius, além
da diminuicio de Cladosporiwm (3); © awmento desse Ultimo género foi registrado em
altas temperaturas e baixa umidade relativa do ar (11}. Alguns fungos sdo influen—
ciados pela temperatura e umidade relativa do ar, enquanto que outros ndc o sdo
(26). A influencia desses fatores abiSticos, na ocorréncia de varias espécies de
fungos, assim como no nimero de colfnias isoladas & ressaltada na literatura (44).

Quando a variagfo de frequéncia de determinados géneros fangicos & considerada
isoladamente, nao foi estabelecida a relagio com fatores abidticos {8). Porém, com
relagdo ao total de fungos isolados, conclui-se que sua variacdc depende desses fa-
tores em niveis de 75,35% assim distribuidos: 11,8% com a temperatura, 59,5% com a
unidade relativa do ar, 4% com a precipitagdo pluviométrica e os restantes 24,7%
atribuldos a outros fatores desconhecidos -(8). .

Por outro lado, ha afirmacBes de que o conteldo de esporos na troposfera nio estd
relacionado com qualquer desses fatores abidticos {33 , 35).

O presente trabalho teve por cbjetivo, verificar a infludnciz de alguns fatores
abioticos na dispersfoc aérea de fungos mais frequentes (18) no ecossistema de S3o
Paulo. :

Material e MBtodos

O experimento fol realizado no campus da Universidade de S3o Paulo, a 230934 S de
latitude e 46044 W de longitude, altitude de 795 wetros, Fol utilizado o métode de
exposicio, durante 15 minutos, de placas—de-petri contendo agar-Sabouraud-dextrose
adicicnado de 100ng/ml de cloranfenicol. As coletas foram realizadas sempre no mes—
mo local, a 60 centimetros de altura d solo, no pericdo de 21 de marco de 1978 a
21 de marco de 1979, totalizando 360 coletas assim distribuidas: a cada espago de
tr8s dias eram feitas trds coletas; uma ds 9 horas (manhd) , uma as 15 horas (tarde)
e wma as 27 horas (noite). Apds as exposigdes, as placas foram incubadas a 25-270C
durante 5 dias, anctando-se em secuida, o nimero total de coldnias de bolores e le—
veduras. Incluido nesse total, foram identificadas colfnias de géneros mais fre-
quéntes em S0 Paulo: Cladosporium, Epieoccum, Fhodotorula, Penicillium, Aspergil-
lus, Aureobasidium, Alternaria e Fusarium, assim coro dos que nac apresentaram es-
poros  {FNE) em trés meios de cultura "Difco” {agar Sabouraud-dextrose, agar-batata
e corn meal agar). As identificacBes foram baseadas nos métodos correntes de  iden—
tificacdo {6, 7, 32).

Através de estagio localizada a 100 metros do local do experimento, foram coleta-
dos, nos mesmos horérios das exposicles, os seguintes dados: pressdc  barométrica
{PB}, Temperatuwra (TE), umidade relativa do ar (UR) » precipitagio pluvicmétrica
{FP), insolagBo horaria (TH) e velocidade dos ventos (V).
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para verificacio da eventual exist@ncia de relagdo entre o nimerc de colonias de
fungos isolados e os fatores acima citados, utilizou-se a regressdo linear, presu-
mindo-se que as variaveis dependentes tenham distribuicio normal com valor médio v
= By + Bqx e desvio padrdo ¢ para todos os x {9}).

08 dados obtidos foram processades em computador B6700 (Programa ST 35M), sendo
todo o trabalho baseado mm nivel de significancia o = 0,05.

Resultados Tabela 1 — Média de colonias de fungos iso-

lados do ar e de fatores abioticos em dife-
Com 360 exposicles de pla- rentes periodos do dia.

cas-de-petrl, foram obtidas 8.256 S8imbolos: * = nimero de coletas; *% = total

coldnias de fimgos, sende 7.547 de de boleres isolados, incluindo os géneros

holores e 709 de leveduras. Na Ta- diseriminados na tabela; **% = total de le-

bela i s30 apresentadas as médias veduras iscladas, incluindo os geéneros dis-

dos géneros estudados, dos fungos ¢criminados ma tabela

totais e dos fatores abidticos em
relagio acs periodos de coleta.

Com 360 cbservaghes gerais (as 9, fungos wobd  Tarde  Noite
15 @ 21 horas), e parciais (120 cb- (aoy w2 02007
servaches s 9, 120, ds 15,120, e NEo esporulados 5,50 7,00 4,13
3s 21 horas) dos fatores abilticos Cradosporium 4,52 5,67 3,68
e frequéncias de fungos, proce- Bvicosewn 2,57 3,28 1,19
deu-se & anilise de regressao li- Aiternaria 0,86 1,53 0,50
near para verificagio da existéncia peniclllim 9,48 1,41 0,81
ou nao de relagdo entre essas va- dspergilius 0,78 0,51 0,40
ri&veis. Por impossibilidade técni- Pusarium 0,58 0,70 0,23
ca, nfo foram realizadas andlises Ehodotorala 0,48 0,67 0,53
estatisticas com o fator insolagao furecbusidiun 0,33 0,45 0,18
horaria. ’ Bolares totaises 20,75 27,57 14,58

Considerando-se a variacac de Leveduras LOtais®™ 1,68 2,28 1,95
temperatura entre 6,4 e 33,2°C. ve-
rificou-se relacio linear negativa ravores abidticos
com (ladosporium, Rhc_)dc?tomla e le- oz (<) e,ea 22,91 17,78
\_reduras: totais e positiva com Al- Prassio barométrica (8 927,47 925,15 927,08
ternarta; as 9 horas, relacao nega- Precipitacio pluvionitrica (mm) 1,94 0,40 1,30
+iva com FNE, bolores e leveduras o i .

. . Unidade relativa (8} 79,94 62,91 86,43
’Ectaj.s, Cladosp orvum € R}"zodc?to:ﬂula; Velocidade do vento {m/s} 3,22 5,36 3,00
as 15 horas, relagao negativa oo Insolacdo hordria’ (horash 51 min 4 horas T hora

¥NE, kolores e leveduras totais e
géneros Aspergillus, Fusarium, Rho-
dotorula e Cladosporiwn; 8s 21 ho-
ras nac houve nenhuma relagdo significativa (Figurs 1).

Sob pressdc baxométrica entre 914,5 e 937 milibares, cbservou-se relagio positiva
com Epicoccun e negativa com Penicilliumg s 9 horas, relagao positiva com FNE e
Epicoccun; as 15 horas, relag@o positiva com leveduras totais e géneros Epieocsum €
Rhodotorula; &s 21 horas, relacdo positiva somente com o género Epleoccun {(Figura
2).

Com niveis de precipitagic pluvicmétrica entre zero e 54 milimetros, verificou-se
relacio negativa com os géneros Epieoccun e Altermaria; ds 9 horas, relagdo positi-
va cam Penieilliwnm; as 15 horas e 21 horas, ndo houve relacac significativa (Figura
3).

Com percentuais de umidade relativa do ar entre 28 e 99%, cbservou-se relacdo ne—
gativa caom FNE, bolcres totais, Epicoccum, Alternavia e Aureobasidiwm; 3s 9 horas,
relacio negativa com Epicoccum e Alternaria e positiva com o género Penieillium; &8s
15 horas, relagio positiva com 4spergillus e negativa com Epicocoum; as 21 Loras,
relagio negativa com leveduras totals e géneros Aspergillus, Rhodotorula e Aurecba-
sidium (Figura 4}.

Com valores de velocidade dos ventos variando entre zerc e treze mefros por se-—
qundo, verificou-se relacdo positive com FNE, bolores totais e géneros Cladospo-
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rivm, Epicoccum, Altermaria, Fusariwn e Aureobasidium; 3s O horas, relagio positiva
com bolores, leveduras totais e gineros Fusarium e Rhodotorula; 3s 15 horas, rela-
gao positiva com FNE, bolores totais e g@neros 4dspergillus, Alternaria, Rhsdotorula
& Aureobasidium; as 21 horas, relagio negativa com bolores e leveduras totais (Fi-
gura 5}. .

-Figura 1- Correlagces entre temperatura
(TE) e numero de coldnias de fungos {(NQ)
isolados do ar. (y = Byx + Bg)

Discuss3o

A andlise da literatura revela
que os resultados obtidos pela
maioria dos autores sio, de certa
maneira, discrepantes. Além das di- w0l - =t
ferencas de localizagio geografica,
os dados podem ser analisados sob
cutyos aspectos. Nem genpre, OS e
perimentos foram realizados prowi-
mos a estagles coletoras de dados 6w
abidticos e na grande majoria de- NTl o Atrernaria RY|  Rhodotorula
les, a coleta de fungos foi extem—
poranea, dessa forma, 0s resultados r 28
poden conduzir a relagdes nio  ver-
dadeiras. Por cutro lade, alguns wor 1op
estudos foram baseados em peguenc
nimero de cbservacdes, levando em ol S %ﬂ%
conta apenas as I@las e l'].éD os da"' 84 3 8T 3!Z TECCQ) 84 13 WF W2 TELC)
dos extremos. Em ecologia, oS ex— e
tremos € gue afetam a distribuicio
dos organismos vivos, De fato, wve-
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F
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e
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rifica~se na Tabela 1, que & ocor- ol . I
réncia de maior nimero de fungos & \\

ds 15 horas e que as médias dos fa-
tores abilticos sugersm que a dis-
parsdc dos fungos, pelo ar, aumenta
com 2 elevacio da temperatura, da
velocidade do vento e da insolacdo

T“—‘——-—,_

4 I3 257 352 TE{C)

|l Boloves “fotais
- \

g4 1B 257 332 TE(*C)

Leveduras tetais

horavia, e com a diminuicio da \
pressac baramétrica e da umidade 0} tof
relativa. h andlise estatistica dos
resuliados, levou, algumas vezes a o
conclusSes diversas (Figuras 1 a 5

e Tabels 2.

Chserva~se, en determinados casos
(Tabela 2} acdo diferencial dos fa-
tores abidticos scbre alquns fungos
como, por exemplo, a umidade relativa em relagdo acs géneros Alternariq e Penieil-
iium ds 9 horas e Aspergillus &s 15 e 21 horas. Na dependéncia do hordrio de cole-
ta, determinados fungos ndo foram afetados pela agdo de alquns fatores. Feses fatos
sugerem que, dependendo da predomindncia de um ou outro género de finge em determi-
nado local, e dos pericdos do dia em que foi realizado o experimento, obter-se-3
agio predominante, ou até diferente de cada fator abidtico, refletindo-se isso na
agdo final dos fatores schre os fungos totais.

Os dados poderiam explicar, de modo geral, a razdo dos resultados contraditdrios,
relatados pela meioria dos autores; e a sua especificidade torna nossos resultados
aplicaveis apenas ao ecossistema da cidade de S30 Paulo e talvez a cutros cam ca-
racteristicas semelhantes. Por essas razbes dispensaremos as coamparacbes com outros
estudos semelhantes, & excegio do realizado em Belo Horizonmte . (15) s, pois a micro-
biota fingica do ar assemelha-se 3 @ S350 Paulo (18). Utilizando-se de metodologia
adequada, o autor observou que o nimerc de coldnias de fungos diminui com o aumento
da temperatura e da umidade relativa do ar e com & diminuigiao da welocidade dos

i

0
33,2 TEI°C) 64 13 257 332 TE(*C)

56 13 25.7

G- geral M-S horas T-15horas N~ 21 horas

(M+T+N}
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ventos. Esses resultados sfo sermelhantes aos obtidos no presente tyabalho, em rela-
cdo aos bolores totais.

Nosso experimento fol realizado
em apenas um local da cidade de Sao
Paulo. Do ponto de vista climatold-
gico, a bacia de S8o Paulo € carac—

Figura 2 - Relagao entre Pressac Barométri-
ca (PB) e nimerc de coldnias de fungos (N9)
isolados do ar. (y = Byx + Bg)

terizada coro tropical, temperado
pela altitude e sob domdnio de duas
grandes massas: a Fguatorial Conti-
nental e a Tropical Atlantica (scb
dominio maior desta). A vegetacdo
natural é rasteira, arbustiva e as
variacoes desses fatores abidticos
sio miito peguenas entre os dife-
rentes Jocais de Sao Paulo {17).
Por cutrc lado, em +trabaiho ante—
rior {18}, verificamos a pequena
variacio entre os géneros de fungos
existentes no ar, em 11 locais da
Grande S30 Paulo. Portanto, se nac
ha variacdes significativas nos fa-
tores abidticos e nos fungos estu-
dados, ¢& perfeitamente valido con~
siderar os resultados, obtidos em
apenas um local, para O ecossistema
de Sac Pauio.

Nio foram realizados estudos es-
tatisticos com a insolagdo horaria,
por serem impossiveis as chserva-
cfes camparativas entre os horarios
de coleta e respectivas insolacOes,
mas a iluminacdo parece ser fator
importante na variagdo de fungos no

He

20

Nt

Wy

FNE

M/

k24 937

PB mb)

Penicillium

G
9t 97 P8 (mb)

Rhedotoruta

| I PN

7 PBimp)

T
9% 93

G- geral M-%horas

N8 Epicocoum

wr

Nl | eveduras totais

-
i ——

A

914 83?7 P8 {mb)

T-15horas N-21horas

9L 937 P8 (mb}

(MaT+N)

ar, pelo fato do ser estimilante na '

esporulagao desses microrganismos

{28, 42)}. O pericde entre 9 e 15 horas foi o que se apresentcou com malor nimero de
horas de sol (Tabela 1). Sequindo-se esse raciocinio, haveria, nesse horario, maior
cuantidade de esporos no solo ou em outro substrato; pela atuagdo de um cutro fator
abiftico, por exenple, O vento, os esporos teriam sua concentracdo aumentada no ar.
0 periodo notwrmo serd, portanto, adequado para gue os fungos realizassem O crescl-
mento vegetativo, Leach (29) verificou que radiacdes com comprimento de onda proxi-
mos do ultravioleta iniciaram ou estimularam a esporulacéo em varios fungos comos
Alternaria, Epicoccum, Phoma e Fusarium. Concluiu que essas radiagbes constituem-se
nue dos mais importantes fatores que afetam a esporulagao dos fungos. Esses resul-
tados estio de acordo com os do presente trabalho, pois se sabe que no periocdo ma-
tutino, até aproximadamente 10 horas, os raios solares contém maior nimerc de ra-
dlactes proximas do ulivavicleta. Como houve poucas difervengas significativas na
frequéncia dos fungos, entre o pericdo de 21 e 9 horas (19}, podemos supor que ©
mesmo & propicio para o crescimento vegetativo dos fimgos. A partir desse periodo,
haveria producio crescente de esporos, refletindo-se, consequerdtemente, na maior
incidéncia cbservada as 15 horas.

A temperatura e umidade relativa s3o tidas come os mais importantes condicionan-
tes da frequéncia de fungos no ar atmosférico (8, 11, 12, 16). O climatograma (Fi-
qura 6) revela que hi uwma certa diferenca entre os indices cbtidos nos varios hora-
riog, sendo que o relative as 15 horas difere em maior grau, quando cumparado ac de
outros horfrios. As 15 horas, foi cbtido maior nimero de fungos e, na maioria das
vezes, diferindo significativamente daguele cobtido &s 21 horas (19). Cbserva-se
ainda que os climatogramas de $ e 21 horas se sobrepden, em determinados pontos e,
na maioria das vezes, n3o foram verificadas diferencgas significativas entre as fre-
quéncias de fungos, nesses dois horarios (19).
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Figura 3 — Relacao entre Precipi- Figura 4 - Relagio emtre Umidade Relativa
tacdo Pluviométrica (PP) e ndmero (UR) e nimero de coldnias de fungos (NO)
de coldnias de fungos (NQ) isola- isolades do ar. {y = Byx + Bp)

dos do ar. (y = Byx + Bpy)
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W w0k Leveduras totais
Dentro das concepgdes  ecolégi- . . N
o b = I
cas, esses fatores Cl'c-ados__atuam e 2% 05 51 35 UR(% 28 25 51 38 URIYel
com reguiladores na manutencao do
equilibrio dos seres vivos na ha— G-gerat M-Sheras '~ T-15 horas N -21horas
tureza (13); no caso dos fungos, (MeTeN)

condicionariam, de maneira natu-
ral, sua frequéncia, tornando-a ora alta, ora baixa.

Apesar da falta de consensc, quanto & agdo do fator vento, schre os fungos, pare-
ce-nos miito importante, na dispersio dos mesmos. De acordo com nossos  resultados,
a maior wvelocidade dos ventos aumentou substancialmente a concentracio de bolores
no ar. Tsso estd de acordo com as consideracOes ecoldgicas de que esse fator, quan-
do introduzido abruptamente mm ecossistema, & responsivel por alteracSes profundas
no nimero de microrganismos {13).

2 Tabela 2 mostra a influéncia qualitativa dos fatores abidticos, sobre cada gru—
po dos fungos estudados, nos diversos hordrios e no clrputo geral.

A distribuigio de Cladosporiuwm, no total de cbservacdes, demonstrou diferentes
infiuéncias dos fatores temperatura e velocidade do vento. As 15 horas, hordrio de
maior frequencia desse género (19), foi cbservada influBncia somente da temperatu—
ra, através de relacdo negativa. Nesse hordrio, senpre se verificou maicres tampe-
raturas, sugerindo, portanto, a exist®ncia de outros fatores responsiveis pela ele-
vacdo dos Indices desse fungo, como a insolacdc, ou mesmo a agdo doS ventos.

Considerando-se os resultados gerais dos trés periodos, o género Hpicocouwm com-
portou-se da mesma maneira que bolores totais, frente d umidade relativa e veloci-
dade dos ventos, tendo ainda influéncia de dois outros fatores: pressio barométrica
e precipitacio pluviométrica. Nos trés pericdos, cbservou-se relacic positiva com a
pressac barcmétrica, mas a variacio desse fator, entre esses pericdos (Tabela 1),
foi insignificante, n3o ewplicando a frequéncia crescente desse género a partir das
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21 horas (19). Em trebalho realizado em Santos e Cubatfio (40) foram cbservadas fre-
quéncias menores de Epicoccun em relagdo as verificadas em Sdo Paulc {18). Os dois
primeiros mmicipios est@o situados ao nivel do mar, tendo portanto pressée barcms-
trica notadamente maior que a de Sao Paulo sugerindo que a influéneia desse  fator
sobre fpicoccun ndo & expressiva.

Figura 5 - Relacao entre Velocidade dos Ventos (VV) e nldmero de colo-
nias de fungos (N¢) isolados do ar. (v = Byx + By

B OFNE | Cladosporium Epicoccum Atternaria Aspergillus
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Nas 360 chservactes, 4lternaric teve influéncia da temperatura e velocidade do
ventc (relagdoc positiva) e da precipitagdo pluviométrica e umidade relativa do ar
(relacioc negativa). As 15 horas, hordrio de maior frequéncia desse genero, verifi-
cou-se somente infludncia do vento (relagdo positiva), gue apresentcou valores de
velocidade semelhantes nos outros dois horfrios. Do mesmo modo, ndo se observou di-
ferenca significativa nas frequéncias desse género &s 21 e 9 horas (19), sugerindo,
portanto, que a agae dos ventos fol o fator preponderante no aumento de 4Alternaria,
as 15 horas.

Fusaripm ocorreu com frequéncias semelhantes de manhd e 4 tarde, tendo relacdo
positiva de manhd, com o vento, e negativa, d tarde, car a temperatura. A exemplo
do fato ja citado e ocorrido com Cladosporium, dever—se-ia verificar menor inciden—
cia As 15 horas: Como isso ndo ocorreu e as frequéncias significativamente maiores
foram verificadas somente entre os dois horarios diuwrmos em relagdo ao noturno, pa—
rece-nos que a luz solar seja o fator preponderante na maior frequéncia diurna ob-
tida, resultado coincidente com os de Leach (29) para esse género.

Aureobasidium OCOrreu em menor nimero as 21 horas, horério em que houve os maio-
res valores de unidade relativa (relagZo negativa) e em mador frequéncia ds 15 ho-
ras, pela maior velocidade do vento {relagdo positiva); sendo esses, portanto, os
principais fatores que influenciaram a ocorréncia desse género.

Os outros géneros estudados, apesar de terem sido influenciados por um outro fa-
tor, nic tiveram variacic significativa, entre as frequéncias dos trés periodos
{19).

Com relacio a FNE e holores totais, verificou-se que, nas chservacles gerals, ti-
veram infludncia da umidade relativa (relacio negativa) e velocidade do vento {re-
lagdo positiva). Ocorreram em maior nlmero as 15 horas (19), pela acdc dos ventos,
uma vez que houve resultados concordantes com as retas de regressac (Figura 5). Cu-
riosamente, observou-se, as 21 horas, resultado contraditdric, quando se cbteve di-
minuicac de bolores totals em relagdo ao aumento da velocidade do wvento. Esse fato
foi verificado iqualmente com as leveduras totais. De acordo com nossos resultados,
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parece-nos valido supor que a acdo dos fatores, scbre os bolores e leveduras o
tais, deva-se 3 resultante das agbes sobre cada género ewistente num ecossistema
considerado.

Tabela 2 - Influgncia qualitativa de fatores abidticos na frequencia de fun—
£0s no ar.

Simbolos: G = observacdes totais dos tres perfodos; + = relag2o positiva; + =
relagao negativa; - = ausdneia de relacio

Fatores abidticgs/Periedo de coleta

Fungos Pressdo Precipitagio Umidade velocidade
barométrica pluviométrica relativa do  wvento

3 .15 21 &G 9 15 21 @ $ 15 21 ¢ 9 15 2t G 9 15 21 G

FHE L A T T
Cladosporium ¥ ¥ - % - - - - - - - - - - - - - - - 4
Zpicoecum - - - - + + ot - - - ¥ ¥ ¥ - ¥ - - - 4
Altzrnapia - - - % - - - - - - - ¥ + - - 4 - + - %
Pernteillium - - - = - - - % + - - = + - - - - - P
Aspergilius - ¥ - - - - - = - - - - - + - - t - -
Fusarium . + - = - - - - - - - - - - - - rs - - A
Rhodotorula + + - 4 - + - . - - - - - - EA + ES - -
Aurecbasidium - - - = - - - - - - - - - - FEECY - F -+
Bolores totais - - - - - = ~ - - - - - -
Leveduras totais ¥ 4 - ¥ - + - - - - - = - - v - + - v -
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Resumo

Em 11 setores do Hospital das Clinicas da Universidade Fe-
deral de Minas Gerais, previamente selecionados quanto as
condicdes de contaminagido e controle de acesso ao publico,
subdivididos em 49 ambientes de coleta, foram analisados
material do ar e do piso, nos horarios da manha e da tarde,
com auxilio de placas de Petri com Agar-Sabourauvd-Glicose e
cotonetes esterilizados para a colheita do material do pi-
so, no periodo de 17 de abril z 29 de maio de 1980, inter-
calados de 3 em 3 dias, perfazendo um total de 2940 colhei-
tas. Dentre 9064 colOnias isoladas foram identificados 48
g8neros; 26,90% dos fungos ndo apresentaram orgao de fruti-
ficacio e foram classificados como Mycelia sterilia. Os ge-
neros mais frequentes foram: Cladosporium (65,037}, Asper
gillus {37,08%), Fusariuwm (22,10%), Penieilliwn {(19,867),
Adurzobasidium  (18,40%), Curvularia (16,20%), HNigrospora
(15,30%). No ar e no horario da manha, foi observada uma
maior quantidade de fungos. Os ambientes considerados con-
taminados, apresentaram maior concentragao dos mesmos. En-
tretande, na ciinica cirlrgica, onde se deveria esperar uma
menor quantidade de esporos fungicos, ocorreu o inverso.

Summary

Fungie flora in the air and floor at the gospital das
Clinicas” of the Federal University of Minas Gerais, Belo
Horizonte, Brazil

Samples were collected twice a day (morning and afternoon)
from the air and floor in 49 environments of 11 sectioms
from the "Hospital das Clinicas - UFMG" for culture in

* Resumo dz Tese de Mestrado, realizada no Dept? de Microbiologia,  ICB/UFMG, com
amilio do CNPY, FINEP ¢ QP da UFMG.

Rev. Microbicl., S3c Paulo, 14(3):215-222, Jul./Set. 1983,
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Petri dishes containing Sabouraud-Glicose—igar. The areas
sampled were selected to the contamination conditions and
to the movement people. This was perfomed from april, 17th
until May, 29th, 1980, every three days. During this period
of time, 2940 samples were collected and 48 genera of fungil
were identified from 9064  cultures. Nen-sporulated
specimens were classified as Mycellia sterilic (26,50%).
The most frequent genera were: Cladosporium (65,03%),
Aspergiliue  (37,087), Fusariwm (22,10Z), Penicillium
(19,8672}, Aureobasidiwn (18,40%), Cwrvularia (16,207,
Migrospora  (15,30%). The largest number of fungi was found
during the morning in the air. The surgery area was one of
the most contaminated.

Introducio

O grande nimero de doencas adguiridas em hospitais vem se constituindo um proble-
Ka preccupante, para pesquisadores e profissionais da area da saGde.

O assuntc tem interessado agueles que se dedicam ao estudo dos aspectos microbio—
1ogicos, profildticos e terap@uticos das infecgdes oportunisticas, especialmente a
partir do momento em que ficou estabelecido que um microrganismo, normalmente con-
siderado cowo saprofita, pode, em condicles adversas do hospedeire, desenvolver
doenga {28, 30, 63, 67, 68).

A flora fingica ambiental tem sido estudada nos seus aspectos qualitativos e
quantitativos (3, 14, 27, 36, 45, 48, 49, 51, 54, 53) como tambem este estudo tem
sido correlacionado com variagdes horarias e metereoldgicas (5, 19, 47): e também
com  a presenca da flora anemdfila participando nos quadros de alergia respiratiria
{6, 10, 1%, 12, 17, 32, 35, 42, 43, 51, 52, 53, 62}.

O grande niexo de doencas, causadas por microrganismos dencminados oportunistas,
levaram a trabalhos onde os pesquisadores demonstraram a presenca de determinados
fungos do ar e sua correlac@o com infecgles micSticas (1, 20, 25, 26, 46, 67, 61).

Nos hospitais, com a finalidade de impedir efou reduzir a proliferacic de micror-
ganismos ambientais, sdo adotados diversas medidas profildticas. Contudo, essa ta-
refa de controle constitul um problema complexo, em virtude da existéncia de fato-
res, camo uso indiscriminade de antibidticos, drogas imumossupressoras, técnicas
inadequadas de desinfec¢do, antissepsia, assepsia e esterilizacao; além de problemas
de debilidade organica do paciente e dos de ordem econdmica & cultural, que favore-
cerdo o aparecimento e manutengZo das infecces hospitalares (1, 30, 61). A litera-
tura mais recente aponta varios estudos sobre fungos oportuwmistas causando infec—
gdes, denotando assim a crescente preccupacio com o problema (8, 16, 23, 24, 33,
34, 40, 44, 55, 64, 66}.

Na busca de elementos, gue pudessem ser ukilizados como indicadores gde poluicdo
arbiental, foram escolhidos os fungos, qQue apresentarem caracteristicas que permi-
tem a realizagao de um estudo simples, réapide e de baixc custo, Pela ubiquidade,
eles podem ser pesquisados em quaisqguer ambientes (50).

Cbsexrva~se também, a necessidade de conhecer a flora fingica hospitalar (38, 41,
46} e a importdncia em se utilizar meics para proteger individuos debilitados, de
possiveis contaminacfes de ambientes hospitalares (38, 39, 57, 61).

Os fatores que levaram & escolha do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais foram devidos ds suas caracteristicas de hespital gersl e de insti-
tuicdo de ensine, além da diversidade de ambientes e da intensa movimentacdo mmana
existente. A pesquisa teve como objetivo, determinar: qualidade da flora fingica de
diferentes ambientes e frequéncia da flora fingica de acordo com ¢ ambiente estuda—
do hora de colheita, temperatura, umidade, velccidade do vento, grau de limpeza e
transito humanc.
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Material e Métodos

Caraeteristicas gerais da drea estudada - O Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais & um hospital escola, localizado no Campus da Salde, em Be-
lc Horizonte entre a Avenida Alfredo Balena e a Avenida Bernardo Monteire. Com ni-
mero de leitos, estimado entre 318, s30 realizados Tratamento Ambulatorial, Triagem
Médica, Internactes e Cirurgia.

Locais de colheita do material do ar e do pise — Bos 11 setores escolhidos no Hos-
pital, foram selecionados 49 ambientes, levando-se em consideracdc o tipe de conta—
minacic existente, a saber: na lavanderia — recepgdo, sala de secagem, esteiras; na

cozinha - trés frigorificos (verduras, carnes e laticinios), elaboragio de dietas
para sondas, depdsito de vasilhames, entrada (cozinha), fogces, corredor; na Este-
rillzagao - monta carga, sala estéril, expurgo; no C.T.I. ~ corredcr {recepgao) ;

circulacdo, enfermaria, instalagio sanitaria, preparo de medicamentos, material es—
terlllzado, expurgo, guarto de isolamento; na Clinica M&dica - enfermaria, instala-
¢B0 sanitiria, expurgo, material esterilizado, sala de curativos, preparo de medi-
camentos: na Clinica Cirlrgica - enfermaria, sala de curativos; ne Bleco Cirtrgico
- vastifrio, material esterilizado, sala de cirurgia (do 79 e de 82 andar); no Lac-
tario - coz:_nha, ante sala; na Pea_xatria ala A" - enfermaria, sala de curativos,
recreacdo, bergarics, material esterilizado; na Pediatria ala "8" - expurgo, enfer—
maria, sala de curativos, quarto de isolamento, equipamentos, material esteriliza-—
do.

Periodo de colheita e metodologia wiilizada - Bs coiheitas do material, do ar e do
piso, foram realizadas nc perlodo de 17 de abril a 2% de maio de 1980, intercaladas
de tr8s em trés dias, nos horérics da manhd (9:00 hs), antes da l:.mpeza hebitual e,
& tarde {15:00 hs), apds a limpeza, totalizando, ao final, 2940 amostragens. Nao se
chservou alteracfes meterecldgicas acentuadas no periodo (Tabela 1), nem precipita-
¢io pluviometrica.

O material do ar era colhido

através da exposigso de placas Tabela 1 — Observacfes metersoldgicas na cida-
contende Agar-Sabouraud-Glicose de de Belo Horizonte no periodo de colheita
(31}, por 10 mimnutos a uma altu- das amostras nos horarios da manha e da tarde.
ra de 1 metro, e o material do (Fonte — Instituto Regional de Meterzologia,
piso com o auxilio de cotonetes Belo Horizoante, 1980).

esterilizados, e rovimentos de Simbolos: U.R. = Umidade Relativa

ziguezague em toda a  superficie
de un guardanapo, com uma aber-—

- vento s}
tura padronizada de 100cm®, gque e
a o (’ze 1 . bia/as Perperatura (C) U.R. {3) Diresho | Velocidade
era posteriormen sereado  an Jm Tohe WGw. Win.  Ths 1555 Ohe T%hs Jme 19
meio de Agar-Sabouraud-Glicose 17/64 22,5 25,2 26,9 18,0 86 89 s = 3,3 50
{31}, apds um intervalo que va- 20/04 21,0 26,2 28,1 13,8 79 B4 E B 1,6 0,8
riol Ge 8 a 18 horas. Todas as et 20 26,2 271 11,6 86 72 E E 16 0.8
t < ¥ S6/04 1909 24,86 26,3 15,7 87 2 S E 2,0 1,6
placas eram incubadas a tewpera— 23/04 21,2 24,8 25,9 14,86 88 75 £ E 0,5 2,5
; 02/05 734 4 283 15,8 80 S5 0ME W 1,0 2,5
tura anbiente. 9505 22,6 76 B4 14,4 8 S 0 M N 1,0 2,5
w05 .8 28,0 27,4 15,8 B4 76 E Z 1,6 2,0
e , 11/05 21,0 25,6 28,2 15,4 8 8  E RE 1,6 2,8
Identificagao das omostras de 1405 20,8 25,8 26,4 15,6 84 76 B8 15 &
fungos ~ O crescimento das €0lo- 1305 21,1 35,8 27,2 3.8 ¥ B4 E & 1,5 25
; diari /05 21,8 26,8 e 17n B0 76 & N 1,8 2,3
nias era cbservado diariamente 205 2008 24,6 26,2 16,6 91 B4 5 = 2.0 2.6
e, apds cinco dias, iniciou-se a %05 0,0 24,2 25,6 15,4 84 B4 S N 2,0 3,0
identificacio dos fungos. MNo 29/05 19,6 28.0 26,3 17,6 &7 _ Bl s B 1.0 3.3

exame  quantitativo, conside~

rou-se_apenas e colénia para

cada género ou grupo de fungos que cresciam na placa, devido ao fato de que deter—
minados fungos, ao se desenvolverem, dEo crigem a coldnias invasivas.

0 isolamento dos fungos filamentosos foi feito em meios de Agar-Sabourauc-Glicose
{31}, Agar-Sabouraud-Glicose em cloranfenicol (31} e Mycose-Agar (Baltimore Biolo
gical Iaboratory, Cockeysville, Maryland, U.5.A.). & ld@l‘tls_lca\,éb foi realizada
através do exame macroscépico da colfnia, exame microscOpico entre limina e lamimi—
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la de fragmentos de colfnia e a tdcnice de microcultivo em
imina (58). Os fungos que nfo apresentaram Orgao de fru~
tificagdc foram repicados para tutos contendo Agar-Batatsa
(60), 2gar-Fubd (BR1- Corn meal agar-11132), Agar-~Czapeck
{Difco-Laboratories Detroit, Michigen, U.S.A.}. Quando ©
estado de ndo esporulacZo persistia nesses meios, eles fo—
ram classificados como Mycelia starilia.

C estudo dos Tungos filamentosos fol realizado de acordo
com diversos auvtores {2, 7, 13, 15, 21, 31, 60, 65}. O
isolamento e identificagdo dag leveduras obedecen a meto—
dologia descrita por 1odder {37).

0 grande nimero de bactérias resistentes a antibidticos
& existentes nos ambientes hospitalares analisados difi-
culton a identificacio genérica de alqumas leveduras.

Resultados & Discussic

Através de 2940 exposicdes, foram isoladas 9064 coldnias
de fungos, compreendendo a presenca de amostras do  grupo
Mycelia sizrilie, de Jleveduras brancas e de 48 géneros
Q_stlntos, cujas frequenc ias encontram—se na Tabela Z.

4 frequéneia médla dos fungos isolados do ar e do  piso
dos setores analisados, revelou gue a maior quantidade de
esporos fingicos se concentrou na clinica cirirgics, se-
gquido da cozinha, pediatria ala "B", lavanderia, lactario,
clinica mddica, pediatria ala "A", esterilizacic, centro
de terapla intensiva, bloco cirlrgico 8¢ andar e bloco ci-
rirgico 79 andar, conforme os resultados contidos na Tabe—
ia 3.

Cs fungos encontradeos nos 49 ambientes sdo vbiguitarios,
podendo causar infecgles oportunisticas em condigdes espe-
c1als do hospedeiro {8, 9, 15, 16, 23, 24, 29, 34, 40, 41,

6, 59, 64, 66).

O géne_ro mais frequentemente isolado foi (Cladosporium,
concordando  oom 0s resultados de alguns pesquisadorss (3,
4, 17, 43). Pode-se considerar al a existéncia de um Fator
favorecendo a prevalencia dos esporos destes fungos nestes
locais. Por outro lado, estes resultados mostram-se Jdife-
rentes daqueles alcancados por alguns autores (14, 22, 27,
48, 49, 54, 55}, A dl:erenga nos resultados pode ser atrl—
buma a caracteristicas diversas, como: local de ernposi-
cBo, técnicas de coleta, fatores metereoldgicos, épocas e
estagoes do anc {5, 17, 19, 38, 45, 47, 48, 62).

Os géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Curvula-
rig foram frequentemente isclados de todos os  ambientes
aialisados. J& foi chservada a predominancia destes géne-
ros, na cidade de RBelo Horizonte € & swa correlagao com
processos alérgicos (17).

A frequéncia de fungos do ar e do piso, nos diferentes
anbientes estudados, revela que nos blocos cirfrgicos, lo-
cais considerados de baixa contaminaclo, a frequéncia de
fungos parece ter side menor, quando camparada a de outros
sstores. Setores como cozinha e clinica ciriivgica apresen-
taram waior quantidade de fungos. A tarefa de eliminar to-
das as formas viavels de microrgenismos de um  determinado
anbiente hospitalar & bastente complexa e dificil, peis,

Tabela 2 - Frequen-
cia dos fungos iso-
lados de diferentes
setores do Hespital
das Clinicas da Uni-
versidade Federal de
Minas Gerais, no pe-
riodo de 17 de abril
a 29 de maic de
1980,

Simbolos: Abs. = Ab-
soluta; Rel. = Rela-
tiva; % = (C&leulo
baseado em 2940 ex—
posigoes

Hontilia 138 4,70
Alterpariz 125 4,30
Sieploccoaun 117 4,00
Hueor 97 3,30

Lesporim 95 3,20

rdida 77 2,80
Fageilomyces 77 2,60
Levedura hranca 31 1,7C
Jltocadiwn 51 1,7
Syncephalastrmm 44 1,50
szopuiariopsis 3% 4,30
Gzotrichum 31 1,10
Botricsporius 22 4,70
Didtun 20 0,68
Verttotilium 1% 0,54
Held. cuﬂycco W 0,30
Ty rzos_poz-wz g 2,30
Botrysis 6 §,20
'owulonszs. 6 0,20
Amz-o!:ozr*ys & 0,20
Sporathiiz 4 0,10
Pestaiotic 4 0,10
Brachysporiun 3 0,10
Jospora 3 0,18
He 3 ¢,10
Henserula 3 0,10
Botrioderma 2 0,08
Bispora 2 6,08
familispore 2 0,08
Cireirella 10,03
D«.pbsaomwr T 0,03
Chae 1 0,03
Mecarrw"z.w 1 0,03
Popularia i 0,03
Torula 1 0,03
Total 50 106,00

apesar. da aplicacgo das técnicas usuais de desinfeccic e assepsia, existem fatores
que contribuem para a permanéncia ou penstracio de microrganismos, como: fluxo hu-

mano, ventilacdo, temperatura e umidade ambiente (25, 30, 3%,

35, 46, 61).
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Nas enfermarias do Centrc de Terapia Intensiva, Tabelz 3 - Fregu@ncia me-
usualmente emprega-se normas, com a finalidade de dia dos fungos isolados
diminuir as fonbes externas de contaminagio, através dos setores analisados no
ao uso compulsirio de capote e o controle do trinsi- Hospital das Clfnicas da
to de pessoas. Quando se cbserva a frequéncia dos Universidade Federal de
fungos neste setor, nota-se uma diminuicde do sau Minas Gerais, no periodo
nfmero. Entretants, alquns géneros como Cladospo- de 17 de .abril a 29 de
rium, Aspergillus e Penicillium e o grupe Mycelic maic de 1980.
sterilia, occorreram com frequéncia semelhante a de Simbolos: M = Mamha; T =
outros setores, comd por exenplo, © da clinica mwédi- Tarde
ca.,

O grupe Mycslic sterilia, presente em todos 0s se- -
tores analisados, apresentou maior percentual no Setor e ﬁ%m
Centro de Terapia Intensiva. & freguéncia deste fun— iin. Cirlrgica 53 53 51 48
go em Belo Horizonte parece ser elevada {(17). Na Coziba = 5335k 45 47
Baixada Santista, observou-se que nas praias polui- jesmlaTyt B o2
das este grupo de fungo estava em maior percentual Lavanderia 82 50 45 38
que em praias nic poluidas (54j. E provavel que S, Bn v
existam fatores semelhantes nestes anbientes, favo— Ieteritizacie 54 42 41 43
recendo o maior desenvolvimento deste tipo de fumgo. S irirgico/8e 51 39 33 o

0 bercario & o tmico awbiente da Pediairia com BL. z;;mgii';ﬁé W s %;,

controle semslhante ao C.T.I. Contudo, a diminuigao
da frequéncia de fingos ndo fol cbservada neste Io-
cal, quando comparada aos demais apbientes deste meswc setor. Cbserva-se que este
ambiente comnica~-se com um corrador adiacente da pediatria, nao permitindc o devi-
3o controle de transito humno, o gue reforga, mais uma vez, a importdncia do papel
dos agentes externocs, veiculados através do hawem, gue vao propiciar a ponetragio e
permanéncia de microrganismos nos diversos ambientes (30 483 .

Com relacho 3 colheita do material, em diferentes hordrios, o5 resultados indicam
que parece existir meior quantidade de fungos no paricdo da manha, am todos 08 $8—
tores analisados tanto no ar oomo no pise. A limpeza habitual dos ambientes hospi-
talares era realizada sempre =pds a primeira colheita, o que pode ter contribuido
para diminuir o nimero de esporos fingicos isclados a tarde.

Existe maior concentracio de esporos de Funges no ar que no piso, Esta diferengs,
ohservada entre a frequéncia dos fungos isolados, pode ser tambén atribuida a fato-
res, cowo: fiuxo humeno, acBo de desinfetantes e limpeza habitual destes ambientes
hospitalares. O tempo gasto entre a oolheita e a sergadura. do material do pise pode
‘tamban ter favorecido estes resultados.
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INFORMACED TECNICO-CIENTIFICA SBM

Alexopoulos, C.J. & Mims, C.W. - Introductery mycology. 3.ed. revis. New York, John
Wiley & Sons, XVIII + 632p., ilustr., 1879,

Trata-se de edicio atualizada do muito difundido tewto de Alexopoulos {1% edicdo,
1952, 22 em 1962). Mestes fltimos 20 anos, desde a publicagdo da 23 edigdc desta
cbra, a taxonomia dos fungos Gesenvolveu-se muito e varios conceitos foram mudados.
0 usc da microscopia eletrdnica de transmissZc e de varredura velo trazer uma con-
tribuicio valiosa & compreensdo de microestruturas, somente vagamente percebidas
com © emprego do microscdpio comum. Os autores utilizaram-se de ilustragles cbtidas
com essas novas técnicas, gue muite valorizam & obra.

0 estranho formato do volurme (12,3 x 23,3cm) prejudica um pouce © Seu manuselo,
porém, mostrou-se conveniente & diagramacdc do texto em duas colunas. A Jeitura &
facilitada tanbém pela tipologia empregada. Esta edigdo apresenta cerca de 30% de
texto a mais que a edicdo anterior, apesar do nimerc de paginas ndo ter sido subs-
tanciaimente ampliado (613-632), © que deve sex creditado ao novo formato utiliza—
do. .
0 papel utilizado & de excelente qualidade, sem brilho, encorpado, o que permitiu
reproduges antoldgicas de fotografias. Apenas para exemplificar citawos: figuras
4.6, 4.23, 8.9, 9.5, 13.7, 14.6, 20.4, 27.18, 8.9, 9.5. Por outro lado, a reducio
e/ou diagramacac das figuras causou tamhén reducio na gualidade da ilustracac ou
desperdicio &g espago, exemple: 8.11, 12.11, 13-11, 13-12, 19-4, 26-12 e 26-13,
2615, etc. ‘

Alquns capitulos foram sensivelmente ampliados. Por axerplo, o capitulo referente
aos ligquens possui 12 piginas; Irichomycebes tem agora 5 paginas. Apesar do balan-
ceaments adequado no tratamento dos varios grupos, hA um certo aprofundamento maioxr
no capitulo referente acs mixomicetos (compreensivel,: face & especializagido dos au-
tores). Mo nosso antendimento deveria haver maior énfase no tratamento de Endogona-
ceae, pela inportincia deste grupo na atualidade.

O acesso as informacoes & facilitado pela presenga de dois Indices: de autor e de
assunte. Alénm disso, o glossfrio, tanbém presente na edigdo anterior, foi atualiza-
do.

Na diagramagio, as chaves aparecem destacadas, © que no nOSSO entender, facilita
rastante ao nedfito. Todavia, e alguns casos, a diagramacac nao conseguiu superar
certos problemas e as chaves e/cu ilustractes aparecem distanciadas do texto.

Os autores citam o trabalho de Whittaker & Margulis {1978, "Protist classifica-
tion and the kingdom of crganisms®, Bio Systems, 10:3-18}, cujo sistema adotam. To-
davia, ndo ilustraram esse sistema. Cbra escrita tendo em vista, principalmente, o
estudante (conforme afirmam os autores), deixa-o principalmente um tanto confuso,
sem divida, portanto, fica sem seber quais s&o os "super reinos” e quais os Cinco
"reinos" e os super-reinos Eukaryonta, entre os quais se encontra o Myceteae {Fun—-
gi). Assim, fica inexplicada a localizagio dos fungos dentyo da biota, sua diferen—
ciagio ndc =6 das plantas verdes e animais superiores, mas tamben dos protozoarios,
das cianoficeas, das bactérias e outros organismos chamados "inferiores®. Isso ,
sem divida, dificulta a compreensido do grupo, pelo nedfito.

Taxonomiz &, até certo ponto, puramente subjetiva {cada cabeca uma sentenga). Es-
sa a razio da afirmacio dos autores da cbra, de que estavam adotando Um certo sis—
roma de classificacio, conscientes de gue ¢ meSEO nNEC era aceito por muitos micOio-
gos. Por ser trabalhc produzido "primeriamente para propositos pedagdgicos”, deve~
ria ser bem claro na apresentacdc do sistema de classificag@o adotados, permitindo,
principalmente aos estudante, ter uma opeao bem Cefinida, facil de entender e se-
quir, até que, com a maturidade dada por anos de estudo e pratica, pudesse (e qui-
zesse) mudar de caminho. O esquema apresentado & pagina 37, com explicacOes ate a
pagina 40, em nada ajudam o nedfito.

No gue diz respeito acs fungos zcospiricos, hi algws reparos gue devem ser felw
tos, agqui ilustrados em duas situacOes:

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 14(3}:223-231, Jul./Set. 1983,
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a) o ciclo de Seprolegnia contém dois desenhos que podem levar um nedfito a falsas
conclus@es. O zoosporangio tipico desse g@nero & renovado por proliferagdc interna.
Ccasionalmente de cutras meneiras. Ainda, © desenho de cosporos & Go tipo excéntri-
@0, O menos comie entre 20 das espécies de Saprolegnic reconhecidas por R.L. Sey-
mxar (1970) , autor de revis@o mais recente sobre o género:

b} estranhamente deixou de ser citado o trabalho de K.L. Howard "Cospores types in
the Seprolegnicesas. Mycologia, 63(3):679~686, 1971", que atualiza os conceitos de
coplasto e ooplaswa, em fungio dos trabalhos de microscopia eletrdnica, propondo
uma. classificagio diferente dos tipos de cosporos: céntricos, subcéntricos, excén-
trico, subexcentrico e expersado.

Qutros poderdo encontrar problemas semelhantes nos demais grupos, porém, Coid  um
todo, © livro pode ser recomendado a todos os iniciantes no estudo dos fungos. Una
restrigio & feita 2 manutengdo da abordagem worfo~taxondmica, restringindo-se in-
formacdes sobre a fisiolegia, bicguimica e ecologla dos fungos.

Alcides Ribeiro Teixeira
Chacara Botanica

Caixa Postal 85

13300 Itz Sp

& Adauto Ivo Milanez
Instituto de Botanica
Caiwa Postal 4005
01000 S3c Panlo SP

Cigneia, 1{1):1-12, 1983,

Foi lancado o primeiro nimero da "Cifnecia" - Boletim de informacdo da Associacio
Brasileira "A Hebraica" de Sao Paulo. ,

O editor, Salomdo Schwartzman, propde que este informativo mensal aumente a CoOTR-
nicagdo entre o Brasil e Israel.

Neste primeirc nimero, a reportagem principal relaciona-se a experiéncia didatica
na area médica, acompanhada pelo atual Diretor da Faculdade de Medicina da  Univer—
sidade de S3o Paulo, na Escola de Medicina Beer—Shera, da Universidade Ben Gurion.
Na segqunda reportagem, o Prof. Michael Sela, Presidente do Institute Weizmann de
Ciéncias, apresenta as principais linhas de trabalhos em andamento naguele impor-—
tante centro de pesquisa. Seguem-se pequenas noticias, encerrando as doze pagihas
de informacfes schre Israel. :

Flavio Alterthum
Instituto de Quimica USP
Caixa Postal 20780

01000 830 Paulo Sp

Fiechter, A., ed. - Microbes and engineering aspects. In: - Advances in biochemical
engineering. New York, Springer-Verlag, Vol.21, 230p., 1982,

Este vigésimo primeirc volume da Colecdo "Advances in  biochemical engineering”
apresenta exaustiva revisdo scbre quatre tdpicos de grande inportdncia em Bictecno-
logia.

O primeiro capitulo, intitulado "Microbial biomags from renewables: Review of al-
ternatives”, de autoria de Carlos Rolz - & Arthur Humphrey, com 700 referéncias
bibliograficas, dJdescreve e discute alternativas na producio de bicmassa microbiana
como fonte de alimentos. Os autores examinam e apontam varios tipos de maté-
rias-primas (caldos, concentrados, residuos liquidos e sdlidos, substratos sélidos,
gases), diferentes processos de producdo (descontinuo, continuo, cultivo em meio
semi-s0lido) , a possibilidade de cultivar espécies isoladas ou misturas de especies
diferentes (leveduras, bolores, bacterias, algas) e diversos processos de separacao
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do produto final. Destacam a crescente importancia do assunto e ressaltam a escas-
sez de estudos econdmicos a respeito das muitas alternativas existentes. Neste par-
ticular, deixam claro que, dependendc das condiches locais, o aspecto econdmico po-
de nio ser o fator decisivo de escolha. Referindo-se 3 producac de bicvassa para
alimentagio humana, veem os autores, neste momento, apenas duas opcdes; cogumelos e
leveduras residuais de fermentagio aicodlica.

No sequndo capitulo, intitulade ‘“"Application of simple structured models in
bicengineeering”, com 161 refersncias bibliograficas, os autores, A. Hardes & J.A.
Roels, depois de destacar a importancia de modelos matenaticos em engerharia e de
classifica-los, fazem rapida referSncia aos modelos corpusculares e dedicam sua
atencio aos modelos estruturados continuos, ressaltando a importancia das constan-
tes de tempo na tentativa de explicagao dos fenfmenos bioldgicos. Referindo-se acs
modelos estruturados continuos, discutem a necessidade de simplifica~los a fim de
poder chegar a resultados aplicaveis na pratica. Neste particular, estudam os mode-
ios chamados de dois compartimentos (no primeiro compartimento o substrato & trans—
formado em substancias que vio formar macramoléculas, enguanto o segundo camparti-
mento & constituido pelo material armazenado) e de trés compartimentos {o primeiro
sendo constituido pelo R¥A, o sequndo pelas proteinas e o terceiro englobando ©
restante da biomassa). Bpresentam dois exemplos com vistas a explicar a dindmica da
sintese de enzimas e o fendmeno da diauxia no cultivo de microrganismos em mistura
de substratos.

No terceiro capitulo {("Energetics of micrcbial fixation of dinitrogen", Vicent P.
cutschik, 269 referéncias biblicgraficas) o autor analisa o processo de fixagdo de
nitrogénio sob o ponto de vista de consumo de substrato e deronstra que a demanda €
miite aita. As implicagdes sSo varias. Microrganismos fixadores s@o pouco competi-~
rivos em decorrdncia da necessidade de fonte de carbono em grandes quantidades. O
complexo enzimtico que constitul a nitrogenase é praticamente o mesmo em todos oS
organismos que O possuen, apresentando sempre grandes exigéneias pava sua ativida-
de. HA entretanto, diferencas nos processos de fixacao de nitrogénic cquando se com-
paran organisimos diferentes. A causa deste fato reside principalmente na diversida-
de de metabolismos, mais especificawente no auto ou hetorcotrofisme, na asro ou
amaercbiose (facultativa ou cbrigatdria). Estas diversidades metabOlicas sio carac—
terizadas, entre outras, pelas vias produtoras de energia e de poder redutor que
sio imprescindiveis para a fixacBo. O autor discute as potencialidades energéticas
de cada tipo metabdlico, com a preocupagdo de enfatizar os organismos fixadores de
vida livre, analisando sua importancia nos ecossistemas. Calcula o aproveitamento
energético tanto em processos metabdlicos gerais, quanto no da fixagdo de nitrogé-
nio. Analisa o uso de ATP em todo ciclo vital considerands sua utilizagdo camo
energia de ativacgo, na sintese da nitrogenase e estruburas das guais a enzima de-
perde; calcula os custos da manutencio (reciclagem, protecdc contya Op € estoque na
c&lula) da nitrogenase e da assimilacdo da amdnia incluindo outros fatores ligados
i fixac3o e que sobrecarregam energeticamente a c&lula. Por ser altamente Jispen~
dioso, © processo & controlado em varios niveis, o que acarreta ainda, maior consu-
mo de energia. Apds a anilise dos rendimentos da fixacic nos varics tipos de mi-
crorganismos, o autor determina os custos experimentais "in vivo" e suas consequen-
cias, terminando com a andlise da atual condigio nos campos e as perspectivas de
estudos. '

Finalmente, o Gltimo capitulo ("Foam in microbiclogical processes”, U.E. Vies-
turs, M.Z. Kristapsons e E.S. Levitans, 201 referéncias biblicgraficas) trata de
assunto de grande interesse pratico, mas de alta complexidade. Depois de comentar
as caracteristicas dos sistemas em que ha formagdo de espura, a influéneia da com-
posigdo e das propriedades dos meios nessa formacio e as consequéncias tecnolSgicas
do fenfmeno, Os autores examinam as condices de formacao de espuma em reatores
bioldgicos. Discutem o emprego de substancias anti-espamantes, de quebradores meca-
riicos de espuma {rotativos; ciclones; jatos de ar ou de 1licuido; vacu), de métodos
chamados fisicos {ultra-sam; métodos térmicos; métodos elétricos) e as dificuldades
do controle automitico da quantidade de espuma em roatores. Fxaminam as tentativas
de modelagem e de projetos de quebradores de espuma. Concluem pela acentuada escas-
sez de estudos a respeito do assunto e & precariedade dos conhecimentos atuais,
chamande a atencio para a possibilidade de aproveitar um aspecto positivo do fend~
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meno, qual seja a elevada velocidade de transferéncia de oxigénic na interfase
gas-liquido.
Heloiza Ramos Barhosa
& Walter Borzani
Instituto de Pesquisas TecrolOgicas
Caixa Postal 7141
1000 sao Paulo SP

Informes — Vida. S3o Paule, 1(1):1-6, 1983.

Boletim mensal, despretensioso mas bastante interessante. Quatro paginas, distri-
buigdo gratuita, e sem direitos reservados.

Discute temitica ambiental, divulga eventos, principalmente na area de ecologia e
preservacac do meio apbiente.

Endereco para correspondéncia: Caixa Postal 6984, 01051 S3c Paulo SP.

Maria Therezirha Martins

CETESB

Av. Prof. Frederico Hermarm Jr., 345
(545% 830 Paulo gp

Instituto Brasileirc de Informa¢Zo em Cidncia e Tecnologia — Fonte de informacio em
energia no Brasil. Brasilia, 174 p., 1982.

Foi louvavel a iniciativa conjunta do CNPg e FINEP, em realizar, sob contrato com
o IBICT, o levantamento das Fontes de Informagdo em Energia no PBrasil, trabalho
realizado em regime de consultoria por Maria Licia Andrade Garcia. Toda e cualouer
listagem, que reima os varios grupamentos envolvidos com uma area  +3o palpitante
como Energia no Brasil, serd sempre bem-vinda para aqueles que ai operam.

Este guia estad dividido em cinco segdes, a saber: Entidades; Centros e Servicos
de Informacio e Bibliotecas; PublicagCes - periddicas e referéncias; Bases de Dados
Estrangeiras; e Entidades, Centros e Sexrvigos de Inmformacio e Documentacao e
Biblictecas no Exterior,

Ap catalogar Os grupamentos, pretendeu-se que fossem entidades de  reconhecida
atuacdo mna &rea de energia, gerando efou mantendo dooumentagdo sobre o assunto, e
pertencente a um dos sequintes setores: administracdo ptblica, pesquisa e desenvol—
virento, produgio e distribuiciio de energia e ensinoc a nivel de pos-graduacio. B
uma divisZo bhastante abrangente, mas creic que ndo deveriam ter sido excluidas as
entidades de ensino a nivel de graduacio, um vez que sio varios os exenplos de
grupos fortemente envolvidos com pesquisa e desenvolvimento na area de energia, em
wiversidades ndc credenciadas para o ensino de pds-graduacio, inclusive gerando
farta documentagio, seja de refer@ncia ou na forme de relatdrios técniceos de servie
cos prestados a terceivos ou resultantes de projetos interncs.

Estfo catalogados oitenta e oito entidades, entendidas como organizagdes ou parte
destas, constando informacles como: endereco, constituigio Juridica, area de atus-
gao, tipo de docwrentacic gerada, facilidades de acesso a esta documentacdo e
publicactes editadas quando existirem, )

Na secio de Centro e Servigos de Informagio e Documentacso e Bibliotecas, estaoc
catalogados setenta grupamentos, constando informacdes sohre a sistemitica de uti-
lizagdo de seu acervo e publicacles editadas quando existirem.

Na secio Publicacdes Periddicas e de Refer@ncia, estio catalogadas cento e wvinte
publicagles, desde as meramente informdticas, até acquelas de contetdo técnico-cien—
tifico com enfoque acad@mico.

Na secio Base de Dados Estrangeiros, estfo catalogadas quarenta e sete instituj-
cOes, constando o -enderege, drea de atuaglo, forma de acesso e sistema de recupera—
¢80 de informaglo a cue estd filiada. Sua inglusio neste guiz, vem bem a propdsito,
j& que certamente ird facilitar o acesso do pesquisador nacional a esse imenso To-
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rencial de recuperacic de informagdes, ao qual, via de regra, ele ndo estd afeto.

Finalmente, consta uma segdo can setenta e dois agrupamentos estrangeiros, de ca-
rater similar zos nacionals anteriormente expostos, o gue também se constitul em
informacic de grande utilidade. '

Cada grupsmento, em cada secio, estd tabulado com seus congéneres em outras se-
cles ou inclusive na mesma (no caso de serem partes de una mesma organizagio}, o
¢ue facilita bastante o manuseio do guia. Este manuseio & ainda mais facilitado por
un sistema de Indices remissivos alfabético, de assunto e de siglas.

O levantamento ndo fol completo e ndc pretendeu ser, mas sua importdncia & rele-
vante. No caso de se pretender continvar ¢ trabalho, como estd insinuade pelo edi-
tor, as proximas edicdes creio deverao, além de seyem mals completas, contar com
algum levantamento "in loco” das instituigdes, visando aferir sua importincia no
setor e eshogar a qualidade da informacic ali gerada e/cu mantida.

Leonardo Perego Jr.
Av. 530 Gabriel, 18
01435 S30 Paulo SP

Majchrowicz, E. & Noble, E.P., eds.— Biochemistry and pharmacology of ethanol. New
York, Plenum Press, wvol. 1, 704 p., 1979.

0 volume 1 do livro intitulade "Biochemical and pharmacology of ethanol”, editado
pelo Edward Majchrowicz e Ernest P. Noble & uma excelente cbra de revisiac sobre o©
etancl, sob aspectos bioquimicos e farmacoldgicos. O volume contém 704 paginas e &
constituido de 28 capitules, cada qual escrito por um ou mais especialiistas de re-
nome.

Os primeiros capitulos descrevem a cinética do etanol, onde ha desde comparagao
de nivel sanguineo da substincia entre as diferentes espécies animais, até comple-
wos mecanismos de acho, assim oo, as possivels funcbes fisioldgicas das enzimas
envolvidas na biotransformacdo do etanol. A influénecia direta ou indireta do etanol
sobre o metabolismo de diversas substincias enddgenas & exaustivamente discutida. A
sequnda parte do livro, dedica-se & revis@c dos aspectos patolégicos do etanol,
dando enfogue as diversas snormalidades que acompanha © alccolismo, tais como al- -
teragies gastrintestinais e immoldgicas, além de efeitos mutagénico e teratogéni-
<O

O texto & rico em tabelas e fiquras que awxiliam a compreens@o dos fenfmenos e,
no final de cada capitulo, encontram-se mmerosas referéncias bibliograficas. A
cbra & valorizada nic sO pelo seu conteldo, mas tanbé@n pela sua forma de apresenta-
¢3o, que é clara, concisa e bastante didatica.

Seizi Cga

tnstituio de Ciéncias Biomédicas USP
Caixa Postal 4365

01000 SZc Paulo 5P

Moses, V. & Springham, D.G. - Bacteria and the enhancement of 0il recovery. London,
Applied Science Publishers, 178p., 1982, £ 16.00,

. Um dos grandes temas de interesse sdcio-econdmico, neste final de séoulo, & pro-
curar resolver o problema da escassez de combustiveis fOsseis, através de técnicas
alternativas de produgdo de energia. O desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, da
fiitima década, evidencia que, a curto prazo pode-se substituir o petrélec, emn algu-
mas Areas de consuro. Por outro lado, o grande leque industrial petroquimico ndo
pode prescindir, pelo menos a médio prazo, desta matéria prima, j& que implicaria
na mudanca de toda wme infraestrutura politico-econdmico-tecnologica, no segmento.

2 taxa média mundial, de producio nos pocos de petrGleo, através dos métodos tra—
dicionais de prospeccdo, & de 30%. Logo, 70% ainda permenece no sub-solo, consti-
tnindo-se aumentar a &ficiéncia de extragdo, um grande desafio.
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0 8leo pode vir i superficie de maneira espontinea, através da energia do pripric
reservatdrio, num processo dencminado recuperacio primiria. Quando, porém, Sa0 usa—
dos métodos artificiais para maior produgdo, estamos diante de wma recuperacio se-
cundaria.

As principais técnicas de recuperacdo secundaria consistem na injecic de agua,
gas natural, vapor, alccol ou, ainda misturas quimicas especiais con ¢ objetivo de
forgar a saida do petrdleo. Tais substincias, ao OCUparem oS pogos vazios da  rocha
matriz do reservatdrio, acabam empurrando o 6leo para o poge.

A injecdo de misturas quimicas nos pogos oferece grande potencial para pesquisa
aplicada e expanséc tecnoldgica no campo de substincias com propriedades surfactan—
tes e viscosificantes. Tais produtos podem ser produzidos industrialmente por sin-
teses quimicas e fermentagdes ou "in sita" por microrganismos introduzidos direta-
mente nos pogos, cuje contaldo serviria de "meio de cultivo”,

A microbiclogia do petrdleo representa pois, tecnoclogia de ponta em fase de ex—
pansao e que, na literatura de lingua inglesa & referida por "Microbial enhanced
o0il recovery", cu MECOR. Sequndc seus defensores, & técnica promissora para © aunen—
to da extragfo nos pogos. Entretanto, um trabalho de pesquisa iniciado hoje, daria
resultados a longe prazo, dada as dificuldades da pesquisa envolvida nesta area da
bioteonologia.

Bactérias modificadas, através de técnicas de engenharia genética converteriam-se
em "fabricas" de producio continua de biopolimeros, cujas caracteristicas surfac—
tantes e de alterac@ da viscosidade facilitariam o fluxo do dleo por entrs os po-
ros da rocha watriz, através da diminuicio da viscosidade do Gleo cru, ou do awmen—
to da viscosidade da fase aquosa. O aumento da pressfc interma no reservatdrio,
causadc pelo 02 produzido pelo metabolisme bacteriano, também contribuiria para
maior eficiéncia do deslocamento do petrdleo. )

Moses & Springham relacionam as caracteristicas fundamentais dJdos microrganismos
adequados para MECR: o substrato hidrocarbdnice deve constituir a fonte de energia
para que os produtos & seu metabolismo microbiano sejam, energeticamente, ou menos
dispendiosos possiveis; o microrganismo deve ser capaz de permear por toda a  rocha
do resexrvatdrio, sem bloguear os poros, nem produzir precipitados guimicos que pos—
sam causar entupimentos; © microrgenismo deve ser tolerante 3s condicdes fisi—
co—quimicas nos reservatdrios e ds substincias injetadas, como agente floculantes,
biocidas, inibidores de corrosZo, entre cutras; a populacdo microbiana deve manter
a estabilidade genética, retendo, portanto, as propriedades iniciais ao longo dos
anos de utilizacio.

Os microrganismos hoje conhecidos, gevalmente bactérias, ndo preenchem todas
aquelas condic¢des, embora uns poucos apresentem algumas das caracteristicas deseja—
das. MNo entanto o preblema é ainda mais otmplexo dado que h& diferencas acentuadas
entre os diversos pogos produtores exigindo uma pogo-especificidade os microrga~
nismos. Surge, portanto, uma indagacio: Como concentrar em uns poucos microrganis—
rmos todas as propriedades necess@rias para a eficicia da técnica de MEOR?

Propde os autores que a selecio destas propriedades seria cbtida através de cul—
turas j& oconbecidas e do isolamento e estudo de novas espécies ou cepas, Que poS-
suam maior nimero possivel de atributos para MEOR. A carbinacdo das qualidades de-
sejaveis, seria alcancada pelo aperfeicoamento das técnicas de selegio de cepas,
melhorarento e seleg@o de rutantes, através de culturas continuas ou por meio de
técnica de tecnologia do DNA recombinante. ‘

Estas e outras indagacCes s&o respondidas no livro que, ao final, relata pesgui-
sas que vém sendo ja realizadas em vérios paises, e sugere condigBes para que pro—
gramas governanentais possam ser ativados. I importante enfatizar que somente ne
Mar do Norte (Regido do Reino Unido) ha cerca de 480 bilhdes de ddlares em petrdleo
n#0 recuperado cue, tem motivado tanto o governc quanto a indiistria de petrdleo
britanicos.

Aparenterente, ¢ livro dirige-se 4 microbiologistas e engenheiros interessados am
tecnologia de ponta na indGstria do petrdleo. Entretanto, pelo estilo facil e dida-
tico dos autores, "Bacteria and the enhancement of oil recovery" servird a todas as
pessoas interessadas nas formas em que a biotécnologia pode contribuir para a eco-—
nomia mundial nas proximas décadas.
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Mauricic Novaes

& Miguel Fazzanela Filho

EMBRABIO - BEmpresa Brasileira de
Biotecnologia

R. Marqués de Itu, 58/3@ - Conj. B
(1223 Sao Paulo SP

Shermzn, F.; Fink, G.R. & Hicks, J.B. - Methods in yeast genetics: laboratory
manual. New York, Cold Spring Harbor Laboratories, 120p., 1982.

Este manual adotado no consagrado Gurso de Genética de lLeveduras ministrado pelos
autores no Cold Spring Harbor Laboratory, € atualwente, © mais consultadc texto so-
bre experimentagio na area. Hoje as leveduras sZo tidas camo o organismo eucarioto
simples ideal para estudos genéticos e bioguimicos. Enbora as leveduras possuam
maior complexidade genética que as bactérias, permitem a aplicacdo de muitas das
técnicas de experimentacio com bactérias e alem disso, ocorre nas fases hapldide e
dipldide (ou polipldide), & favoravel d clonagem, etc., propriedades estas que tor-
nam as leveduras capazes de serem estudadas geneticamente Ccom  SUCesSsO  &m varias
freas caro a mutagénese, recambinagio, regulagdo e agic génica, diferenciacao & ci~
clo celular, heranga mitccondrial, etc. Adicicnalmente, considers-se que se trata
de organismo com importdncia econdmica, O que amplia enormemente as opgoes de estu-
dos tanto académicos como aplicados.

0 manual praticamente é devotado a experimentacio com a levedura Saccharomyces
cerevisice, © que ndo limita as possibilidades de aplicagdc das técnicas a outras
leveduras e fungos. De um modo geral pode ser afirmado que o manual contribul de
maneira efetiva para um conhecimento de todas as técnicas basicas commente empre-
gadas pelo geneticista de leveduras. Ao todo sio apresentados protocolos para vinte
e trBs experimentos, dois experimentos suplementares, alem de literatura sobre to-
das as técnicas, weios de cultivo utilizados, corantes, forma de preservagio, equi-
pamentos, enzimas, etc. Os experinentos atendem a genética classica, citclogia e
genética molecular.

Areas de pesquisa classica e genética. de leveduras como a heranca mitocondrial,
recorbinacio intragénica, reparc, agio génica, etc. encontram no manual, protocolos
que permitem dominar as técnicas basicas, bem como seguir a literatura com maior
facilidade. Embora alquns protocolos tenham sido condensados e eventualmente nao
sejam diretamente aplicados a problemas de pesquisa, tem o valor de ilustrar prin-
cipios gerais e métodos, capacitando assim, quem venha a usa-lo, desenvolver pes—
quisa em praticamente todas as areas da Genética de Leveduras.

Flavio C.A. Tavares
Instituto de Genética ESALD
Caixa Postal 83

13400 Piracicaba SP

Tooze, J., ed. - The molecular of blology of tumor viruses. New York, Cold Spring
Harbor Laboratory, 743p., 1973,

O livro "Molecular biology of tumor viruses — RN fumer viruses" & correspondente
a4 sequnda edicfio do "The molecular bioicgy of tumor viruses". Bditado em 1982 pox
Robin Weiss; MNatalie Teich; Harold Varmas & John Coffin, trata-se de mais uma exce-
lente publicacic deo conceituado "Cold Spring Harbor Laboratory". E constituido por
onze capitulos e 6 apéndices. Segundo a apresentacdo de seus editores, o desenvol-
vimento que se cbservou no espaco de tenpo entre as duas edicbes foli de tal ordem,
que a campilacdo das informagdes disponiveis exigiram quase 1400 paginas, particu-
larmente resultantes apds as aproximacdes metodologicas do DNA recambinante e se-
quenciacio de mucleotideos. '

n estracrdiniria Introducio de 24 paginas descortina a origem da pesquisa dos vi-
rus RA do tipo-C, assim como, apresenta U visdo dos conhecimentos atuais. Indcia
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com a sinplista conotacac dos tumores como sendo um processo dos organismos  euca-
ridticos traduzido pela desordem do crescimento celular e diferenciacdo, com parti-

cipagao de fatores epecificos. Apresenta alqumas questdes para as quais sZo conhe-
cidas apenas respostas parciails, tais como: De onde v@m os genes tumorais? Como si30
os genes introduzidos, reproduz:ndos e expressos? Que tipo de interferéncia, d_reta
ou indireta exerce as proteinas virais no metabolismo da célula hospedeira? O capi-
tulo 2 "'I'a.xonamy of retroviruses", cuidadosa indexac3o e catalogagdo dos retrovi-
s, & mais completa relacdo cie especies & mutantes, assim como, contdn suscinta
descrigdo de propriedades. O capitulo 3 “Experimental biology and assay of RA -
mor  viruses®  conserva muitas das caractersiticas do texto apresentado na prme:.ra
edicdo por Tooze (1973). Indubitavelmente, o capitulo 4 assim como o© capituio 5,
constituem um dos pontos altos do texto, em que estio amplamente discutidas as in-
teragdes entre o genoma viral e o complexo sistema da c&lula hospedeira. Apresenta
discussCes acerca das caracteristicas do genoma dos retrovirus, replicacdc, a par-
ticularissima enzima transcriptase reversa; elevada frequenca,a de recombinagdo in-
termolecular: capacidade ‘de agquisigdo de novos genes responsavies pela transforma-
gio e a significincia dos virus enddgenos. As 14 {catorze) figuras s30 a cansequan—
cla direta dos informes colhides pela metodologia de engenharia gendtica, assim co-
e a proposicie do provével mecanismo envolvido nz sintese do DNA e sua J_ntegragao
no cromossoma da célula. O capitulo 6 aborda amplamente as vias biossintéticas ine
cluindo desde a etapa de trapscrigdo até as propriedades de cada proteina estrufi-
rat. O capl itulo 7 "Genetics" trata do 1solawento, caracterizagao de mutantes e suas
interagbes genotipicas e fenotlplcas O capitulc 8 "Pathogenesis" aborda a multi-
piicidade dos sintomas patolgicos devides a atividade dos retrovirus, com particu-
lar énfase as leucemias e linfomas. O capitulo 9 "Transforming genes" trata do tao
controvertido aspecte  dos genes transformantes, formulando algumas quesr,oes, pols
nenhxma assertiva & disponivel face aos conhecimentos. atvais. No capituio 10, os
virus endSgenos sZo considerados ocomp um dos intrigantes aspectos dos tumores, pois
s cramossomas de células ndc infectadas podem abriger sequfncias idénticas ou re-
lacionadas ac virus infeccicsos. O capitulo 11 "The search for humen RNA tumor vi—
ruses” argumenta a busca de marcadores bioguimicos em infeccles hmanss epelo fato
das células twmorais ndc liberarem particulas infecciosas. O gens transformante onc
aparenbarente & derivado do gene celular normal. Inclue vasta informagdo bibliogra-
Fica acerca das d_scussoes, achados e possibilidades dos retrovirus serem agentes
transdutores da oncogénese humana.

Indubitavelmente, a presente publicacao de WEISS & col. (1982), reflete o alto
padrdo cientifico de seus colaboradores, msoflsmavelnente dada a cozr@exidade da
matéria, a leituwra de alguns capitulos exige a méxima concentracio, po:Ls alem da
prcblematica, o texto e pleno de referéncias bibliograficas. O livro & fartamente
ilustrado, extracrdinarviamente meticuloso na inclusio de referéncias pertinentes e
atualissimas. Sinto-me perfeitamente & vontade em indicar este exenplar comc umna
"miblia® e merecedor dz incondicional admiracdo de todos nos que respondemns ac de—
safio de tentar carpreender o pec:ullar processe tuworal d virus em suas inplicagdes
quer de ordem imunoclSgica, quimica, pioguimica, blo}_oglco—celula_r, genética, pato—
1ldgica, farmacoldgica, epidemiclogica, preventiva cu terapéutica.

Tamoko Higuchi
Instituto de Quimica
Dept? de Bioquimica
Caixa Postal 20780
01000 Sao Pauic §P

Universidade Estadual de Londrina - Curse sobre Enzimas Imobilizadas. Londrina, 31
de janeiro a 11 de fevereiro de 1983.

A Universidade de Londrina ofereceu, com apeio financeiro da FINEP e de  enpresas
da regido, de 31/01/83 a 11/02/83, curso sobre "Enzimas Imobilizadas". O curso es—
teve a carge do Prof. Dr. Joaguim Pereira Cardoso, com ampla vivéncia industrial no
sator.
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0 programa tedrico do cursc apds uma introducdo sobre os aspectos basicos de  en-
zimas imobilizadas abordou:
al Metodos de imobilizacio — adsorcac, oclusdo, ligagdo cruzada intermolecular, 1i—
gacio covalente er suportes orginicos e inorgdnicos, ligagao idnica em suportes
inorganicos. Selegdo de suportes.

b} Difusic e cinética de enzimas imobilizadas - Bstabilidade de enzimas imobiliza—
das. Cinética e efeitos difusionais internos e extermnos.
¢) Reatores enzimfticos — Reatores para enzimas soliveis e imobilizadas. Tipos:
conparagdo de performance. Fguacces representativas de processos.
d) Aplicacdes industriais, analiticas e médicas de enzimas imobilizadas.
A parte pratica do curso abrangeu:
a) Preparacio de suportes e imobilizacao de enzimas;
b) Estude da atividade e estabilidade da enzima imobilizada;
c) Comparagdo de reatores. Desenvolvimento de modelos.

A programagido do cursc, como se pode constatar, cobriu adequadamente o tema  cen-
tral proposte. A inchilizacgio de enzimas e de microrganispos, que apresenta grande
interesse potencial para o Brasil, tem carecido de cursos como estes de iniciacio
de pessoa_ téenico.

2 akordagem tedrica dos métodos de imobilizacdo associada aos estudos cinéticos e
dlfusmnals foi complementada pela consideracac de tipos de reatores e respectivas
aquagtes de dominacao do processo.

Apesar do curto espaco de terpo alocado ao cursoe, na pa:x:te pratica foram aborda-
dos os parfwetros essenciais para o desenvolvimento inicial de implantacdc técnica
e de modelagem de processo & reatores.

Bruno Carlos de A, Cunha

Faculdade de Cifncias Farmacéuticas
usp

Caixa Postal 30786

C100C¢ Sae Paulc SP
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