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SIMILARIDADE DE RESULTADOS COM DIFERENTES METODOS DE
COLORACAD DIFERENCIAL DE VIABILIDADE EM MYCOBACTERIUM BOVIS

Edison iLuiz Durigon
Eduardo de Nascimentoc Mos
& Mancel 2rmendo Azevedo dos Santos

Dept? de Micreobiologia

Instituto de Ciencias Biomédicas USP
Caixa Postal 4365

01000 S2a Paulo SP, Brasil

Resumo

Comparagdo de resultados de métodos diferenciais, para
celulas vidveis e inviavels, propostes por Murohashi &
Yoshida, Lack e Biriyukova, com Mycobacterium bovis (BCG),
utilizando-se a técnica para bacilos alcoel acide
resistentes comc controle. Emprego de esfregages, com e sem
tratamento fisico (autoclavagem a $20°C durante 20 min;
aquecimento em banho-maria, a 80°C, durante 30 min. seguidos
de rapido resfriamentc) ou quimico (formel diluide a 1:10;
hidrolise em iNHC1 a 60°C, durante 10min.). Todos os métodos
deram resultados semelhantes: micobactérias coram-se em
verde e as inviaveis em rosa.

Summary

Similarity of the results with different staining methods in
the viability of Mycobacterium bovis

A comparative study of the results of differential methods,
for viable and non viable cells, propesed by Murohashi &
Yoshida, Lack e Biriyukova, with Mycobacteriwn bovis (BCG),
was performed using the technic for the alcohol acid
resistant bacilli as control. Samears with and without
physical treatment (autoclavation at 12090 for 20 min;
immersion in @ water-bath at 80°C for 30 min., followed by
quick cooling) or chemical treatment (formaldehyde 1:10 and
hydrolysis with HCl-1 N 60°C for 10 min.). All these methods
presented similar results: viable mycobacteria were stained
greenish whereas no viable ones stained pimk.

Introdugao

Métodos de coloragdo, para distinguir c&luias viaveis e ndo-viévels, em micobac—
térias, deram oS sequintes resultados: células vivas coram-se em azul e mortas em
rosa (7}; viaveis em verde e inviaveis em rosa, quando coradas, respectivamente,
por verde malaguita e safranina (3); paralelismo, entre as proporgdes de células
coradas em verde e as capazes de se multiplicar em cultivo, embora tivesse sido ob-
servado que, quando mortas pelo calor, os bacilos (BCG) permaneciam corados em ver-
de, por algum tempo, até adquirirem a coloragzo rosa, pela safranina (9). Este Ul-
timo resultado deixou dividas quanto ao método de Lack (3), para avaliagao de vaci-
na.

Rev. Microbicl., S3o Paulo, 15(2):41-44, Abr./Jun. 1984.
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Estudo citoquimico na diferenciacdo, em miccbactérias, pela técnica de Iack (3)
modificada  (4), demonstrou que o verde de malaquita cora o ADN altamente polimeri-
zado e que a safranina ocu a fucsing coram as estruturas celulares restantes, apés a
despolimerizagdo do acido nucléico., Resultados bastante satisfatdrios foram obtidos
com métodos de coloracio semelhantes acs de Muxchashi & Yoshida (4}, em Mycobacte—
rium leprae (1}.

O presente contém dados sobre a camparaco dos métodos propostos por Murchashi &
Yoshida (4), Lack (3) e Biriyukova (1), usando-se como controle, o de Ziehl-Neelsen
{2, 8), para bacilos alcool-icido resistentes.

Material e Metodos

Suspensao bacteriana - Amostras de Mycobacterium bovis (BOG) s provenientes do Ins-
tituto Butantan, S3o Paulo, semesdas em meio de Loewenstein Jensen (RBL) e incuba-
das a 37°C por 30 dias. Com auxilio de alca de platina, © crescimentc foi ressus—
penso em 5ml de dgua destilada estéxril, ajustando-se a turvacac da suspensac, de
acordo com o tubo 2 da escala de Mao-Farland. Agés padronizacao, foram feitas di-
luigdes seriadas em razac de 10, até o tubo 10-f, semeando-se 0,01ml de cada dilui~
¢80 em tubos contendo o meio de Ioewenstein Jensen, gue foram incubados a 37¢C por
30 dias. Apds este periodo, o nimero de colnias de cada tubo foi contado, de acor—
do com as respectivas dilui¢des, escolhendo-se a diluicio 107¢, que corresponde
aproximadarente a 300 x 102 unidades formadoras de coldnias por ml. A partir de
suspensCes assim padronizadas, foram retiradas cinco aliquotas divididas da seguin-
te forma: wra sem nenhum tratamento, duas tratadas por agentes fisicos e, duas por
agentes quimicos. A partir das aliquotas sem tratamento, assim como apds o trata—
mento das outras quatro, foram feitos esfregagos como descrito para a coloracdo de
Ziehl-Neelsen (8) que, apds secagem e fixacao pelo calor, foram coradas pelos méto-
dos propostos.

Alé&n das coloragdes, foram semeados cinco tubos de Loewenstein Jensen, para cada
amostra estudada, a fim de se estabelecer relacio entre a contagem bacteriana de
vidveis por bacterioscopia e o nimero de unidades formadoras de colfnias em meio de
Ioewenstein Jensen,

Tratamento fisico das suspensdes — Uma das aliquotas, para tratamento fisico, foi
submetida 3 autoclavagem a 120°C por vinte minutos, sendo entSo realizados esfrega—
cos, fixados pelo calor, em nimero de 10, para cada método de coloracio, imediata—
mente apds a autoclavacio, e outros 10, para cada método de coloragdo, apds manu-
tengao da aliqueta autoclavada, por sete dias, a temperatura ambiente. Outra parte
da aliquota foi aguecida a 80°C, em banho-maria, por 30 mimatos e, apds resfriamen~
to répido, a 4°C, foram realizados 10 esfregacos, para cada método de coloragso.

Tratamento quimico das suspensdes - Uma das aliquotas foi centrifugada a 2.000rpm
por 10 minutcs e o sedimento foi ressuspensopara o volume inicial em formaldeido
1:10, tendo-se realizado 10 esfregacos para cada método de coloragho, imediatamente
apds o tratamento e outros 10, apos sete dias, mantendo-se a amostra a tenperatura
anbiente. Outra parte da aliguota foi centrifugada a 2.000rpm por 10 minutos e o
sedimento fol ressuspenso para o volume inicial em HC1-IN e aquecido a 60°C por 10
-minutos e, imediatamente apds, foram realizados 10 esfregacos para cada método de
coloracdo.

Método de Lack - A lamina & coberta com uma solucio de verde malaquita a 1%, aque-
cida a 70°C, por cinco ninutos, sendo substitulda por corante novo, aguecido a
709C  por mals cinco minutos. O corante & despejado, lavando-se o esfregaco, deli-
cadamente em &gua corrente, cobrindo-se com solucio aquosa de safranina a 5%, por
10 minutos, a temperatura ambiente. lLava-se delicadamente, em Agua corrente, e dei-
Xa-se a temperatura ambiente. As bactérias vidveis coram-se em verde e as nao vid-
vels em rosa.
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Metodo de Murohashi & Yoshida - B l3mina & coberta com solugao de verde malaguita a
1% aquecida a 70°C, por cinco minutes. Derrama-se © corante, lavando-se o esfrega-
go, delicadamente, em &gua corrente e cobre-se com solucdo de fucsina de Ziehl di-
Juida a 1:10, por cince mimutos, a temperatura ambiente. Descora-se © excesso de
fucsina com acido nitrico a 2% por alguns sequndos, Lava-se, delicadamente, em agua
corrente e seca-se a temperatura ambiente. As bactérias viavels coram-se em verde e
as ndo viavels em rosa.

Método de Biriyukova - A l3mina coberta com solugdo de verde malaquita a 1%, ague-
cida a 709C, por cinco mimitos. Derrama—se o corante, lavando-se delicadamente em
&gua corrente, e cobre-se com solugao aquosa de fucsina a 1% por cinco minutos a
temperatura anbiente. Descora-se o excesso dg fucsing, com acido nitrico a 8%, por
alguns sequndos. Lava-se, delicadamente, em agua corrente, e seca-se a temperatura
ambiente. As bactérias vidveis coram-se em verde e as ndo viaveis em rosa.

Método de Ziehl-Neelsen — Utilizou-se a técnica convencional (8).

Tabela 1 — Relacao entre o percentual de bacilos
corados em verde e rosa € o numero de unidades
formadoras de colonias, frente aos diferentes
tratamentes fisicos e quimicos, pelas técnicas de

Resultados e Discussao

Imediatamente apds a auto-
clavagam ou © tratamento em

banho-maria, a proporgac de
bacilos corados em verde nao
se alteram, en relagdc d amos—
tra, sem prévio tratamento.

Murohashi & Yoshida (4), Biriyukova (i) e Lack
(3.

Simbolos: ® = os numeros entre parenteses Tepre-
sentam os resultades da contagem de celulas via-

Mas, quando se manteve a mesma veis para cada metode, expressc em unidades for-
amostra autoclavada, por sete madoras de colonias
dias a temperatura ambiente, a
maioria dos bacilos se cora em
rosa (Tabela 1}. Esta diferen- PR 5 (o1 L 51
¢a, na colcoragao das celulas rmostras % corada 3 coraca 3 _coraca
bacteria.nas, depende, princi— verde - rosa verde rosa verde rosa
palmente do grau de polimeri- Sem tratamento 94 0B(3208* 90 10{301) 95 05{340)
zacao do ADN em seu corpo € 1209C/20 minutos %8 02(0} 39 01¢0) 93 Q7{0)
estruturas, e que, apbs a mor- 1206C/20 minutos apds sete ,

. i s 02 98¢} 83 97(0) 65 9540)
te pelo agquecimento, um pro- 928 2 terp. mblente :
geSSOl. quimico gsrre]hante a PN e n mwm $4 060 93 0T
espolimerizagao ADN parece . .

4 . Formzldeido 1:10 imediata-
ocorYer nas celulrils bacteria- mente e apds sete dias do 75 25(0) 79 2140 4 2640)
nas dentro de varios dias de trataments
preservacio em W SUSpensac | EC-W a 60 durante 10 g, yg(g 00 10040) 00 100(0)

(4) . minutos

Apesar da fixagBo e colora-
¢Oes serem a quente, ocorrendo
en razao disto possiveis mortes dos microrganiswmos, tais fatos ndo alteraram o5 re-
sultados obtidos; as bactérias viaveis tiveram alteradas suas coloragdes, imediata-
mente apds a morte pelo calor, uma vez gue seu ADN permaneceu polimerizado, confe-
rirdo ac bacilo a coloracio verde (Tabela 1).

Outro resultado relevante & que as aliquetas, tratadas com formaideido, diltuide a
1:10 mantiveram a coloragao verde, mesmo apds sete dias a temperatura ambiente, as-
semethando-se muite ds amostras tratadas pelo calor. Isto nao ocorrel com as —amos—
tras tratadas por HC1-1N a 60°C, que tiveram todas suas células coradas em rosa,
devido & hidrdlise do ADN pelo HCl, causando despolimerizacio imediata ao ADN, ao
contriric do tratamente pelo calor, ro qual a despolimerizacdo do ADN & lenta e
gradativa.

Em resumo, oS trés métodos mostraramese maito sermelhantes, em relacdo & sensibi-
lidade de coloragio, pois a diferenca percentual foi minima (Tabela 1).

Embora os trés métodos utilizassem corantes celulares diferentes, para evidenciar
os bacilos mortos, ndo se verificou diferenca significativa em relagio & percenta-
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gem dos bacilos corados em rosa, nem aumento significativo, em seus efeitos de co-
lovacdo.

A utilizacdo do &cido nitrico, para retivada de excesso de corante, nos métodos
de Murchashi & Yoshida e de Biriyukova, no revelou diferenca significativa nos
trés métodos. Todavia, ¢ acido nitrico foi considerado indispensavel para a dife-
renciagdo dos bacilos provenientes de materiais bioldgicos (4), o que ndo foi uti-
lizado, no presente trabalho.

Os bacilos corados em rosa sio, cam certeza, considerados camo mortos, pelos trés
métodos, tomando-se certo cuidado quanto 3 interpretacio dos bacilos corados em
verde. Por manterem, em alguns casos, ¢ ADN polimerizado, por algum tenpo apds sua
morte, podem levar d interpretacdo falsa de viabilidade, embora tivesse sido de—
monstrada, em materiais bioldgicos, a existincia de paralelismo regular, entre os
bacilos corados em verde e o nimero de células vidveis (1, 3, 5, 6).
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Resumo

Classificacao sorologica de 133 amostras de Erysipelothric
rhusiopathiae, pela técnica de imunodifusao dupla em gel,
contra uma bateria de 16 antisoros, produzidos a partir de
amostras padroes. Houve reagao entre os antigenos usados e
sete antisoros. Foram analisadas bactérias de 21 animais,
com quadro clinico de doenga septicemica, e de 112 animais
portadores sadios. Foram encontrados, com maior frequencia,
nas duas situagdes, os sorotipos 1a, 1b, e 2b. O sorotipo 11
& descrito pela primeira vez, em assoc1agao com quadro cli-
nico de doenca septicemica, em suino.

Sumary

Serologic classification of Erysipelothria rhustopathiae
gtrain from pigs in the State of Rio Grande do Sul, Brazil

133 strains of Erysipelothrix rhusiopathiae were serxotyped,
using the gel double immmunodiffusion test, against a set of
16 antisera. There was reaction of the antigens with seven
antisera. Bacteria isclated from 21 pigs with septicemic
disease and 112 healthy carriers were analysed. In both
cases, the most prevalent serotypes were la, 1b, and 2b.
Serotype 11 i¢ described for the first time in association
with a septicemlc disease in pigs.

Intmdug?a'o

A erisipela sulna foi descrita, pela primeira vez no Brasil , em 1957 {3), em ma-
teriais coletados em matadouro. A primeira descrlcao da ocorréncia da doenga, a
canpo, foi feita no mesmo ano {5).

A estrutura antigénica do E. rhusicpathice & complexa. Existem antigenos termola-
beis, comns & maioria das amostras da bactéria, e antigenos termoestaveis, tipoes—
pecificos, que permitem a diferenciacao soroldgica entre amostras de E.  rhusiopa-
thice. Alguras amostras ndo apresentam antigenos termoestavels, sendo classificados
como amostras "N" (10},

Inicialmente, foram reconhecidos dois grupos sorologicos de E, rhusiopathiae (8).
A partir de entfo, foram identificados 20 tipos sorclogicos (9).

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 15(2):45-47, Abr./Jun. 1984.
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No Brasil, foram classificadas, sorologicamente, 110 ampstras de Z. rhustopathiae
{2), isoladas de amigdalas de suinos e superficie corporal de peixes, demonstrando
a presenca dos grupos 1, 2, 3, 4, 9, 10, 11 e N, além de tres grupos adicionais, I,
Il e IXL.

A classificagdo das bactérias em scrotipos & importante, do ponto de vista immo-
1&gico, pelos seguintes fatores {9}: (a) somente certas amostras de E.  rhusiopa-
thige apresentam caracteristicas imunogénicas, adequadas 3 produgdo de vacinas e (b)
diferentes sorotipos apresentam caracteristicas peculiares, na relagdo com o hospe-
deiro (suinc), principalmente, considerando-se as diferentes manifestacbes clinicas
da doenca.

0 cbietivo deste trabalho fol classificar, sorclogicamente, amostras de 7.  rhu—
stopathice, iscladas de suinos, portadores ou com a forma septic@mica da erisipela.

Material e Metodos

Amostras de E. rhusiopathiae - 133 cepas, das sequintes origens: 103 de amigdalas
de suinos sadios; 21 de bagos de suinos com doenga septicémica; e nove de fezes de
suinos sadios. A técnica para o isolamento de amostras ja fol publicada (11).

Testes sorolégicos — Immodifusdo dupla em gel, com antiscros produzidos em coe-
ihos, contra 16 sorotipos padroes (6), a saber: ta,lb, 2a, 2b, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 14 e 15.

Anttigenocs - (btidos a partir de crescimento, em meio tryptose soro (4).

Resultados e Discussao Tabela 1 - Classificacgdo soroldgica de amostras de
E. rhusiopathiae isoladas de suinos
Foram detectados sete
sorotipos, entre os 16 pa-—
drdes testados (Tabela 1). ) Sorotipo ~
As amostras diagnostica-— e e e Bz @ 3 2556 78 5 1012140 ugﬁmmm
das, com meior freguéncia

(Zb, b e 1a), representa- oo £ M T2 oo - m - B
ram 49,6%, 19,5% e 5,2% w2
Fezes B T e e 1w - - 5 ]

dos isclamentos, respecti-

vamente, Estes dados coin- Totais 7 26 1 %4 1 - 2 = - - - = I 4 133
cidem com estudos realiza-—

dos am outros paises (4, 7).

Somente os sorotipos 1 e 2 sdo isolados com frequéncia, a partir de suinos doen-
tes {11). Além destes, Cross & Claxton (4) descreveram a associacdo dos sorotipos 4
e 7, com casos de artrite. No presente trabalho, & demonstrada, pela primeira vez,
a presenca &0 sorotipo 11, am suino com quadro de doenga septicdmica.

A partir de suino sadics, no Brasil, haviam sido isolados anteriormente os soro-
tipos 1, 2, 3, 4, 9, 16, 11, 12, 13, 14 (2}. Em nosso trabalho, entre estes soroti-
pos, foram identificados os de nimero 1, 2, 3, 11, sendo o primeirc isolamento do
sorotipo 5.

Alguns antigenos reagiram com mais de um antisoro. Além da reagio c¢ruzada, entre
o8 sorotipos 1a e 1b, j& referida {4), ha a possibilidade de que as culturas, usa-
das na producio dos antigenos, representassen mais de um sorotipo de . rhusiopa-
thiae,caracterizando wra infecgdo mista.

Os sorotipos ta, Tb, 2b e 11 ocorreram tanto em animais sadios, como naqueles gue
apresentaram sinais clinicos efou lesSes de doenca septic@mica, o que ressalta a
importancia do suine portador, na epidemiologia da enfermidade.

Foi chservado que 41 amostras nao reagiram frente aos antisoros testades, nao
tendo sido possivel classifici-las como formas "N". Para tanto, seria necessdria a
demonstracic de que estas amostras realmente ndo possuem antigenos termoestiveis.
Al&m desta possibilidade, as amostras gue nao reagivam, frente aos antisoros usados
no presente trabalhe, poderiam pertencer a algum dos sorotipos, ndo incluidos na
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bateria do teste, cu representar um sorotipo ainda nfc classificado.

nGnero de antigenos reagiu contra mals de um soro. As cambinacdes cbtidas
foram: la+lb: 10 antigencs; 1a+2b: 2 antigenos; 2a+2b: 1 antigeno; 2b+3+5: 1 anti-
geno. Nestes casos, foi considerado que a populagdo bacteriana estudada estava re—
presentada por mais de umr sorotipe, sendo computadas, para fim de classificacdo so-
roldgica, as diferentes reacles positivas dentrc de um mesmo antigeno.
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Resumo

0 fenomeno de Dienes consiste na formacao de linha de de-
marcagac no local de encontre do crescimento invasive de
duas amostras de estirpes diferentes de Protews, quande se
defrontam na superficie de um meio sélido. O estudo de
amostras de P. mirebilis e de P, vulgaris nao revelou cor—
relacdc entre estrutura antigenica e a antibiose bacteriana
evidenciada pelo teste de Dienes. Também nac foi possivel
detectar substancias tdxicas as quals se pudesse atribuir a
inibicdo do espraiamento, no confronto de cepas incompati-
vels.

Summary
Dienes phenomenon in Proteus: lack of correlation to

antigenic  structure and to production of diffusible
metabolites

The Dienes phenomenonn  among  Proteus  cultures was
investigated aiming tc determine any possible causative
correlation between it and the antigenic structure of P.
mivabilis and P. vulgaris what could not be established
since the demarcation line was produced among strains of
the same somatic or flagellar antigen. On the other hand, a
compatible result of the Dienes test was found between O
and H sorologically distinct strains. No evidence was found
of toxic products which could be responsible for the
swarming inhibition among different strains.

Introducao

Quando duas amostras de Proteus, de mesma estirpe, crescem na superficie de meios
sClidos, o espraiamento, gue as caracteriza, mostra-se confluente. Quando as cepas
530 diferentes, no local de encontro forma-se uma linha de demarcacio, separando og
crescimentos, evidenciando antagonismo entre elas. Tal fendreno foi descrito por
Dienes (3, 4).

Ao microscOpio, vE-se que, na linha de separacdo, o meio abriga fina camada de
microrganismos de ambos os tipos. A principio, as duas linhas de "swarming" perma-
necem sem limites e se interpenetram, Con ¢ tempo, a preoliferacic bacteriana & ind-
bida, na drea de contato dos crescimentos. A seguir, as longas formas filamentosas
oponentes, tipicas do crescimento invasor, transforma-se em corpisculos redondos,
caracteristicos de ciclo L incompleto {1, 14, 18).

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 15(2):48-53, Abr,/Jun. 1984.
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Wolstenholme {20) camprovou que os corpUsculos viaveis pertencem a apenas uma das
duas amostras, ressaltando o antagonismo entre eilas. O contato entre as duas estir-
pes oponentes parece ser essencial, porém, algumas vezes, os corpusculeos  redondos
formam-se & dist3ncia do ponto de unido, o que levou Dienes (3, 4) a concluir que
haveria difusfo de substancias antagdnicas no meio.

bDiversas hipdteses foram levantadas, com vistas a explicar a formagdo de linha de
demarcacdo. Algins autores créem que ela resuite da difusdo de substincias toxicas,
ndo volateis (16). Embora, em meic liquido, n3o seja possivel demonstrar ¢ antago-
nismc entre amostras diferentes (1), filtrados de cultura liquida de Profeus mira—
bilis podem induzir a transformacdo em fase L de amostras incompativels {5).

Outros antores relacionam a linha de demarcacac oom a estrutura antigénica, prin-
cipalmente flagelar. Amostras com antigenos H diferentes sd3o inibidas, mesmo que
seus antigenos O sejam iguais (2, 9).

0 presente estudo teve por chijetivos determinar a correlagac entre Fendmeno de
Dienes e sorotipagem, assim como, detectar a presenga de substincias tOxicas difu-
siveis, responsaveis pela formagdo da linha de demarcacdo.

Material e Métodos

Foram estudadas 60 amostras, serdo 42 de P. mirabilis e 28 de P. wvulgaris, cor-
respondentes a amostras tipo do esquema de classificagio soroltgica Kauffieann &
Perch (8) e de Perch (11), portanto, de camposicdo antigénica conhecida.

Para a realizacac do teste foram utilizadas placas com agar simples a 1,4%, em
camada cam cerca de 6mm de espessura. As placas foram montadas, com papel absorven—
te na tanpa e mantidas a 37°C, por 48hs, para eliminag@o da umnidade excessiva do
meioc. A semeadura das amostras na placa foi feita com agulha (formagSo de "spots"').
Sequiu-se incubacdo a 37°C, por 24hs e leitura do teste, com auxilio de lampada de
luz branca, contra fundo escuro. Quando © crescimento confluente era hamogéneo, ©
fendeno de Dienes foi considerado negativo (biotipos idénticos). O teste positivo
caracterizou-se pelo aparecimento de linha de damarcagao.

Entre as 42 amostras disponiveis de P. mirabilis,

17 foram selecionadas como indicadoras de biotipos, Tabela 1 — Composigac anti-
com base no aparecimento das linhas de demarcagdo. genica de amostras indicado-
As escolhidas foram aquelas que, apds confronto do ras de Proteus mirvabilis, de
nimero total de cepas, entre si, apresentaram co— colecac internacional
patibilidade com pelo mencs uma cutra. Posterior-

mente, essas indicadoras foram confrontadas com  as

42 totais, para determinagdo do "grupo Dienes". A Arostra
conposicao antigénica dessas indicadoras era conhe- ne
cida (Tabela 1). Posteriommente, todas as amostras

Composicdc antigdnica

k 0 3a b H ta ¢ 8
pertencentes ao mesio grupo Dienes foram confronta- 2 ¢ 3a, b H 2a b, g £
das entre si. - 3 o 6a i 1a,¢ e

O eritério adotado para a selegZo das indicadoras 4 0 Ta, e # 3a, b
de P. vulgaris fol a diferenca na camposicdo anti- 5 010 a H 3a b
génica, no que diz respeito aos antigenos flagela- 5 o10a H 5a
res (Tabela 2}. 7 otla, d B 2a b, e, i
Na tentativa de detectar substincias difusiveis, 8 01za H 2a c, e
responsaveis pela inibigdo do espraiamento de Pro- 9 5016 a, b H 9a
teus, foram realizados os segquintes experimentos: 10 618a,c, 4 H la e &

1 020 a H 2a, ¢ e
Ensaio 1 - 10 amostras de P. mirabilis e 10 de P, 2 G%a B H 2a ¢ e
vulgaris foram semeadas, por simples togue de agu~- 13 027 a E 2a c
1ha, no centro de placas de agar simples, a 2,5%, a 14 02a Bi13a
menor concentragio de agar capaz de inibir os seus 13 635 H 2
espraiamentos. Sequiu-se incubagao por 48hs a 37°C, 16 o 38 H 1
a fim de haver envelhecimento da cultura e adicéo 17 o 49 u o2

de nova camada de agar simples, a 1,4%. Metade das
placas, assim cbtidas, foram utilizadas, imediata-—
mente. As demais apenss apSs nova incubagdo, a 37°C
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por 48hs. Algumas foram inoculadas, em algum ponto localizado na periferia, com
amostras diferentes dagquela semeada no centro. Qutras placas, com a mesma cepa,
inoculada inicialmente, foram utilizadas como controle. Sequiun-se nova incubacio, a
37°C por 24hs e leitura do teste,

Ensaqio 2 - Semelhante zo anterior, diferindo apenas Tabela 2 - Composigac anti-
pela adigic de fina camada de agar salina, a 2,5%, genica de amostras indica-
sobre ¢ agar simples, de igual concentragio, utili- doras de Proteus vulgaris

zado para bloquear a penetragdo da amostra, na ter—
ceirva camada acrescentada, correspondente a agar

simples, a 1,4%. TS Congosico antiginica
Ensaio 3 - Foram preparados filtrados, de culturas 12 2 ;a' ® " . 2 };' e
liquidas de 48hs (caldo simples), de cinco amostras e Sae
de P. mirabilis e cinco de P. wuigaris, em filtro : g . : : . 16:
Seitz, esterilizante. Os filtrados forma colocados s o1s a' b 6 7a

em crificios, de cerca de 16mm de didmetro, feitos c oa b o Hira

no centro de placas _de agar simples, a 1,4%. Se- . ozaa' c' g 2ad £
gquiv-se, imediatapente a semeadura, na periferia de g o3 ! 5 s T
cada placa, de amostra igual ou diferente & que dera s o038 -
origem ao filtrado. 2Apds incubagic, a 37°C por 24 o 04 o 10

horas, foi feita a leitura.

Ensaio 4 - Foram preparados filtrados de cinco amostras de P. miragbilis e cinco de
P.  wvulgaris, de forma idéntica 4 descrita acima. Tais filtrados, brutos e nas pro-
porgoes de /4, 1/2 e 3/4, com caldo simples, foram utilizados como meiocs basicos,
para preparacac de placas de agar simples, a 1,4%. No centro de cada uma, foi se-
meada amostra, igual ou diferente da que dera origem ao filtrado.

Ensato & — 10 amostras de P. mirabilis e 10 de P. vulgaris foram semeadas, por pi-
cada, em 2,5ml de agar extrato de levedura a 0,3% (agar Merck), contidas em tubos
13x100mn, sendo esta a maior concentracac de agar que ainda permitiu a cbservacio
da wobilidade de Protfeus, assim semeados.. Apds 48hs a 37°C, adicionou-se fina cama-
dz de agar salina, a 2,5%, para bloguear a penetracdo da amostra, na terceira cama-—
da de meio acrescentada. Esta corresponden a 3ml de agar extrato de levedura, a
0,3%, acrescido de cloreto de trifenil tetrazdlio, a (,01%. Segquiu-se semeadura,
por picada curta, de amostra igual ou diferente 3 inoculada, inicialmente. Apds
48hs a 37¢C, procedeu-se & leitura,

Resultados Tabela 3 — Padrio antigenico de amostras internacionais de
. Proteus mirabilis, do mesmo Grupe Dienes, que apresentaram
Bpds © confronto compatibilidade entre si (FenOmeno de Dienes negative} e
das amostras de P, das que ndo apresentaram compatibilidade (Fendmeno de Die-
mirabilis com as in- nes positivo)
dicadoras, apenas 17
{40,5%) puderam ser
classificadas em Gru-

. - — Anostras compativeis Mrostras ndc coampativeis
pos Dienes, +sto <‘a, c ic3o T —
apresentaramn identi- antigénica gene
dade com uma ou mais H jdéntico H desigual H desigual H idéntico H desigual H desigual

b O desigual © idéntict O desiqual O desigual O idfnrico O desigual
das indicadoras. Das

amostras de P, pulga- M0 4 C3 » 8 - 27
; = $ s/0 total de
ris, somente t.res 70 borbinactes 5.7 4,3 44,3 A 38,6
{11,5%) foram classi-
. % sfo total de
ficadas, sendo que os 38 resuitados 10,5 7,9 81,6 15,8 84,2
testes negativos cor- — Sowetivels

responderam ao Con-

fronto de wa amostra
consige mesma.
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Conhecida a camposicic antigénica das 42 amostras de P. mirabilis estudadas, po-
de—se determinar se as gue apresentavam teste de Dienes negativo eram iguais e as
que davam resultado positivo, diferentes, quanto aos antigenos flagelados e scmati-
cos. Tal nZo ocorre (Tabela 3). Procedimento idéntico ndo pode ser adotade para P,
vulgaris: toda ver que uma amostra definiu um grupo Dienes, ela o fez quando cruza-
da consigo mesma. Para avaliar a correlagdo entre Fendmeno de Dienes e sorologia em
P. vulgaris, fol comparada 3 composigdo antigénica, de todas cepas testadas. O to-
tal de cruzamentos referidos & de 155, e nao de 200, porque foram excluidos os tes—
tes que apareciam pela sequnda vez (Tabela 4). Também em P. vulgoris nio se obser—
vou correlagdo entre composicio antigénica e Pendmeno de Dienes: dos 130 testes po-
sitivos, 22 (16,9%) ccorreram entre amostras com antigeno flagelar idéntico e sete
(5,4%) entre cepas com antigencs O e H iguais.

Os resultados cbtidos nas tentativas de detectar a presenca de substincias difu-
siveis responsaveis pela inibigdo do espraiamento de Proteus no teste de Dienes po-
sitivo, foram os seguintes:

Ensaio 1 - A amostra semeada, centralmente, na prinEira camadza de meio, penetrou no
agar simples, a 1,4% espralandc—se em sua superficie, até bem proximo das amostras
inoculadas na perlferla, levande 3 indbicao relativa do “swarming”. Quando as duas
‘amestras inoculadas eram diferentes, pode-se cbservar, ocasicnaimente, formagac de
linha de demarcagdo. Quando iguais, o crescimento na camada superior era homogéneoc.

Ensaio 2 — A adicBo da camada intermedidria de agar salina, a 2,5%, blogueou a pe-
netracio da amostra central, na terceira camada, correspondente ao agar simples. As
cepas, semeadas na periferia, apresentaram crescimento invasivo, por toda a super-
ficie do meio, sem formacio de qualquer halo de inibigdo, acima da amostra central,
Nao se cbservou diferenca, entre as placas semeadas com cepas idénticas ou diferen-
tes.

Ensaio 3 - A adigio de filtrado, de cultura liguida de Proteus, a um orificio cen-
tral, em placas de agar simples, nfo foi capaz de inibir o crescimento invasivo de
amostras iguais cu diferentes da que deu origem ac filtrade.

Ensato 4 - O uso de filtrados, de cultura liquida, de diferentes amostras de Pro-
teus, para o preparo de meios de cultura, nfo foi capaz de inibir o “swarming" das
amostras neles semeadas, independentemente da concentragao utilizada.

Ensaio § -~ A adigdo da camada intermediaria de agar salina, a 2,5%, fol capaz de
bloquear a penetracio da primeira amostra semeada, na porgac superior do meic. A
estirpe inoculada apresentou grando mobilidade, havendo redugdo do cloreto de  txri-
fenil tetrazolio, em toda a extensac do meio. Nao se cbservou diferenca entre as
cepas estudadas e seus contreles.

Discussdo Tabela 4 ~ Padrdo antigenico de amcstras de Pro-
’ tews vulgaris que apresentaram compatibilidade
Os resultados cbtidos de- entre si (Fenomeno de Dienes negativo) e das que

monstram  a  inexisténcia de nao apresentaram compatibilidade {(Fendmenc de
qualguer relagao entre © apa-— Dienes positive)
recimento de linha de demarca-
gao e a composigac antigenica -
das tras. VAarias cepas z T

amostras. cepas, Teste © idntico O idéntico O desigual O Gesigual g
com  antigeno flagelar identi- D<_ie H“ident-;co H desig:al H idant;oo H desig:al . .

P ienes B B

co, apresentavam teste positi- ! ¥ 2
vo, enquanto outras, com anti- Fositive 7 4,5 1 0,7 15 9,7 107 63,6 130 83,9
geno H efou O diversos, apre- Begative 3 13 - - - - - - 33
sentaram crescimento  homogé- Dwndeso 2 %3 - - 308 T anh 32 14,2
neo. Tais resultados coxrobo- Some: 12 7,7 1 0,7 18 11,6 124 80,0 155 100,0

ram os descritos por ocutros
autores (10, 12, 14, 17). Se-
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gundo Tracy & Thomson (19), os trabalhos de Krikier (9) e Cunliffe & col. (2) nera-
mente refletem a corvelacdio entre dois métodos de tipagem — o que ndo pode ser con—
siderado como explicacdo do fendmeno. Na verdade, & dificil imaginar como a dife-
renga, na composigdo flagelar, poderia produzir as modificacfes descritas por Die-
nes. O autor (3, 4) notou que as formas filamentosas, observadas durante o estagio
de espraiamento de Protens, tendem a se transformar em corpisculos redondos, quando
subnetidas a condicles adversas, como refrigeraciio , transferéncia para agua morna
cu para caldo com cloreto de mercirio. De medo idéntido, a formacSe desses corpls-
culos, quando se confrontam amostras diversas, parece resultar de antagonismo entre
elas. Porque, as vezes, os halos de crescimento estacionam, c¢on certa distancia en-
fre si, Dienes (3) concluiu haver difusao de substincias antagonistas no meio. Hug—
hes (7) referiu-se a dois agentes toxicos, presentes em culturas liquidas de Pro-
teus: um volatil e inespecifico, responsivel pelo crescimento invasivo; outro nao
volatil, especifico de cada amostra, que podia ser detectado no meio, apds a remo-
gao dos microrganiswos, por filtracio. A reinoculacic do filtrado, com a mesma ce—
pa, era seguida de crescimento normal, enguanto, com a ampstra heterdloga, apare—
ciam apenas formas filamentosas.

Filtrados de culturas liguidas de P. mirabilis podem induzir a transformacdo, em
fase L, de amostras incompativeis {3). Parece haver antagonisme mitue, entre duas
amostras diversas, caltivadas em caldo (15, 16}, apesar de ndoc serem encontradas
formas filamentosas. Grabow (8) demonstrou produgdo de metabdlitos, por P. mirabi-
lis @ P. vulgaris, capazes de inibir seus proOprios crescimentos e o de outras ce—
pas, ativos no meio solido, apds longo pericdo de produgio. Tracy & col. (19) aven—
tam a possibilidade de o Fenfmeno de Dienes ser devido a bacteriocinas. Seria de se
esperar que cada amostra produzisse proticina ativa, contra cutras, de Grupos Die-
nes diversos, o que ndo fol chservado em seus estidos,

S85c mmerosas as referéncias a possiveis metabdlitos, respansiveis pela inibigdo,
aentre amostras diversas. Nossos resultados, entretanto, nZo corrcboram a suposicdo
inicial, ja que, em nenhum dos ensaios, pode-se cbservar inibicdc do crescimento
das cepas estudadas. Resultado analogo foi obtido, em nimero considerdvel de expe-
rimentos (14), nad tendo sido cbservado qualquer influSncia de filtrado estdril, de
cultura de 24 horas, nem de extratos de células de uma cepa, no crescimento de
amostra diferente, capaz de se espraiar por toda a placa.
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Resumo

Atraves de coprocultura de 328 servidores de sete restauran—
tes de Belo Horizonte, foram detectades 65 portadores de
Salmonelia {19,82%). Cinguenta por cento deles eliminavam
mals de um sorotipo por ccasido da pesquisa. Houve relacio
direta entre o estado de portador com ¢ tempo de servico
prestado em restaurante. Os meios de cultura utilizados para
¢ isolamento foram: caldo tetrationato de Kauffmann; Rappa-
port, Rappaport-Hofer, agar EMB, agar Hektoen, meio de Cos-—
ta-Vernin e 05 melos convencionais para os testes bioquimi—
cos. As temperaturas de incubagio para os meios de enrique-
cimento e seletivo-indicadores foram de 379C e 41CC. A fre-
quéncia dos sorotipos isolades foi a seguinte: S. newlands,
26,6%; 3. derby, 25%; S. amatum, 25%; . agona, 18,7%; &S,
thyphimueium, 14,1%; 5. newport, 12,5%; 8. oranienburg,
10,9%; 5. senfienberg, 7,8%7; 5. saint-paul, 4,7%; 5. michi-
gan, &4,7%4; 5. tshiongwe, 1,6%; 5. alfort, 1,6% e 5. morotat,
1,6%. Dos resultados obtidos verifica-se a necessidade de
submeter os manipuladores de alimentos a um controle perid-
dico, através da coproecultura,para que haja menor risco de
.contaminacao dos alimentos e comsequentemente dos usuarics
de restaurantes.

SpaEry

Food handlers as Salmonella carriers in restaurants of Belo
Horizonte, Minas Gerais

Sixty-five (19.82%) out of workers in seven restaurants from
Belo Horizonte were found to be carriers of Sclmonella using
faecal cultures. Fifth per cent of them shed more than one
serctype  upon the examination. There was a direct
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relationship between the carrier condition and the lenght of
time working in restaurant. The culture media used for
isolation were: Kauffmann's tetrathionate broth, Rappaport,
Rappaport-Hofer, EMB agar, Hektcen agar, Coesta-Vernin and
the conventional media for  biochemical  tests. The
temperature used for the enrichment and selective-indicador
media were 379C and 419C. The following serotypes and their
frequencies were found in the carriers: S. newlands (26.6%);
5. derby (25%); S, anatum (25Z); 5. agona (18.7%); 5.
thyphimwium (14.1%); §. newport (12.3%); §. oranienburg
(10.9%); S. senftenbery (7.87); 5. saint-paul {(4.7%); S.
michigan (4.7%); S. tshiongwe (1.6%) and 5. morotai (1.6%).
The results have shown the necessity of a periodical control
of the food-handlers, using cultures, as a measure against
food and individual contaminations.

Introducaon

2As salmonelas, por se adaptarem a diferentes hospedeiros, adquirem resisténcia
aos quimioterdpicos e por scbreviverem, nas condigdes das mails adversas, constituem
sério problema, do ponto de vista da salde humana e animal, encontrando-se em as—
cencdo em diversos paises (1, 4, 8, 11, 12, 13, 14, 19).

0 alimento contaminado, na sua origem ou através de um portador, tem sido aponta-—
do camo uma das principais causas de surtos epidémicos, humanos e animais, ¢ mani-
pulador, pelo contacto direto e permanente com os alimentos, participa da cadeia de
transmissac da salmonelose, possibilitande o aparecimento de cutros portadores,
s3os ou doentes. Este fato cresce, em importancia, quando se constata que, nas
grandes metxdpoles, a cada dia & maior o nimerc de individuos gue tomam uma ou mais
refeigtes diarias em casas de lanches ou restaurantes. Os estabelecirentos desta
natureza ndo subwmetem, nem solicitam, dos servidores, gualcuer tipo de exame gue
possa evidenciar o estado de portador, sem considerar as condigdes higiénicas que,
de modo garal sdo precarias. Nio raro, os usudrios de restaurantes universitarics
ou de indistrias de Belo Horizonte, sdo acametidos de dlarrelas, tendo comp causa
alimentos ingeridos, muma das refeigdes anteriores ao distirbio intestinal. Com ba—
se nestas ccorréncias, procurcu-se detectar a prevaléncia de portadores de Salmo-
nellec e a frequéncia dos sorctipos, em individuos que menipulam alimentos em res—
taurantes de Belo Horizonte.

Material e Metodos

mmostras de fezes foram colhidas pelos proprios servidores, de seis restaurantes
wmiversitirios e wm de uma indistria de grande porte, acs quais foram fornmecidos:
ihstrugdes; ficha a ser preenchida com os dados necessarios para o estudo; frasco
de boca larga, com capacidade para 20ml, contendo t0ml de salina glicerinada. Os
dados coletados permitiram avaliar: fingao do servidor, tempo de servigo, ocorrén—
cia de perturbagio intestinal e uso recente de antibidticos. No total, foram feitas
328 coproculturas, com os meios de Rappaport; Rappaport-Hofer e caldo tetrationato,
camo métode de enriquecimento, e os meios de agar eosina de metilenc e agar Hek—
toen, para o isolamento. Os meios de enriquecimento e de isolamento foram incubados
a 379C e 419C; cono meio de triagem, usou-se o meio de Costa-Vernin, sendo a carac-
terizacho bioquimica da bactéria feita através das provas convencionais para Salmo-
nella. A identificacic definitiva dos sorotipos foi feita com os soros polivalen-
tes, dos grupos A, B, C1, C2, D, El, E2, e can 0s soros somaticos e flagelares de
fatores absorvides.
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Resumo

Os efeitos da DPA, sobre o desenvolvimento de Candida wti-
lis, foram examinados em varias concentracdes, sendo detec—
taveis com 0,15ug/ml de meio. O crescimento da levedura so-
freu ipibigdo, da ordem de 99% 3 concentracic de DPA de
75ug/ml, enquanto 15ug/ml preduziram cerca de 50% de inibi-
gdo. Nesta Gltima concentragic, foi possivel constatar que a
droga atua sobre o crescimento e eficiencia na utilizacao da
glicose pela levedura, afetando, ainda, o teor em trealose,
glicidios totais e proteinas, em virias etapas do desenvol-
vimento, frente a suprimentos de glicose de 0,5; 2 e 4%. Os
resultades obtides indicam uma atuacao da substancia, nas
vias do metabolismo oxidativo.

SuEmary

The effects of diphenylamine on Candida wtilis  under
proliferating conditions

Diphenylamine (DPA) affects Candida utilis growth, at the
initial concentration of O0.15ug/m! of the culture medium.
Growth is 99% inhibited with 75ug/ml DPA; 50% 1is blocked
with 1t3pg/ml. DPA acts on glucose uptake and its conversion
into biomass as well as on the levels of total carbohydrate,
trehalose, and protein, at several steps of development,
with 0.5, 2 and 47 glucose as carbon source. Cell behavior,
under both treated and untreated situation, supports the
hypothesis that DPA interfers on energetic metabolism of the
yeast.

Introducao

A difenilamina (DPA} tem sido usada e pesguisada, scb varios aspectos,
mente 2 propriedade de inibir a cromogénese, em microrganismos (15), ja constatada
em bactérias (3), fungos (14), algas (26} e leveduras vermelhas {22).

Erbora tivesse side postulado que a DPA, sob certas concentracdes, inibe, especi-
ficamente, & biossintese de carotentides (6, 22), ha referéncias & concomitante in—

terferéneia com o crescimente (2, 5, 11, 12).

* parte da Tese de Mestrado em Ciéncias Bioldgicas, apresentada pelo primeirc aue

tor, ac Instituto de Biociéncias UNESP, Ric Clarc, em 1980.
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A DPA atua scbre a carotenogénese, de forma similar & da caréncia de oxigénio e
age coro veneno de enzimas respiratdrias (27). Outra evidéncia, de que a agdo da
DPA sobre a carotenogénese deve ser, antes, indireta, foi obtida com sistema enzi-
matico, isolado de plastidio de tomate, nao se constatando o blogqueio da caroteno-
génese pela DPA, em etapas especificas, mas sim pela redugio do processo, CONC WM
tcdo (4).

A aplicacdc da DPA, sobre leveduras ndo pigmentadas, ainda inexplorada, exceto
quanto ac trabatho de Phai & Reuter (20), afiqurou-se favoravel, para dissoclar as-
pectos genéricos, da agdo da droga scbre leveduras, do processo de carotenogénese.,

Material e Metodos

Mierorganismo - Condida utilis, proveniente do Instituto Zimotécnico "Prof. Jaime
de Almeida", de Piracicaba, SP.

Metos de eultura - Manutencdoc em agar malte a 2%, Para o desenvolvimento do
microrganismo fol utilizado meio definido, com glicose a 0,5%, 2% ou  4%:
RH2PO4, 2,0g; (NH4) 2804, 3,0g; MgSOg. 7520, 0,25g; CaCl.7Hz0, 0,25g; H3BO3, Img;
ZnsS04, mg; FeCly, 100ug; CuSO4, 100ug; KI, 100ug; acido aspartico, 10ug; inositol,
S0mg; alanina, 20ug; cloridrato de piridoxina, 20ug; cloridrato de tiamina, 20ug,
dqua destilada, g.s.p. 1000ml; pH 4,5. A esterilizagd0 processou-se  por
autoclavagdo a 1209C por 2Z0min, sendo a glicose tratada em separado. Cuando indica-
do, este meio fol acrescido de solugdo aleodlica de DPA, resultando em 0,155 0,753;
1,5; 7,5; 15 ou 75ug DPRA/ml de meio.

Desenvolvimento vegetative em funedo da concentragdae de DPA -~ As culturas foram
iniciadas, com indculos idénticos, em 200ml de meio definido, em frascos Erlenmeyer
de 500ml. Grupos de txrés frascos receberam difenilamina para concentracido £inzl de
0,15; 0,75; 1,5; 7,5; 15 ou 75ug/ml. Um grupo, sem tratamento e um frasco, sem ino-
culacao, permaneceram comn controles. O desenvolvimento processou~-se a  tenperatura
arbiente (27,5 % 1,59C), durante 24h, em agitador tipo mesa (280rpm). O crescimento
fol avaliado, no final do pericdo, atraves de medidas de trangmitincia a 570nm e da
biomassa produzida.

Respostas a DPA, em relagdo d conmcentragdo do substrato metabolizavel e d etapa do
desenvolvimento — Tanto o= controles, comp as cdlulas, sob tratamento com 15uyg
DPA/ml de r‘e:.o, desenvolveram—se com suprimentos de glicose de 0,5; 2 ou 4%. Foi
preparado nmerce suficiente de frascos de cultura, para pe.mu.tlr a interrupcio de
desenvolvimento e cbtencio de materiais para ana_'l_:;..se, apos 1, 2, 3, 12 e 24 horas
de cultivo (tr8s frascos/amostragem). 2Zpds inoculagdo um.forme dos frascos, no res-
tante do indoulo, foi determinada a concentracdo da biomassa seca (mg/ml). Foram
avaliados, en cada condicdo, a produtividade em biomassa, consumc de glicose, teo—
res de proteina, glicidios totais e trealose na massa celular.

Determinagoes quantitativas ~ Consumo de glicose por medicdo de glicidios remanes—
centes no meio, apds centrifugacio das ¢élulas (17, 22); quantificagdo de protei-
nas, pelo método de Kjeldahl, modificado (10}, am amostras de 30mg de massa celular
seca, usando-se 6,3 comp fator para conversdo em proteinas; e dosagens de glicidios
totais e trealose {1, 25).

Resultados e Discussao

Desenvolvimento vegetativo em fungdo da conéentrepdac de DPA — A inibigdo de C. wuti-
1is, apds 24h de cultivo, sob concentragtes crescentes de DPFA, avaliada pela absor—
bancia (&) dos cultivos, ou pela produtividade em biomassa (Tabela 1}, revelou-se
deperndente da concantracac da droga. Parece, contudo, nao haver um fator constante
de proporcionalidade. Aumentos progressivos, na concentracao de DPA, até 1,5ug/ml
de meio, produziram diminuicdo de gbsorbincia. O aumento ulterior, atém 7,5ug/mi,
nZo acarretou quedaadicional de absorbancia, ¢ que ocorren em concentragbes mais



62

elevadas. Comportamentos semelhantes,

biomassa.

Tabela 1 — Crescimento de €. uéi-
lis (wmeio definido; glicose 2%},
em funcgzo da concentracio de DPA;
avaliagio através da absorbancia
(A e da biomassa seca (B =
mg/200ml/24h)

DEA Crescimento Inibigao - %
pg/ml A B A B

- 4,30 729,8 - -
0,13 4,08 697,4 6,98 4,44
0,75 3,80 703,6 11,863 3,80
1,50 3,20 597.9 25,59 18,08
7,50 3,23 620,5 24,89 14,98
15,08 1,60 352,35 62,80 51,70
75,00 6,02 6,7 89,60 499,09

A concentragao maxima de DPA em-—

pregada (75ug/ml) reduziu o cres-
cimento, em mais de 99%, em rela-
gao aos controles, engquanto os
primeircs 50% de inibicio foram

s80 chservaveis, quanto 3 produtividade em

Tabela 2 - Consumo de glicose e rendimento
(Ygiu), sob influencia de DPA (15ug/ml),
em diferentes etapas do desenvolvimento de
£, utilis em meio definido, com 0,5; 2 e
4% de glicose: temperatura 27 * 200

Suprimen— Glicose remanescente Rendiments (Ygpu)
Tempo  to de g/200 mi %
h oghicose 0 oo e Com DPA Sem DPA  Com DFA
1 ¢,5 0,522 0,594 11,18 5,63
2 9,5 0,546 4,530 11,0% 2,78
3 2,5 0,721 3,565 16,38 14,45
12 49,3 0,001 Q9,00 52,534 27,28
24 9,3 0,001 0,001 43,44 39,94
1 2,0 3,702 3,586 13,19 6,26
b3 2,0 3,852 3,478 15,28 4,27
3 2,0 2,420 3,413 9,9 11,02
12 2,0 3,003 3,222 17,85 27,51
24 2,0 Q0,001 2,326 22,26 30,64
1 4,0 5,408 6,218 2,81 2,33
2 4,0 5,294 6,054 3,46 2,33
3 4,0 5,199 5,982 4,83 2,47
12 4,0 0,932 5,15% 11,76 8,30
24 4,0 0,474 3,500 13,83 4,20

estabelecidos com 15ug/ml de meic. Esta iltima concentragio foi a escolhida, para
0s experimentos sequintes, pois, produz efeitos nitidos sem, contudo, tornar invia—
vel a obtengac da massa celular, necessaria &s andlises.

Figura 1 — Produtivi-
dade de (. utilis em
diferentes " etapas do
desenvolvimento emn
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Respostas a DPA: relapgbes com a concentragdo do substrato e com ¢ etapa de desen—
volvimento - Produbividade - A influéncia de DPA (15ug/ml), sobre a produtividade,
frente a diferentes suprimentos de glicose, pode ser analisada em termos absolutos
{g de biomassa/200ml de cultura), ou como percentual de inibigdo, através da campa—
racdo com a produtividade dos controles. Os efeitos =30 detalhados no decorrer de
1, 2, 3, 12 e 24h do desenvolvirento (Figura 1). 0Os correspondentes consuos de
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Flicose e rendirentos em massa micelial (Tabela 2) sao melhor analisados, em fungio
da biomassa formada, apds a incculagdo das culturas, uma vesz que se canhece a bio-
massa introduzida com indoulo (38mg/cultura).

A diferenca absoluta de produtividade, entre os controles e og correspondentes
cultivos com DPA, para cada suprimento de glicose, awplia-se, progressivamente, de
1 até 12 horas de desenvolvimento (Figura 1). Apds este tempo, as diferengas sofrem
redugio, o que se explica pelo fato de o meio de cultivo, j& modificado, limitar,
diferencialmente, 0 desenvolvimento.

Quando o suprimento foi de 0,5%, apds 12h, a glicose j& se esgotara do meio, em
ambas as condicdes (Tabela 2). O ulterior crescimento nos cultivos com DPA indica
que produtos da metabolizagdo da glicose, nas etapas anteriores (provavelmente eta-
not), eliminados no meio, puderam ser ainda utilizados, como fonte de carbono e
energia. Nos controles, por cutro lade, a utilizacdo de tais netabdlitos j& se ini-
ciara antes deste tampo, pois, apds 3h, havia s0120mgde glicose no meio, mas hou-
ve, ainda, crescimento de 379mg, até 12h (Tebela 2, Figura 1). Assim, o nivel mEi
rmo de inibicdo pela DPA, frente a 0,5% de glicose, situa-se entre 3 e 12 horas de
desenvolvimento.

Cam suprimento inicial de 2%,

a exaustio da glicose nao se Figura 2 - Trealose, glicidios totais e rendi-
consumoue, nos cultivos com DPA mento (Y¥g1,) durante o deseavolvimento de C.
e ocorrer por volta de 12h, nos utilis.

controles, gque ndo atingiram, Simbolos: Suprimento de glicose: & = 0,3%; B =
apbs este tewpo, © mesmo nivel 2,0%; C = 4,0%

de eficiéncia, mostrado, frente

38 0 r:-ziaggjg-]é;(:?s:és I}afage?zvii:? ] raeacose RENDIMENTO SLICID0S TOTAIS
ricres, em biomassa. Nos culti-
vos conr DPA, a eficiéncia a es-
te tempo diferiu menos, da exi-
bida, frente a 0,5% de glicose.
Entende-se, assim, que ¢ nivel
maximo de inikigdo, para 2% de
glicose, tenha ocorrido entre
12 e 24h.” Com suprimento ini-
cial de 4% ndo ocorreu esgota-
mento de glicose apds 24h; ou-
tros fatores devem limitar o
desenwvolvimento apds este tem—
po, camw a exaustdo dos demals
nutrientes.

0 confronto dos resultados
referentes a 12h d& desenvolvi~
mento permite, pois, concluir
que o amento, na concentracio
de glicose no meic de cultura,
realgou os efeitos inibidores
do desenvolvimento, pela DPA
{Figura 1}.
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Utilizapdo da glicose excgena -
0 consumo de glicose na fase
"lag" e no inicio do crescimen-
to exponencial foi acentuado,
em todas as condicles examina-
das, mas, ainda mais intenso,
com suprimento inicial de 4%.
Nos mesos pericdos, o rendimento na conversac em biomassa fol reduzido, especial-
mente na maior concentracio do aclicar; o awmento na eficiéncia, de tal conversdo,
ocorreu durante o crescimento exponencial, mais cedo ou mais tarde, dependendo do
suprimento de glicose (Tabela 2.
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Tabela 3 -~ Teor proteico, Figura 3 — Trealose, glicidios totais e rendimen—
en diferentes etapas do de— to (¥Yg1y) durante o desenvolvimento de C. wuiilis
senvolvimente de €. wiilzs, sob a acdo da DPA (15ug/ml).

em meio definido com 0,5, 2 Simbolos: Suprimento de glicose: 4 = 0,5%; B =
e 4Z de glicose: influencia 2%; C = 4%

da DPA (15ug/ml de meie)

7] trearose.  [7] resomento P73 euicibios ToTais

E'

Peor proteico
% da matéria seca
Semm DPA. Com DBA

49,29 52,06
52,86 33,15
45,42 53,80
49,43 51,69
47,75 51,1

46,93 50,30
50,27 51,98
48,41 52,28
48,19 55,21
47,23 45,14

48,48 47,97
48,87 1,19
47,90 52,13
46,95 52,81
46,95 49,30
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RENDIMENTD NA CONVERSAO DE GLIGOSE EM A10MASSA —

Nos contreles com 0,5% de
glicose, o rendimento ele-
vou-se, entre 2 e 3h e
acentuou-se, entre 3 e 12h.
Apos 3h, cerca de 7/8 da
glicose inicial ja fora
consumida, erbora, & este
tenpo, apenas 1/3 do desen—
volvimento total de biomas—
sa tivesse se processado. A
glicose esdotou-se antes de
12h e o crescirento, entre
3 e 12h, foi suportado por cutra fonte de carbono e energia, resultante da degrada—
cac da gllcose, nas fases inicizis.

Frente 3 mesma taxa de hexose, o awmento de rendimentc, nos cultives com DPA, foi
gradual. A glicose exauriu-se antes de 12h e pelo renos 1/4 da biomassa nio foi
produzida, diretamente, a partir desta fonte de carbono.

Nos controles com 2% de glicose, o rendimento maximo, verificado na fase final do
cultivo, representou menos de 50%, em relacBo agquele com 0,3% de aglcar, na pesma
fase, ¢ pelc mencs 170mg de biomassa ndo tiveram a glicose como fonte direta de
carbonoc. Nos correspondentes cultivos com DPA houve redugio de apenas 25% do rendi-
mento maximo, em relagho aguele com 0,5% de gllcose.

Em altas taxas de glicose (4%), os rendlmentos maximos, nos cultivos oo e sem
DPA, reduziram-se, respectivamente, a cerca de 25% e 35,5%, dos correspondentes
rendimentos com 0,5% glicose.

Verifica-se, portanto, que o aumento na glicose inicial, de 0,5% para 2%, reduz,
consideravelmente, o rendimento nos controles, enguanto, nos cultlvos com DPA, tal
efeito e mais intenso, a concentragoes maiores que 2%.

Os resuitados indicam repressdo da respiragdo, nas fases iniciais do desenvolvi-
mento. © fendmemo, provocade pela glicose, em condicdes asrdbicas, inicialmente
descrito em células de carcinoma (8), tem sido investigado em leveduras (13} e re-
lacionado, quanto a Succharomyces cerevietae, com crescimento diatxico {16} e ini-
bigao na sintese de citocromos (9). O “indice de Crabtree", proposto para avaliagdc
deste fenfmeno em levedura (9}, da ¢. utilis como Crabtree negativa. A levedura,
cowo  foi demonstrado, & susceptivel & concentracdo de glicose (21). Nas fases ini-
ciais do desenvolvinento, frente a qualquer suprimento de glicose, a DPA provoca ©
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"efeito glicose", interferindo, de alguma forma, no transporte eletrdnico.

Trealose e gliecidios totais - O acimulo e degradacio da trealose ndo se mostraram
relacionades, necessariamente, a uma determinada fase de crescimento das popula-
gbes, a0 contrario do que tem sido descrito em leveduras (18, 19).

0s niveis mais altos de trealose ocorreram no inicio do crescimento exponencial
nos tratamentos com 0,5 ou 2% de glicose. Com 4% de glicose, os maiores indices de-
tectados corresponderam ao final do crescimento exponencial (controle} ou & fase
estacioniria {tratamento com DPA} (Figuras 2 e 3).

Houve relagdo temporal entre maior acimulo de trealose e o aumento de eflc:LenCJ_a,
na transformagic da fonte de carbono em biomassa. A conjuncio de eventos nfo cor—
respondedl, necessariamente, ao da campleta deplecdo da glicose, mas, guando certa
parcela da glicose havia sido degradada, com eficiéncia de conversdo em biomassa,
nio superior a 15% e, geralmente, inferior a 10% devendo ter sido acumilado outro
camposto organico no meio, Tal relacdo, entre niveis maxinps de trealose e utiliza-—
¢ao do segundo substrato, em um crescimento difuxico, ji fora observada em Saecha—
romyees cerevistae (7, 19).

Quain & Haslam (23), tendo chservado em 5. cerevisige, awmento transitdric em
G.6.P., coincidente com o actmilo de trealose, apds a deplegao de glicose no meio,
propuseram a formagdo de trealose por gliconeogénese , sendo a  energia disponivel
{(ATP) usadaparadulglrasmtesedeGGP ’ aparta_rdeetanol Os dados, ora ob-
tidos com C. wtilis, suportam a hipdtese de que mecanismo semelhante possa operar
nesta levedura.

0 aumento da concentragio de glicose no meio, por cutro lade, conduziu a maior
actmlo de trealose, até quando o efeito paralelo de interferéncia com o metabolis-—
mo oxidativo nfo se tornou severamente limitante.

Os nivels de trealose alcancados foram superiores, nos cultivos com DPA, mencs
sensiveis & concentragdo exterior de glicose, quanto a interferéncia com o metabo-
lismo cxidativo.

Maior suprimento de glicose resultou, independentemente do nivel de trealose, em
maior teor em glicidios totais, no final do ciclo de desenvolvimento, quando também
¢ tratamento coan DPA resultou em maiores taxas deste constituinte, em relacio aogs
controles (Figuras 2 e 3),

Teor proteico - 0s nivels proteicos sofreram certa variagio, durante o desenvolvi-
mento, sendo mais elevados por volta da sequnda hora, nos controles e, um pouco
mais tarde, nos tratamentos com DPA. Nao houve qualguer dependéncia evidente entre
os teores proteicos e de tyealose, glicidios totais ou consumo de glicose {(Tabela
3} @

Una vez que o teor proteico esta antes relacionado com a fase de  desenvolvimento
gque com outros fatores, a comparacic entre os contreoles e os tratamentos ccm DPA
deve ser feita em fungdo do tempo de desenvolvimento. Em todas as condicdes exami—
nadas, as bilcomassas obtidas das culturas com DPA continham nivel mais elevado em
proteina que as obtidas com os controles.
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Summary

Review of techniques for genetic recombination through
protoplast fusion and analysis of methods for inducing
fusion, strain selection for recombination, mutant recovery,
production and maintenance of stable protoplasts showing
high frequencies of regeneration.

Resumo

Recombinagao em Streptomyces produtorss de antibioticos por
Ffuséo de protoplastos

Revisac das tecnicas de recombinacac genética, em
Streptomyces  produtores de antibidticos, por fusac de
protoplastos. Analise dos métodos de inducac da fusao,
selecdo de linhagens para recombinacac, selecdo de mutantes,
producac e manutencac de protoplastos estaveils, com alta
frequéncia de regeneracgzo.

Introduction

Microorganisms belonging to order Actinomyceiales produce about 70% of all known
antibictics (Figure 1).

among them 82,5% are synthetized by Streptomyces (Figure 2). These gram-positive,
filamentous bacteria are producers of about 90% of antibiotics used in human and
animal therapy, agriculture, food preservation and as a tool in biclogical
research. Hence their medical and industrial significance.

Protoplast fusion in bacteria, streptamycetes, yeasts and fungi was recently
successfully developed and contributed not only to improvement of industrial
important strains, but also to better understanding of the secondary metabolism
pathways in antibiotic synthesis. Tt allowed elucidation of several genstical
consequences of microbial recombination, like elaboration of mmercus linkage maps,
hearing accurately located genes, but their bicchemical expression in most cases is
unkncwn.

Anong varicus reviews dealing with protoplast fusion, a recent publication ({16)
covered the whole area from bacteria to algae and discussed the varicus
consequences of genetic transfer.

Rev. Micrcbiol., Sdc Paulo, 15(2):67-81, Abr./Jun. 1984.
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Figure 1 — Antidiotic produc— Figure 2 — Antibiotic production (%)
tion (%) by different groups by genera of Streptomyces
of fungi
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The application of protoplast fusion in genetics started with higher plants and
with the use of enzymes to produce protoplasts from the plant cells. Because of
fast growth of micrches the most rapid progress in protoplast fusion have been
achieved in microbiology. Significant advances have been made in industrial
research. Fusion experiments gave better understanding of the basic regulatory
processess in microbial cells, but it seems that knowledge is rather at the
beginning of the exploration, for both theoretical and pratical pwrposes of the
method of protoplast fusion (16).

Protoplast fusion is possible not only between two or more mutants (32), but
between more strains belonging to the same or to different species {(intra or
interspecific fusion). Recent data showed that protoplast fusion is possible
between cells belonging to different genera. Even interkingdom protoplast cell
fusion is reported. '

The fusion induced by polyethylene glycol (PEG) between protoplasts of different
organisms seems neither correlated with their taxonomic position, nor with the
immunochemical specificity. Since structure of the cell membrane involved in the
fusion processes seem to be similar (16).

The mechanisms of protoplast fusion induced by PEG are not well understocod.

It has been suggested that cell fusion induced by PEG involves the following
events, Fusion starts with agglutination of protoplast causes by intensive
dehydration and formation of aggregates. Protoplasts shrink and become highly
distorted. ILarge area of adjacent protoplasts comes into very close contact {17).

- First, a pertubation of bilayer structure of membrane lipids may occur, which
increases the fluidity of the lipid region. These changes in lipid structure than
allow the aggregaticn of the intramembranecus glycoprotein particles. Second, the
interaction and intermixing of the disturbed molecules closely cpposed mewbranes in
regions demuded of intramewbranecus proteins and glycoproteins may allow adjacent
cells to fuse, by smll cytoplasmic bridges (1, 16).

Several authors stressed the important role of bivalent cations as fusogenic
agent. The fusion of protoplast starts during the protoplasts formation process,
since the protoplasting medium contains Ca*t and Mg*t (16). The divalent cations
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triggered aggregation of phospholipid vesicles (42). The effect of divalent metals
on the interaction and mixing of merbrane camponents in vesicles prepared from
acidic phospholipids has been examined, using freeze-fracture electron microscopy
and differential scanning calorimetry (51, 52). Ca®* and to a certain extent Mg+,
induce extensive mixing of vesicle menbrane components and drastic structural
rearrangaments to form new membraneous structures. Treshold concentration of Ca?+
and Mgt induces vesicle fusion, when the lipids are in fiuld state. The role
calcium in fusion of artificial wvesicles has been studied (36). Phospholipid
vesicles {lipossores) fused wpon calciun addition in two stages. Subseguent
addition of valinomycin or calcium icnophore (A 23187} leads to further fusion with
an increase of the amount of calcium that associates with the lipossomes.

The PEG induced protoplast fusion, for recombination in  streptamycetes consists
of: a) selection of two or more parent strains to be recombined; b) obtaining
marked muotants, preferably auxotrophs, resistant to antibiotics; ¢} formation of
stabilized protoplasts able to regenerate into normal wall-bearing cells, and able
to fuse with high efficiency, and d) identification and selection of recombinants
and their analysis.

1. Selection of strains for recombination - The aim of fusion of protoplasts of two
or more parent strains producing different antibiotics but structurally belonging
to similar group transfer genes coding for antibiotic synthetic enzymes. It would
probably enhance the chance that an enzyme introduced into a new host would find a
substrate chemically different from.its normal substrate, but related to it, and
would be capable of conversion to an analogue of a "natural antibiotic™ (46}.

Another aim of protoplast fusion is to improve the yield of antibiotic
biosynthesis, and the production of new "hybrid" antibiotics. The production of
"hybrid" antibiotics should be most likely when the donor and recipient produce
antibiotics structurally related {59}.

In order to obtain a recombinant by fusion, theremust be considerable homology
between DNA of the two interacting parents (26, 27). However it shall be streassed
that these are several proofs of intra-and-interspecific recombination, nutritional
supplementation and gene transfer. It has been achieved in awotrophic mutants of
3. parvwilus and S, antibioticus (47), and proved by production of a new "hybrig®
antibiotic by recombination of strains belonging to different species and producing
totally different campounds (18).

Intergeneric protoplast fusion has been cbtained in Sgecharomyces cerevisice and
Sehizosaccharomyces pombe (65). Even the fusion between hen erytrocytes and
Sacceharomyces cerevistae protoplast induced by PEG was performed (2). The result
of this experiment had no Iimmediate genetic consequences but openned ways for
research on membrane structure and function.

In general biochemical mechanisms that results in stable "hybrid" strains, as a
result of protoplast fusion and subseguent regeneration, are not understocd (67).

Streptomyces sp. genome has 1.5%107 base pairs and the average size of a gene is
taken to be 1,500 base pairs; then there are about 7,000 genes in the gencme. If
there are 100 genes which affect the vield of a given antibiotic, then this is
equivalent to 1.5x10° base pairs (46). The wealth of genetic information for
antibiotic production in streptomnycetes makes protoplast fusion in these organisms
very promising.

But, several authors have made explicit that even the best method of
recambination must be given a fair chance, i.e. the genetically diversified strains
still need to be screened in significantly larger numbers, than have been sometimes
examined {9).

2. Obtaining marked wmutants, preferably antibiotic resistance auxotrophs -
Recarbination in streptomycetes is widespread, but strain "improvement" has been
applied to a rather limited extent. The reagon for this has probably been due to
the necessity to introduce selectable markers into the strains to be crossed in
order to identify recambinants (29, 33). Marking is time consuming.

The auxctrophic mutants of streptomycetes can be selected after WNIG
(Mmethyl-N'-nitro--nitrosoguanidine) treatment. It  induces primarily base
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transition mutations of QC-AT types, although AT-GC transitions, transversions and
even frameshifts arise at low frequencies. It is highly mutagenic at low killing
levels, induces multiple mutations in localized regions. It is particulary
effective for the isolation of auxotrophic mutants (10}. For selection of
auxotrophs in streptomycetes several methods, like filtration method (68), Davis
penicillin method (11), or ILederberg & Iederberg (43} replica plating (43} can be
used. The conditions of effective mutagenesis by NIG in streptomycetes regquires a
longer and more intensive treatment than in other microorganisms. With the
treatment with ifmg/ml of NTG at pH9.0 for 50 min., 5% of the swvivors were
auwotrophs. After incubations of 8. coelicolor for 2h in 0.05M Tris-maleic acid
buffer containing 3mg/ml of NIG about 11% of auxotyrophs among survivors were
cbtained. Por 5. rimosus after incubation time 1h in presence of 3mg/ml NIG at
pH9.0, more than 21% of the survivors were awctrophs (13).

One of the potencial difficulties in working with NIG is the 1likelihood of
inducing multiple mutations in small region of the bacterial chromossome (21). As
the consequence, mutants could have complex growth requirements Jdue to mutations
affecting more than one type of metabelic function and fail to revert to wild at
expected freguencies. It is wise to check NIG - induced mutants carefully for
reversion before attempting to use them for further analysis {10j.

To obtain auwotrophic mutants of streptomycetes resistant to antibiotics,
Szybaslki's gradient plate technicque (66) or serial diluticn method with repeated
transfers are comonly used.

3. Formation of @ stabilized
protoplast able to regenerate
and fuse at high [requency -~
Based on former observations
and experience of protoplast

Table 1 — Sequence intended formation, stabiliza-
tion and protoplasts regeneration

Myoelium (cell) production Liuid medimm  with or w/o

glycire, Harvest in the middle of

fusion in bacteria and exgponential phase of growth
fllm"lt?us Tungi., deta;_Lled washirg of myoelium and centrifu. In mpertonic solubicn 0.3 of
description of formation, gation sucrose

stabilization and regeneration
of Strepiomyces  protoplasts
{Table 1) became available (8,
15, 39, 45, 49).

Formation of - protoplasts
depends on several factors Centrifigation-washing-filtration Protoglast washing with P medimm
which have t© be established fnot. contalning lysomyme]. Fil-

raticn through cotton or glass

Enzymatic weatment of mycelium o mediom with lysozvme 0.7 o

1.4mg per g of wet rveslium
Protoplast formaticn Incubaticn at optimal tesperature
(280C-32C) . Microscopic observa—
tion at 10 min. intervals

for each strain separately. filter

Here belongs the ocomposifion .ok seswilicasion Stapilization in medim contai-
of the medium o produce ning bivalent cations, for &0
mycelium in Form of min. et 28°C

horogeneous growth. The Microscopic combing of proto- Under the phase-Contrast micros-

mycelium to be protoplasted
has to be harvested in the
middle of the exponential
phase of its growht (average 6

Dlast

Protoplast regeneration

cope in counting chambar

Viable count in Ry agar overlayed
by soft agar nedium  after
dilution of protoplasts in P
nedium

to 10 doublings). Adding
glycine (0.5% to 1.5%) to the
medium, these requirements can be et after 18-24h growth of mycelium in shake
flasks (Figure 3). Sorwe mycelia need sonication before lysczyme treatment (5.

After washing the mycelium with 0.3M sucrose, it is treated with lysozyme at the
concentrations franm 1-2mg/ml of protoplastic medium (hipertonic mediun containing
bivalent cations) (Table 2},

An ifmproved method for the preparation of Sétrepitomyces and Micromonospora:
protoplasts was described using the combination of wall decomposing enzymes:
lysozyme, lytic enzyme n92, used also by Okanishi & col. {(49) and achromopeptidase
(48) . The protoplasts of 5. viridochromogenes, S. wedmonensis, §. kanamyceticus
5. myearofaciens were formed and regenerated. According tc the authors experience
the lisozyme conbined with achramopeptidase was 10 to 100 time more effective in
protoplast formation, than the combination of lysczyme with lytic enzvie n@ 2.
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Table 2 — Media P for proteoplast formation. Figure 3 - Streptomyces melancchro-

Symbols: Trace element solution (per liter): mogenes. .

ZnCly, 40mg; FeCl3.6Hp0, 200mg; Cullp.2H,0, Symbols: Myc:eliuxfz - 18h g?owth in

0.10mg; MnCly.4Hp0, 10mg; NazB407.10H20, medium containing differents

10mg and (NH4)eMOp4.4H,0, 10mg (49); % concentration (0.1%7 to 0.9%) of

= Sterilized separately glycine - 0.1% = Network of hyphae;
0.37 = Radizl aggregates of about
100mg in diameter; 0.5%7 = Radial.

Medivm P Medium P3 aggregates of diameter about 50ug;

Ingredient mi’;’& col. ma}g’;’? & el 0.9% = Single short hyphae (41)

Sucrose (g) 103 (0.3 171 (0.5

(1) K80z (g) 0.05 -

K50y (g} 0.25 -

301 2. 8520 2.03 {0.01} 1.6 (5m)

£1) Cacly. 260 1g) 3.65 (0.025H0) 0.73 (Sme)

{1) EES buffer pH 7.2 (md) 100 {0258 0 (0.023M)

Trace elemant soluticn (md) 2 -

raCh (g) - £.13 (Tomqy

Total volume with distilled

water* {1) 1 1

In average the protoplasts start to appear
after a couple of minutes, Under the
frequent control of the phase contrast
microscope the time needed to convert the
cells intc protoplasts can be easily
established., After washing protoplast
suspension with protoplasting mediuwm without
lysozyme, the osmotically resistant units of
non protgplasted mycelium are separated by
filtration through cotton or flass filter.

Before regeneration  protoplasts are
comted in phase-contrast microscope. The
osmotically stable units of mycelium are
counted after staining with
fluorescein-isothiocyanate reagent. Even after filtration through glass filter they
contaminated protoplast suspension  usually ranges 0.1-3%. The brilliant
fluorescence of non-protoplasted mycelium makes counting under UV light very easy.

Protoplast varies greatly in size {Figure 4)}. Many of them are too small to
contain a genome, and are difficult o be counted uwder the microscope (33).

4. Stabilisation of proteplasts - The effect of Nat, Mg+t and Ca** on the formation
and leakage of protoplasts was tested {49). In hypertonic media containing 0.3-0.5M
sucrose, MaCly.oH;0 in concentration 0.01-0.005M and CaCl;.2H20 in concentration
0.605-0.5M the protoplasts are well stabilized.

The fine structure of protoplasts was studied in 5. griseoficvus (60), 5. griseus
(49) , 5. melanochromogenes (41; Figure 5) and 5. rimosus (56).

In protoplasts of 5. griseus, formed at low concentration of divalent cations
neither a wall layer nor mesoscres wexe cobserved. S. melencchromogenes the
protoplasts were surrounded by & three layered citoplasnic mermbrane. Cytoplasm
showed a nuclear region and a large number of ribosomes,

Protoplasts produced from mycelium in stationary phase of growth by low

concentrations of lysozyme (50meg/ml} showed vesicles attached to the cell merbrane
(Figure 6 and 7).

5. Regeneration of proteplasts — Regeneration of protoplasts is a cfucia.l step in
recombination. Efficiency is high in cell regeneration from 5. fradige protoplasts
formed from cells havested between exponential and stationary growth phases (5,
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41). The regeneration of protoplasts of 5. grisews and 5. venezuelae was 41% and
51%, respectively (49) and was strongly dependent on the presence of bivalent
cations in regeneration medium containing phosphate and casanino acids. Similar
efficiency of protcplat regeneration was cbtained (41) in two auxotrophic mutants
of 8. melanochromogenes.

Figure & - Strepitomyces
me lancchromogenes.

Symbols: Protoplasts -
phase~contrast mygroscopy

41

More than 50% of regeneration efficiency in 5. rimosus protoplasts was reported
by optimizing the oswotic stabilizer concentrations and by modifying the plating
procedure by using soft agar overlay technique (56).

The regeneration frequency of protoplasts varies

according to the species; high regeneration rate Figure 5 -  Siéreptomyces
is limited only to some Sireptomyces species (62). me lanochromogenes,

According to  the authors the improved conditions Symbels: Fine structure of
of protoplasts regeneration consist of the use of protoplast. Protoplast
modified  regeneration medium  (R3), of the surrounded by three layered
embedding protoplasts in soft (0.4%) low melting membrane. In cytoplasm

point agarcse containing the ingredients of Rz nuclecid and ribosomes are
medium, and of seeding the embedded protoplasts seen. Magn, X 30000 (40)

on dried swrface of underlay Ry agar. Table 3
contains the composition of Jdifferent media for
protoplast regeneration. Protoplasts were
incubated at lower  temperature. Temperaturs
sensitivity tested (62) was rather high (IDgg
after about 5 min. at 30¢C) in contrast with the
resuit obtained by others (16, 19) and our own (4)
experience  (IDqgg 50-60°C  for 1-3h}. The
discripancies  showed the differences in
temperature sensitivity of protoplasts derived
from different species of streptomycetes. The
regeneration freguency with an auxotrophic mitant
of 5. kasugaensis MB 273-18a was 70% with &.
fradiae and 5. niveus about 90% , whereas with 3.
kanamyceticus it was 30%. Only 5. ’Juumidus showed
low regeneration freguency, of about 10%.

The efficiency of regeneration was strongly
dependend upon the incubation temperature for both
protoplast regeneration and cell growth. Under the
best conditions with optimal temperatures for
protoplast regeneration, protoplasts of 5. albus {GT1074), 5. ambofaciens (ATCC
15154}, 8. fradice C373 {(BTCQC 19609) and 5. griseofuscus (ATCC 23916) were able to
regenerate viable ¢ells at nearly 100% efficiency (7}.
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Table 3 — Composition of regeneration (R) media

Symbols: Trace element soluticn (49); (.) = Sterilized separately; (..) = Corn
Steep liquor: supernatant of 12 v/v corn steep liquor pH 7.0; (...) = Soft agar
overiay (3ml) of medium Rp; (....) = Hypertonic soft agar overlay containing

sucrose, MgClp.fH,0, CaCly.2ZH20 and HEPES buffer (N-2 hydroxyethylpiperazine
N'-2—ethanesulfonic acid)} at the concentration of the medium R; <{agarose or agar
0.657).

B Ry Ry Ry B
Ingredients Okanishi & col. Ckanishi & col. Shirshama & col. Ogawa & col. Tkeda & col.
(49) (49) (62) (48) (35)
Sucrose () 103-171 (0.3-0.54) 103-171 (0.3-0.5M) - 137 (0. 4m} 171 {0.5M)
Risscdium succinate 6H,0 - - 150 {4.5554) ~ -
RCL (g) - - 0.5 13 .
(-} R0, (g} - - 0.2 - -
(.} X;P0, (g} .05 0.05 - G.05 0.05
KZSO4 $.25 0.235 - 8.25 0.25
M;C}_Z.Gﬁzo (g} 4,07 (0.024) 10.12  (0.05M) 8.1 (40myM) 6.1 10.12
€.} Cacl,.Z,0 {q) 7.37  (0.05M} 2.95 (0.0 2.2 (15md) 1.4 2.95
Glucose {g) 10 10 10 16 10
(.} L-asparagine (g} 2 - - 2 2.95
Casaming acids (g) 0.1 0.1 - 8.5 P
{.) Proline (g} - - - -
Yeast extract (g) - - 4 -
Polypepton - - 4 - -
{..} Cormn steep liquor - - - 30 -
TES buffer pH 7.2 (ml) 100 (5.25M) 100 {0.23M) 10 (0.023M} 10 {0.0254} -
HEPES buffer pH 7.2 (ml) - - - - 1008 (G.25M)
Trace element solution {ml} 2 - - 2 2
Bovine senum albwmin Fr. V = - - - -
() mNatH (md) - - - - 1 {1}
Agar 22 22 18 7.5 22
{.) Total vol.w/distil.water I I I I I
Pgarcse {low melting point) - - 4 {...) - 5 {...0)

The influence of plasma expanders (polyvinyl pyrrolidine K90 MW 360.000) 0.03%
and bovine serum albumin, (fraction V). 0.02% on regeneration fregquency of
protoplasts, from three macrolide producing strains, was observed in: S,
ambofaciens KA-427, 8. cirrcius KA TIR-3 and 5. fradiae KA-427, The regeneration
frequency was high, varying from 79% to 100%.

Protoplasts regeneration has been well documented (49; Figures 8 and 9). The
protoplasts of 5. griseus {1-Zpm in diameter), incubated on medium Rq after 40h
increased to about 30um. After the next 8h enlarged protoplasts started to expand
fram their peripheral filamentous hyphae, and their mmber increased after 65h.
After 73h the hyphae showed extensive branching. Some of enlarged protoplast did
not revert to the filamentous growth.

Protoplasts of certain Sireplomyces species regenerate asynchroncusly under
standard conditions {5, 29, 33). Colonies which develop earlier produce
autcinhibitory substance which inhibits regeneration of suwrrounding protoplasts.
Plating $. acromyeini protoplasts on regeneration medium after dilution (33)
provides large colonies derived fram csmotically stable non-protoplasts units, and
the much numercus colonies arising from protoplasts regeneration. The latter were
strongly inhibited by colonies. The phencmenon is not apparently due to antibiotic
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synthesis (6)}. Protoplasts of Bacillue subtilis produce a reversion inhibitory
factor (RIF) which blocks protoplasts regeneration at higher concentration {6, 12).
Reversion inhibitory factor (RIF) is suggested to be an autolytic enzyme.-
inactivated by trypsin, and activated by mercaptoethancl, which impedes cell wall
synthesis during cell regeneration.

Figure 6 - Streptomyces Figure 7 - Streptomyces melanochromogensas
melanochromogenes. Symbols: 48h growth treated by 350mecg/ml of
Symbols: Protoplast shadowed lysozyme. Vesicular substructures on the cell

with chromium at angle of 209.
Shadow of spherical protoplast
“and vesicular structures. Magn.
X 30000 (40)

membrane. Magn. X 30000 (40}

Table 4 - Steps for obtaining protoplast fusion
in Actinomycetes

Protoplast fusicn

Protoplast regeneration is a
usefu! method for improving
antibiotic producing straing of
Streptomyces. Comparison  has
been made {34) of the
macrolide-antibiotic productivi-
ty after regeneration of
protoplasts derived from threee
strains: 5.  ambofaciens &
spiramycin producer, 5. fradice
producing tylosin and 8.
CLPratus which produce

Miving of protoplasts derived
from two or more parents

Centrifugation

Pellet wion in PEG
(1000—-£000MA)  solution

23ding P medium Svol. PEG 55%
Tvol.

Centrifugation

Resuspending of pellet in P
mexiitm

Seeding of protoplasts an solid
medium

BEqual density and equal volume
of protoplasts suspensicn

15 min. at 1000 x G

Solution composed of ; PEG 55% -
Tvel, DMSO  15% -~ 1,3wol,
Incubation time 30 seconds

Incubation for 5 min.

15 min. at 1600 x G

Gentle mixing

Different diluticns in P medium

seeded an Rp or an any other
solid, hypertonic medium

cirramycin. The yield of tylosin was about three times higher after protoplast
regeneration; S. ambofaciens about twice. Only S. eirrstus gave lower antibiotic
productivity. It was assumed that the increased productivity of strains isg
originated from "genetic variation".

Similar results were cbtained independently {(Institute of Antibiotics UFPE) with
5.  capoamus~-IA~3122, producing cyclamycin, antibiotic belonging to anthracycline
group. After protoplast regeneration, whithout induced fusion, colonies showing
five' times higher yield of cyclamycin productivity in comparison to the original
strain were selected (4).

Under appropriate conditions the chemical and physical properties of the
cytoplasmic membrane may be altered. If it becomes more stabilized, an important
prerequisit is fulfilled for growth of a protoplast and its further propagation in
a form more or less spherical surrounded only by a cytoplasmic membrane. It was
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possible to induce a protoplast growth using a complex agar medium  suplemented by
10% of sucrose, MgSO4 O0.1M, lysozyme Img/ml, and incubation under semianaerchic
conditions at 28-30°C. Colonies consisted entirely of spherical protoplasts. Such
walless cells of 8. hygroscopicus growing in the form of colonies have been already
cbtained (22; Figure 9).

Figure 8 -~ Streptomyces griseus. Figure 8a —  Regeneration  of
Symbols: Regeneration of protoplasts protoplast after 73h

after: (b) = 40h; (¢) and {d) = after

48h;: (e} = after 65h of incubation and

phase-contrast microscopy (49)

The conditions for the biosynthesis of actinomycin Id by protoplasts of 8. parvulus
ATCC12434 have been described (24). The synthesis was inhibited by actinomycin D and
by & decrease of sucrose concentration. The amincacid wuptake by protoplasts
{L-methiocnine, sarcosine and l—and-D-valine) was lower than by the mycelium. On our
own experiments showed both protoplast and cell wall role in actinomycin D
bicsynthesis by 3. melanochromogenes (41}.

6. Protoplast fustion - The early observations on spontanecus protoplast fusion in
bacteria, vyeast and fungli concluded that fusion took place mainly between
genetically related microorganisms.

In recent years new data have beencollecteaon protoplast fusion mclucung genetic
analysis, possible spplication in strain "improvement" and in cbtaining antibiotics
producing "hybrid®. :

It is essential to induce the process of fusion {64}. Protoplast would not fuse
spontanecusly even when derived from cells of oprosite mating types (16).

In most cases auxotrophic mutants with antibiotic resistance, and color markers
are used for fusion. After discovery that polyethylene (PEG) acts as a fuscgenic
agent of plant protoplasts (37) it was successfully introduced to the protoplast
fusion of micrcbial cell (3 17). PEG was first used in mammalian cell fusion (57).

PEG preparations of different molecular weight of 1,000, 1,340, 4,00C and 6,000
were used with about the same fusogenic effect for protoplast fusion on
Actinomycetales {Table 4}.

Protoplasts inactivated by heat (550C for 3h) which are not able to regenerate,
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but are able to fuse, were used in experiments with B. megateriwn (19). Inactivated
prototrophic partner was able to supplement non  inactivated auxctrophic partner.
The advantage of this system is that only auxotrcophic mutant is needed for direct
selection of fused protoplasts, without using additional markers. Similar good
results were cdbtained in Micromonospora (16). Low frequency of recombination can be
increased by ten times after irradiating the two parental protoplast suspension
immediately before fusions {31}. If recombination rate is already high (20%) it can
be doubled (to sbout 40%) with a UV doses sufficiently high to kill 99% of
protoplasts. It eliminates the protoplasts not involved in the fusion (25).

Protoplasts fusion has been applied to many mutants, strains, species and genera
of Actingmycetes.

7. Recombination in antibiotic Figure 9 - Colony of growing protoplasts of
producing Strepiomyces by Streptomyces hygroscopicus on agar medium. Magn.
protoplast  fusion - Using X 350 (22)

protoplast fusion of S
coelicolor, S. parvulus, 5.
lividans, S. griseus, S,
acrimycint high fregquency of
recombinants was cbtained by
adding 14% w/v DMSO (Gimethyl
sulphoxide) and irradiating the
protoplast before fusion with
high killing dosis of UV {33).
The results of genetical
analysis was shown in
recombinants of S, coelicolor
cbtained at high fregquencies,
soretimes higher than 10% (25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33). With 5. coglicolor, 10-20%
of the total spore progeny of
the regenerated cultures have
been chtained even under
nonselective conditions (31).

Genetic analysis of recombinants from multiple crossover classes ({31), showed
that the genomes of both fused partners are nearly conplete, resulting in a
transient diploid state. The heterozygous diploid state was transient in 4.
coelicolor and fusion colonies freguently contained only recombinants without
parentals. In other cases both recombinants and parental genomes couild be fomd. In
a same colony, the presence of different combinant genotypes was also observed.
Events of recarbinants were independent of the known sex factors SPC1 and SPC2
(32},

Recambination in auxotrophic mutants of S, parvuius and 5. aniéibictZcus has been
cbtained at high frequency by protoplast fusion. The efficiency was 10" times
higher over the mating technique, which confirmed earlier observation (20). In 8.
parvulus  stable prototrophs and unstable nutritionally complemented heterckaryons
were isolated (47).

Very high percentage (over 90) of stable recombinants was cbtained by protoplast
fusion of auxotrophic, antibiotic resistant mutants (marked cas—, rfpt) of
Micromonospora echinospora and M. inyosnsis with parental, prototrophic, antibiotic
sensitive strains (65).

Reconbination has been applied to strain improvement but only to a very limited
extent. The main reason £or its neglect has probably been the necessity to
introduce selectable (for example, drug resistence} or more counter—selectable
{auxotrophic) markers inte the strains to ke crossed, in order to identify
recombinants occuring at frequencies of 10™° or lower (33). In 3. coglicolor the
recombinants can be obtained in 10-20% even under non-selective conditions. These
coservations were confirmed {5} in studying the genetic consequences of protoplasts
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fusion in auxotrophic and resistant mutants of Siveptomyces fradiae.

The use of interspecific mating technique is 10" less efficient than protoplast
fusion (47). A recorbinant strain was constructed from two blocked mutants: S.
violaceus, producing violamycin BI camplex anthracycline, and S. Aygroscopicus
which produces turamycin (a macrolide antibiotic). The interspecific recombinant S.
viclaceus sdbsp. <Iremyceticus IMET 43615 produces a hybrid antibiotic: with
aglycone, part of viclamycin and with sugar, part of turamycin (18).

The procedures for mating auxotrophs of 5. fradice with 5. bikiniensis by both
conventional and protoplast fusion technique have been described (20). A 200 to
10,000 fold increase of recombination frequency was obtained by protoplast fusion
conpared to conventicnal mating procedure. The presence of Ca*¥, as a fusogenic
agent, in concentration of 20mM, was essential in 40% PEG in protoplasting medium.
The importance of optimization of all independent steps (proper choice of parent -
strains, formation, stabilization, fusion and regeneration of protoplasts) was
stressed. It ensures genetic transfer, survival of hybrid strains and production of
hybrid antibiotic.

Twe aminoglycoside antibiotic producing strains, S, griseus (a streptomycin
producing strain) and 5. ternjimariensis {(istamycin producing) were recombined by
protoplast fusion. The selected recombinant strain produces a new antibiotic
differing from the antibiotic produced by either parents {67). Protoplasts of two
different auxotrophic matants of 5. lavendulae S55-B1 were fused and regenerated on
selective media (44). Prototrophic colonies overhelmed other types of recombinants
on several campared selection media. The resulits suggested that stable dipleoid
cells were formed by cell fusion, which differed from the result obtained in 5.
coelicolor (32). Production of. A-lactamase, pigment and differentiated fumction
like spore fommation showed no regularities among recombinants, after protoplast
fusion. Some recombinants showed similar patterns to one parent, but other showed
different chavacter from both pavents. The production of secondary metabolites
seems to be contrelled by muitiple requlations.

A corbined method of mutation-selection and protoplast fusion was used to obtain
recombinants between blocked mutants of 5. griseus producing carbapenem
antibictics: carpetimycin A, B and Eg, as well as epithienamycin and the olivanic
acids.

Part of these antibiotics is sulfated and part unsulfated. The production ratio
of these two groups depends on the sulfate concentration in the medium. Negative
sulfate transport, auxotrophic mutants, requiring thiosulphate or cysteine were
unabie e produce sulfate antibiotics, but were able to produce unsuifated
carbapenem carpounds at significantly higher yield than the parental strain. The
sulfate transport system was reintrocduced into negative sulfate transport mutant
from the parental strin by protoplast fusion tedmnique. Among stable recombinants,
high producers of sulfated carbapenem antibiotics were found (38).

The involvement of plasmids in antibiotic syntheses was first suggested in 1974
(49). This has been latter studied by several investigators for more than 10
different antibiotics. In nost cases the proof for plasmid involvement in
antibictic production was indirect and rather doubtfull. So far, the only evidence,
that the structural gene for antibiotic synthesis is plasmid-tome was provided for
methylenomycin A, produced by 5. coelicolor A3 (2, 32).

There are still doubts about the location of structural genes for antibiotic
production on plasmids and the case of methylenomycin is rather exceptional (14).
The plasmid SP]1 carries a specific determinant of resistance, although the
mechanism is not known. There are some information on plasmid involvement in cne of
the amincglycoside modifying enzimes {25, 26). These are the only examples so far
fror streptomyoetes,

Polyethilene glycol (PEG) induced transformation processes, in streptomycetes,
can not be separated from those from fusicn. The mechanisms for introducticm of
transformation of a DNA molecule in the protoplast seem to involve protoplast
fusion (23).

Mrong recently developed genetical methods, used in industrial microcbiclogy,
protoplast fusion and protoplast transformation seemed very pranising. They opened
new ways for basic studies and better understanding of requlatory processes in
antibiotic producing streptomycetes.
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SEmaTy

The activity of glucose isomerase was detected im cells of
Zymomonas mobilis Kluyver & Van Niel grown in liquid medium.
The enzyme was partially purified with ammonium sulfate
fractionation and the optimum pH of isomerase activity was
7.5-8.0 and the optimum temperature of incubation was %00C.

Resumo
Glucose itscmerase de Lymomonas mobilis

A atividade de glucose isomerase foi detectada em celulas de
Zymomonas mobilis Kiuyver & Van Niel, crescidas em meio 1i-
quido. A enzima foi parcialmente purificada, por precipita-
cio com sulfato de amonio; o pH otimo da stividade isomera-
sica foi de 7,5-8,0 ¢ a temperatura de incubagdo %09C,

Introduction

Considerable importance has been attributed to Zymomonas mebilis Kluyver & Van
Niel as a model microorgenism for ethanol production (6) through the
Entner-Doudoroff pathway (4). Z. mobilis can ferment several mono ard disaccharides
unktil ethanol {15}.

The industrial production of fructose utilising enzymatic conversion of glucose
has become cne of the most important process (1). Marshall & Kooi (11) reported by
the first time the ability of Pseudomonas hydrophyle to convert glucose to fructose
by glucose isomerase. The microbial source of glucose iscmerase  includes
Lactobaeiilus brevis (16), Baeillus coagulans (5) and several Strepiomyces species
(3, 8, 9).

The present paper describes the activity of glucose isomerase in Z. mobilis.

Rev, Microbiol., S3o Paulo, 15(2}:82-85, Rhx./Jun. 1984.
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Material and Methods Table 1 — Ammonium sulfate fractionation of
glucose isomerase from Zymomonas mobtlis

Organism and cultural conditions -

7., mobilis was maintained in mediua

12 previously described (7). The _ Glucose iscmerase
composition of the medium for Fraction Total activity Specific activil
glucose isomerase production was: 2% (3 satwration) (g fractose.b!) (ug £ructose.my prot~l b7
sucrose; 0.1%  KHpPO4: 0.1% crzle extract 6.712.0 528.5

(NHy) ,S0,; 0.05% MgS04.7H0; 0.001% -4 , o0 e
FeS04.7H30 and 0.1% yeast extract; 60 — 90 £.326.0 2769.0

7.0. The incubation was carried
cut at 27-309C in a controiled
envvironmental incubator {(New Brunswick Sci. Co. Inc,, New Brunswick, N.J., USA) at
50rpm.

Enayme prepargtion - Cells were collected by centrifugation, washed three times
with cold distilled water and homogenized with 200mM phosphate buffer pE 7.0 and
100 mesh washed sand in a chilled pestle and rortar. The crude enzyme was Obtained
after centrifugation at 12,000xg for 15 min. at 4¢C.

dmmondum  sulfate fractionation - Crude enzyme was partially purified by
differential ammonium sulfate precipitation. Fractions of 0-30; 30-60 and 60-30%
saturaticn were cbtained by centrifugation at 20,000xg for 30 min. at 4°C.
Precipitates were suspended in 2ml  (initial volume = 20md) of 200mM phosphate
buffer pi 7.0 and dlalized against buffer overnight at 53°C.

Enayme assay - The activity of glucose isomerase was determined by calculating the
initial rate of fructose production, The mixture of reaction (2.0ml} contained: 1M
D-glucose; 100mM MgSO4; 10mM CoClz, and enzyme preparation in 200mM phosphate
buffer pH 7.0. The production of fructose was measured according to Rose (12).
Control tubes without enzyme were maintained in the same oconditions to exclude
chemical iscmerization.

Protein determination - Protein content was determined according to Iowry & col.
{10}.

Fesults and Discussion Figure 1 - Glucose isomerase activity £from
Z. mobtlis under different temperature of
Glucose isomerase ig a incubation

commercially important enzyme used

in the production of high-fructose T T T

mayze syrup (3}, However, the 3000 -3 —_
production of this enzyme is not
economical since formation of
glucose isomerase requires expensive
xylose or Co?* as inducers in medium
{2).

Z. mobilis can synthetize
intracellular glucose  isomerase
without an  inducer. Increasing
amounts of enzyme  production
occurred during the cultivation time
{over 72h). The relation between the
number of houwrs and glucose
iscmerase activity expressed by ug
fructose.ng prot=1.h”"  was: 12k, o @ —
109.57; 24h, 107.33; 36h, 159.60; ! ; i
ard 72h, 355.8. The stationary phase 40 €C 80 100
of growth was reached at 36h, as Incubation temperature ( °C )

24C0 - ' -

1800

T
@
]

1 200+ ® ]

500+ -3

lsomerase activity { ug fructese.mg prm‘?‘h“)
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shown by the correlation to dry weight (mg/ml}: Oh, 0.55; 6h, 1.03; 24h, 3.70: 36h,
6.40; and 72h, 6.10. :

Glucose isomerase from 2. Figure 2 — Glucose isomerase activity from 2.
mobilis was partially purified mobilis under different pH of incubation
with amronium sulfate
fractionation (Table 1)} and the
highest specific acitivity was I I ] I I i

chtained at 60-90% saturation,
1400 / ]

g
T

which is similar to those
described for glucose iscawerase
from Sirveptomyces phasochromo-
genss (14, The optimim
temperature for glucose
isomerase activity was 80<C
(Fiqure 1), which is higher
than to that described to
Streptomyces species: 70°C for
S. albus (13) and 80eC for S.
phasochromogenes {14). High pH i 1 ! 1 ; |
(7.5-8.0) was optimum for 55 80 &5 70 75 8O
isomerase activity (Figure 2) pH of incubation

which is also similar to those

described to several '
Streptomyces species (13, 14} and to Pseudomonas hydrophyle (11). Since this is the
first repoxt of isomerase activity in an isclate of Z. mobilis and, although the
level of enzyme produced is low in our conditions, when compared to those described
by several authors (13, 14}, the improvement without inducer could provide
economical source for industrial use.

3
]
I

|somerase gctivity it
{ ng fructose. mg prot” 'R '}
&
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Resumo

Duas espécies bacterianas pertencentes a2 familia Entercbac-
teriaceae foram isoladas de biodigestores alimentados com
vinhoto de melago de cana proveniente de fermentagcao aceto-
nobutilica, sob condigdes de anaerobiose. Os gases Hy e COj
sdc os unicos produzidos a partir de glicose. 0 gés hidroge-
nioc é 40,87% do gds total produzido por [, freundii e 57,741
quando Enterobacter agglemerans foi testada.

Summary
Igolation of Ho~producing enterobacteria from biodigestors

Two Hs~producing strains belonging to the Eniercbacitericceasz
were 1solated f£rom biodigestors, fed with sugar cane
stillage from acetonebutanol fermentation, under anaerobic
conditions. Hy and C0p were the sole gas produced from
glucose. Hydrogen was 40.87%7 of the total gas produced by
Citrobacter  frewundii, and  57.74%Z when  Enterobacter
agglomerans was assayed.

Introducao

Pesquisadores chineses referem terem cbtido consideravel aumento do percentual de
metano no biogas, rediante adic@o aos biodigestores de culturas de bactérias de hi-
drogénio {1, 2). Com efeito, & geralmente admitido que a reacio fundamental da me-
tanogénese & a oxidagdo do hidrogénio com didxido de carbone. As bactérias metano—
génicas usam hidrogénio como doador de eletrons e didxido de carbono como  aceptor
de eletrons, utilizando a energia produzida na reacao para suas bicssinteses e de-
mais trabalhos celulares, e eliminando o gas metano {4). Varias publicacbes fazem
referéncia a presenca de bactérias produtoras de hidrogénio nos biodigestores. Se-
jam anacr@ibias estritas do género Clostridiuwm (8), sejam anaerdbias facultativas da
familia Enterobacteriaceae (6}. Com a intencdo de melhorar o desempenho dos biodi-
gestores reproduzindo as experiéncias acima referidas, foi empreendido o presente
trabaiho.

* Trabalho financiado pela Companhia Auxiliar de Bmpresas Flétricas Brasileiras
(CAFFB) através da Fundagzo Universitiria José Bonificio/UFRT e pelo Conselho
Nacional de Desenwolvinento Cientifice e Tecnoldgico {(QFqg).

Rev. Micrcobicl., SZo Paulo, 15(2):86-88, Abr./Jun. 1984.
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Material e Metodos

Fonte - 1odo de um bicdigestor modele indiano (duas camaras), volume Gtil de
8,6 litros, operando com tempo de retencac de 10 dias, a tem_)eratu:ca de 35°C, cam
redugao de 83% da DQO (Demanda Quimica de Ox:.genlo) inicial, e produzindo em média
6,7 litros de biogas por dia. A composicio média do biogas foi determinada por cro-
watografia em fase gasosa em cromatdgrafo "C/G 3537-5", com detector de condutivida-
de térnﬁ.ca, coluna "Chromosorb 102", hidrogénic como gas de arraste, corrente de
1000, & velocidade de 40ml por minuto, e a temperatura de 37°C, Cbteve-se em per-
centagem: metano 60; didxido de carbono 30,25; nitrogénio 5,7; oxigénio 1,3; sulfe-
to de hldrogenlo 1,1 e hidrogénio 0,024. A presenca de mtrogenlo e oxigénio & de-
vida a entrada de ar durante a almentagao da coluna.

Vinhoto - De melaco de cana, proveniente de fermentacfo acetonobutilica, cedido pe-
la Usina Vitor Sence, em Conceicdo de Macabu, Estade do Rio de Janeiro. A sua <on-
posicio média foi determinada, sendo em g/i: sGlidos totais 12,0; sdlidos volateis
7,55; DCO 9,0; nitrogénio total 0,50; sulfato total 1,32; fosforo total (P205)
0,08; potassio total (Kx0) 2,05; acidez total {ac. acético) 1,22, alcalinidade
(CaCO3} 1,46 e pH 4,95.

Para uso, foi decantado e esterilizadc a 0,5 atmosfera por 15 minutcs e
conservado a 59C em cBmara frigorifica.

Semente -~ Esterco hovino.

Tsolamento — Bs amostras foram coletadas das duas cimaras do biodigestor, diluidas
convenientementse €n SOro flsz.oléglco esterilizado, e plaqueadas pelo método do es-
gotamento de alga. i composicdo do meio foi em grama por litro de vinhoto: glicose
0,5; extrato de levedo 0,5; agar 20,0. Também empregou-se ¢ meio seletivo BME (Eo-
sin Methylene Blue Agar - BEL M:Lcroblology Systems}. As placas foram incubadas a
379C, em jarro de Brewer, por 24 a 48 horas. Os plagqueamentos foram repet;dos até a
obtenqao de culturas puras, examinadas sob o0 aspecto macre e microscopico. A obser-
vagio das culturas em lamina foi feita pelo método de Gram {Kopellof - Beerman}.
colfnias .puras em nimero de sessenta foram transferidas para tubos de meioc com a
sequinte composicio em g/l de dqua destilada: extrato de carne 0,3; peptona 1,0;
cloreto de sddio 0,5; agar 2,0; constituindo a cultura estoque. A seguir, foi veri-
ficada a capacs.dade de produzz..r gas em diversos meios, sendo escolhido como © me—
ihor o meic cuja cczrr@osmao em g/l foi: glicose 7,5; sulfato de amdnio 1,0; cloreto
de s&dio 1,0; fosfato hibdsico de potassio 15,0; fosfato monobasico de potassio
10,0; agar 0,7; &gua destilada; pH 6,5-7,0. DlStrlbUldO en fermentSmetros de Smith
de 10ml, estes foram esterilizados a 1 ¢ atmosfera por 10 minutos. Foram obtidas 58
culturas produtoras de gas. Seguiram-se ensaios para selecionar as culturas efeti-
vamente de hidrogénic, obtendo-se nove culturas isoladas enfre as produtoras de
gas. O gas produzido por cultura em tubos de ensaio vedados com folhas de borracha
contendo  10ml deste meio, incubados por 24 horas a 37°C foi coletado com seringa e
analisado em cromatSgrafo de gas CG modelo 350, com detector de condutividade tér-
mica em coluna de silica, corrente 70mA, sendo o nitrogénico o gas de arraste, & ve-
locidade de 60mi por minuto, e a temperatura de 50°C. As culturas produtoras de hi-
drogénio foram caracterizadas bioquimicamente usando sistema APL 20 {Analytical
Products Inc., Plainview, N.Y.) e a identificagdo das espécies por consulta ao ca—
talogo API conputatorizado.

Resultados e Discussio

Das culturas puras isoladas, 96,7% mostraram-se produtoras de gds, em anaerobio-
se. As espécies produtoras de h_ldrogezuo responderam por 15,5% das culturas produ-
toras de gas isoladas nas condigdes descritas, todas pertencendo a familia Entero-
bacteriacsae. Dentre estas, 90% das coldnias foram identificadas como pertencendo &
especie Citrobacter freundii, e as demais & espécie Enterobocter agglomerans. Estes
resultados cooncordam com os referidos pelos pescuisadores chineses (7). Nenhum
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anaerdbio estrito foi isolado, cbservacio 44 feita por Holmes & Freishel (3).

Na Tabela 1 estdo os resultades da andlise do o&s
produzido por ambas espécies.

Came pode sex chservado, s0 (0 e Hy estdo presentes
em quantidades aprecidveis. A percentagem de hidrogs-
nio proguzido foi maior que a de COp por ambas cultu-
ras, sendc E. agglomerans melhor produtora, nas condi-
cOes estudadas.

A significagiio desses resultados nio pode ser apro-
priadamente avaliada neste estagio da pesquisa. A po-
pulagdc microbiana do biodigestor nio foi determinada:
o meio usade foi deliberadamente seletivo, pois o vi-

Tabela 1 — Analise do gas
produzido pelas espécies
isoladas dos biodigesto-

res.
Simbolos: Metodo de dosa-
gem - cromatografis em
fase gasosa; Meio de vi-
nhoto - cultura de 24h a
35¢eC

nhoto  da fermentagio acetoncbutilica contém formiato,
acetato e butirato, nao sendo total a transformacio,
destes &cidos no curso da fermentacdo (5). Assim sen~ Ensaios
do, pode-se admitir que houve selecdo de flora capaz )

de utilizar aqueles acidos para produzir hidrogSnio e p 58,52 20,77
Co2. 2 58,95 40,87

S30 necessarias outras experi@ncias com meios mais 3 55,80 40,38
gerais, bem camo a comparagdc com a contagem total de wedia 57,748
células, para estabelecer a proporgio de espécies pro—
Gutoras de hidrogénio no ecossistema do biodigestor.
Os resultados, no entanto, confirmem que as enterchactérias produtoras de hidrogd-
nio t&m papel importante no processo.

A espécie Entercbacter agglomerans embora melhor produtora de hidrogénio, segqundo
a Tebela 1, tem menor significacio quantitativa que a espéice Citrobacter Freundii.
A predominancia desta espéeie em biodigestores anamerdbios produzindo metano ativa-
mente, tem sido constantemente yeferida (3, 7). Enbora a matéria prima contenha
1,39/1 de sulfato por litro, nenhuma especie do género Desulfovibrio foi cbservada,
o que & confimmado pela baixa concentragio de gis sulfidrico no biogas {i).

Camo quantidade de gas sulfidrico e hidrogénio livre no biogas produzido no bio-
digestor s3o insignificantes, admite-se gue todo o hidrogénio formedo foi transfe—
rido para o (O pela flora metanogénica, com produgldo de energia para as células e
liberagac de metano.

Espéciss
Z.agglomerens  C. fraundii

40,87%
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Resumno

Foi verificada a influencia de alguns constituintes do meio,
pH e tratamento da matéria prima na fermentagao citrica de-
senvolvida por dspergillus niger A1, linhagem isclada do vi-
nhoto da cana de aclcar. 0Os coeficientes de rendimento de-
penderam da concentracao de sulfate de magnesio, dos valores
de pH e foram praticamente constantes em diferentes teores
de nitrate de amdnio. A nmeutralizagao parcial de acido ci-
trico, durante o processo, determinou aumentc de produgio, =
¢ uso de sulfato de aluminio cu ferrocianeto de potéassio, no
preparo do melc de fermemtacdc, levou a diminuigao de rendi-
mento.

SumEary
Citric acid Ffermentation with Aspergillus niger Al

The influence of several medium components, as well as that
of the pH and of the raw material treatment, was studied for
the c¢itric acid fermentation carried cut with Adspergilius
niger Al; this strain was isolated from sugar cane stillage.
The yield factor wvaried with magnesium sulphate
concentration. Partial neutralisation of the citric acid
during the fermentation process increased the yield; the use
of aluminium or potassium ferrocyanide for medium
preparation resulted in lower yields,

Intzoducao

89

BAs exigéneias nutvicionais de Aspergilius niger, para producio de acide, dependem
da linhagem e do processo de cultivo. Uma linhagem, em determinado meio, pode pro-
duzir &cide citrico, no cultivo em superficie e nfo acumuilar o produto, quando o
cditivo & subrerso. No cultivo submerso, a fermentacBo depende, entre outros fato-

res, do desenvolvimento do micélio, em forma de oidios,

Influéncias dos constituintes do meio, na producdo de acido citrico, tém sido es-
tadadas (8, 11, 12, 13} e os trabalhos publicados mostram diferentes condicdes, pa-

ra Otima produgao. As variagbes sdo decorrentes de diferentes linhagens de  Asper-

gillus niger, usadas por diversos pesquisadores.

* Bolsistas do CNPg.

Rev. Microbicl., SZo Paulo, 15{2):89-93, Abr./Jun. 1984,
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Attas concentragbes de Ions metilicos no meio afetam, negativamente, a fermenta-
¢&o. O modo de diminuir os teores de metais & pelo tratamento da matéria prima, com
sulfato de aluminic (12), ou com resinas trocadoras de fons. Trmpy & Millis {13)
estudaram o efeito de Ions, como ferro, cobre € zinco, na fermentacio desenvolvida
pelo mutante Aspergilius niger 72-44 e verificaram maior tolerdncia a altas concen-—
tracdes de Ions metilicos que a amostra selvagem. Fntretanto, a produgdo de &cido
citrice fol welhor, &u baixa concentracido de Ions metalicos.

Este estudo & preliminay e relata a influéncia de alguns constituintes do meio,
pH e tratamento da matéria prima, na fermentacSo citrica, em escala de laboratirio,
desenvolvida por 4spergillus niger A1, linhagem isolada do vinhoto de cana de agi~
car (2}, em cultivo submerso.

Material e Metodos

Mierorganismo ~ Aspergillus niger Al, isolado de vinhoto de cana de aglcar e iden-
tificada no Departamento de Engenharia Bioguimica, da Escola de Quimica UFRT {2).

Condigac dos experimentos - Cultivo submerso, usando-se 100ml do meio de fermenta-
cac, em FErlenmeyer dJde 500ml, agitado a 150rpm, em agitador reciproco. O tempo de
processo foi de 168 horas, a 25¢C + 2. Para cada parametro estudado, foram realiza-
dos no minimo quatro experimentos.

Inoculo - Cada Erlemmevyer fol inoculado com 10° esporos/ml de meio, provenientes de
cuitivo em gelose Sabouraud a 250C/7 dias.

Mew de fermentagao - Me:.o basico, descritoc por Prescott & Dum (9}, modificado:
aglicar cristal 100g1-1, nitrato de amdnio 2,30g1l~!, sulfato de magnésio 0,23g1~1 e
fosfato monoacido de potassio 1,00g1'1.

Influéncia das concentragbes de nitrato de amdnio e sulfato de magnésio - As con-
centragdes testadas foram 9,5 - 1,0-2,0-3,0e 4 Ogl‘1 de nitrato de amdnio e
0,10 - 6,20 - 0,30 e 0,40¢1~ -1 cie sulfato de magnésio, O valor inicial do pH do meio
foi 7,0, :

Influéncia de pH inicial do meio de fermentagdo - Foram testadas as variacdes do pH
inicial: 2,0 - 3,0 - 4,0 - 5,0 - 6,0 e 7,0, ajustadas com solugdes de acide clori-
drico & ou hidrdxido de s&3io 2N e medidos em potencidmetro (Metrohn - Heriscn).

Influéncia da adigde de neutralizante - Baseado em Karow & Waksman (6), foi experi-
rentada a neutralizacdo parcial do acido, formado em intervalos de 40hs de proces—
50, Usou-se cono neutralizante solugio a 20% de hidrdxido de sddio e pH inicial
7.0.

Influencm do uso de sulfoto de aluminio e ferroczaneto de potdssio no prepare do
meic - A materla prima foi tratada com sulfato de aluminio (12): 1 litro de solugdo
a 10% de acicar foi adicicnado de 2 Sgde sulfawdealtmumoeopHaceztadoa
9,0, com solucdo de hidrixido de ambnio; apds separacie do precipitado por filtra—
gdo foram adicionados novamente 2,59 do sal e o pH foi acertado a 7,0. Apds nova
filtragho, o filtrado final foi usado para preparo do meio de fementac;ao.

Cam base em Gerhardt & col. {4}, foli experimentadc o meio de fermentacdo, adicio-
nado de ferrocianeto de potassio - 0,5¢ para 1 litro de meio,

Nas duas condigles experimentais o pH do meio foi acertado para 7,0.

Determinacdo quanmtatwa - 0 acido citrice foi determinado através da acidez, por
titulacdo com solucdo de hidrdxido de SOle 0,1N, para cs expe.rm\entos onde se usou
neutralizacio parcial; Iml dessa solucio & eqmvalente a 6,4mg de acido citrico. A
comprovacio de presenca de dcido citrico e determinagdes quantitativas, apresenta-
das, foram feitas pela reaczo de Furth-Herrmann (3), usando-se o método de Saffran
& Denstedt {10}.



Figura 1 — Coeficientes de rendimento
(Ys) da fermentagao citrica por Asper-
gillus niger A1, em fungdo da concen-
tragao inicial de sulfato de magnésio
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Figura 3 - Influéncia da adicdo de neu—
tralizante, na produgzo de acido citri-
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Figura 2 — Coeficientes de rendimento
(Y¥s) da fermentacdo citrica por Aspesr-

gillus niger A1, em fungdo do pH ini-
cial
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Figura 4 - Influéncia da utilizacao de
sulfato de aluminio e ferrocianeto de
potassio na producdo de dcido citrico
por Adspergillus niger At.
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0 coeficlente de rendimento (¥s) fol determinade, relacicnando-se peso do produto

formado {expresso em gq), por mol de sacarose inicial.

Fesuliados e Discussao

A concentragdo do sulfato de magnésio, no meio de
fernentagéo, teve influéncia significativa na produ—
Ao de acido cityico. Nos valores testados, diferen—

Tabela 1 — Coeficientes de
rendimento (¥s)} de fermen—
tagao citrica por Aspergil-
lus niger Al, em fungio da
cencentracao inicial de ni~

tes de 0,25¢1~, a formagic do oroduto dirminuiv trato de amonio.

{Fig. 1}. Shu & Johnson (11) encontraram, como con— Simbolos: * = desvio padrac
centracdes ideais, quantidades acima de 0 ,25g17) de da media
sulfato de nﬁgneSJ_o e afirmaram que teores acima de
,Ogl" ndo afetaram a eficifnciz da conversdo. A
lirhagem dspergillus niger Al apresentou eficiéncia Ritvato de =
de conversao dlrm.nu.lda, quande © meio corrtinha amdnio(gl*?)  d8hs  Ths  sehs

0 BOgl‘ oa mais do composto.

Na faixa de ooncentragao de 0,5 - 4,0g91" =1 ge ni-
trato de amdnio, cons;l.de.rando—se 03 desvics da mé-
dia, n3ac foram cbservadas variagbes na produgdo de
acido (Tabela ). Shu & Johnson (11) enfatizam que a
melhor fonke de m‘crogenlo €& 0 nitrato de amdnio &
sugerem o uso de 2,5g1~1 do composto. Banik (1) comprova este resultado, pois, en-~
controu camo melhor concentragio 2 2gl"'I . Entretanto, Grupta, Heding & Jorgensen

; quando usaram de zero a 4 Ogl*"l do composto, observaram que a formacdo de Aci-
do "fot awmentando, proporcicnalmente, até a concentracdo de 2,0g17 e, com 2,4gl-T
ou mais, a concentracdo do produto diminuiu. Convém salientar que a variacdo no
teor de produto formado dbservada pelos citados autores, fol de 0,2 a 0,4%, quando
usaram de 1,00 a 4,01~ de nitrato de amdnio.

Iru.c:.almente, foram feitas experi8ncias, variando-se o pH inicial do meio de fer—
mentagdo sem controle desse pardmetro, durante ¢ processe. Nos valores de pH baixos
- 2,0, 3,0 & 4,0 ndo ocorreu formacdo do produto; ¥s maximo ocorreu quando o valor
de ©H foi 7,0 (Fig. 2}. No processo de cultivo em superficie, a linhagem dspergil-
lus niger A1 comportou-se diferentemente, pois, em pH 4,0 apresentou conversio de
substrato a acido cifrico em torno de 50% e o méximo de conversido ~ 70%, que cor-
responde a ¥s de 239, deu-se em pH 6,0 {2}.

Nos experimentos com neu@allza(ia 0 do acido citrico formade, observou-se aumento
de produgdo, em torno de 28,0gl~! (Fig. 3). Nestas condigdes, o fator de conversdo
foi 61% = 1,0, bem acima daqueles cbtidos, sem neutralizacdo do acido, que foi
33,4 x 2,8. ghu & Johnson (11), trabathando tanbém em cultivo submerso, conseguiram
conversao em tormo de 70%, na faixa de pH 3,3 - 4,2. ¥han & Ghose (7), no estudo
cinético da fermentagho, cotiveram melhor conversdo — 60%, quando usaram pH 6,5,
Banik (1) encontrou, como valor otimo, pH 3,5 detectando conversdo de 46,6%. Nossos
resultades camprovam ¢ trabalhc de Karow & Waksman {6), que verificaram efeito fa-
vordvel, no processo quando usaram neutralizagio parc:.a}. do acido, com carbonato de
cdlcio. Os autores, trabalhando com Aspergilius wentii, conterdo 150gl‘ de acgucar
e pH de 3,0 ~ 3,5, sem neutralizacio, obtiveram 52,8g do acide citrico, o que cor—
responde a 35,2% de conversdo; com neutralizacdo parcial, conseguiram 56,8 — 71,3g
do acide, © que corresponde a conversdo, em relacdo ao agicar inicial, de 37,9% e
47,5%.

O uso de acglcar cristal, previamente tratado com sulfato de aluminio, determinou
diminuigdo na produgdo de acido citrico (Fig. 4). A conversdo, em relagdc ao acucar -
adicionado, baixcu de 60% para 41%, possivelmente, devido 3 retirada total de Ions,
como zinco e ferro, que s30 indesejdveis em altas concentracdes, mas necessarios em
baixos teores. Shu & Johnson (12), usando © sesmo tratamento, para glicose, conse—
guiram resyltados satisfatdrios, cbtendo conversdo de 67%, apls adigdes, ao meio,
de II>,3mg‘l'1 de ferro.

0 uso de ferrocianeto de potissio diminuiu, também, a producio, obtendo-se con-—
versac de 31% (Fig. 4). Este resultado camrova o tra.bajho de Banik (1), que também
cbservou diminuigdo de produgdo apds adicdo do composto no meic, conseguindo

37,6 66,7 102,6:8,5%
41,7 63,3 102,67,2
42,4 83,1 114,2:9,5
30,3 73,2
50,3 71,5

r
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2(),8(_:;1""“l de icido citrico, em mosto contendo 250gl"1 de sacarcse, portanto, conver—
sao de 13,9% am relagio ao substrato adicionado.
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Summary

In a study to determine the bacteriological quality of the
Atibaiag River, in S3o Paulo, Brazil, carried out during the
period frem August 1977 to July 1978, the fecal
coliforms/fecal streptococci ratio (FC/FS) was used to
characterize the origin of fecal pollution. Quantitative
determination of fecal coliforms and fecal streptococeci was
done using the multiple tube technique, in accordance with
the description of Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater, 14th ed. The application of the FC/FS
ratio allowed to  characterize the origin of fecal
contamination as predominantly human, however it  was
verified the possible influence of dumping industrial
effluents and of the distance of sewage dumpings in the
characterization of the fecal origin in certain locations in
the river.

Resumo

Avaliagdo da relacao coliformes fecazs/estreptococos fecais
na earacterizagio da poluigdo fecal em um rio subtropical

Em um estude para determinagio da qualidade bacteriolégica
do Rio Atibaia, 830 Paulo, Brasil, desenvolvido durante o
pericdo de agosto de 1977 a julho de 1978, foi wutilizada a
relagzo ceoliformes fecals/estreptococos fecals (CF/EF), para
a caracterizagac da origem da poluicao fecal. A determinacio
quantitativa de coliformes fecais e estreptococos fecals foi
efetuada pela técnica de tubos miuitiplos, segundo descrigac
no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, 142 ed. A aplicagaoc da relacio CF/EF permitiu
caracterizar como sendo predominantemente humana a origem da
contaminacdo fecal ao longe de rio, embora se tenha verifi-
cado a possivel influencia de lancamentos de efluentes ip-
dustrizis'e da distancia dos lancamentos de esgoto na carac—

terizacic da origem da poluigao fecal em alguns pontos do
rio.

Introdiuction
In recent years, the use of total coliforms as bacteriological indicators of

. Micrchiol., Sav Paulo, 15{2):94-102, Abr./Jun. 1984.
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fecal contamination in non-treated water was gquestioned (3} and there has been
increasing interest in fecal coliforms (FC) and fecal streptococci (FS) as more
reliable indicators in oontaminated waters (5, 6, 8, 9). These two groups of
indicators are particularly interesting when applied together, for the ratio
betwaen the density of these bacteria supplies information as to the origin of
fecal pollution (5, 7, 8, 9).

The use of the FC/FS ratio has been suggested as an useful procedure to
differentiate human fecal pollution from non human fecal peollution (5, 8, 9). It is
based on the fact that the two groups of indicators cccur in different proportions
in human feces and in other animal feces. Therefore, values sbove 4 for the FC/FS
ratio usually indicate human contamination whereas wvalues below 0.7 indicate a
non-human origin of fecal contamination {5, 8, 9}.

Studying the meaning of the FC/FS ratio, Kenner {(11) mentions the influence of
cuiture media used to detect such indicator bacteria, as well as the influence of
environmental factors, Likewise, Wheater & col. {15} found that procedures and
culture media used in the United Kingdom tended to produce higher FC/FS ratios for
haman, swine, chicken, and seaqul feces than the techniques and procedures proposed
by American standard methods.

The pericd of survival of fecal coliforms (FC) and fecal streptococei (FS) in
aguatic environment is another factor to be taken into account for the application
of the FC/FS ratio when one determines the origin of fecal pollution in water
bodies. Based on this factor, Geldreich & Kenner (9) recommended that the FC/FS
ratio be applied only within the first 24 hours after bacteria are discharged into
the waterflow. However, Feachem (4) mentions that is not always possible to assess
the age of pollution in the receiving body, and even with the availability of such
information, the time between excretion and discharge into the receiving waters may
ke uwncertain. In a study comparing the period of survival of indicator bacteria and
enteric pathogens in water enviromments, McFeters & col. (13} reported the rate of
survival of enterccocci as higher than that of fecal coliforms, and that the latter
have a higher rate of survival than 5. bovis and 5. equinus. Feachem (4) mentions
that even with varying FC and ¥S rates of survivel, it is possible to interpret
such ratios. Consideration should be given to the tendency of high FC/FS ratios
{ebove 4) +to decrease while ratios of fecal contamination from other warm blooded
animals (less than 0,7) to increase.

The purpose of this study was to assesss the application of FC/¥S ratic in the
determination of the origin of animal or human fecal pollution in a subtropical
river (Atibaja River, S3o Paulo State, Brazil).

The Atibaia is a tributary stream that discharges into the Piracicaba River which
in turn is a tributary of the Tiete River. The Atibaia River (Figure 1} is located
in the area of higher Parand River basin and flows almost fotally along the slopes
of the Western Mantiqueira Mountains, draining a water shed that covers an area of
2,724k? , Climatic conditions of the upper portion of the river are mild with rainy
pericds and cool sumers., The other portions of the river basin are more arid,
being dry in the winter and hot in the sumer.

Material and Methods

Sample and sampling - From August 1977 to July 1978, 2,864 samples were examined,
collected from 12 different stations in the section of the Atibaia River, noted in
Figure 1. Each sampling was done twice a month with 10 samples per station, with an
interval of cne hour between each sample (from 8a.m. to Sp.m.).

Samples were collected according to specifications of APHA Standard Methods 14th
edition (1975) and their transportation to the laboratory was done wnder
refrigeration. The period of time between the collection of samples and the
beginning of tests did not exceed 8 hours.

Method of analysis -~ Determination of fecal coliforms and fecal streptococci was
done using the multiple tube technique, according to APHA Standard Methods, 14th
edition (1975).
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Figure 1 — Atibala River: sampling stationms
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The criterion used to determine the origin of fecal contamination through the
FC/FS ratio is presented in Table 1.

Table 1 - Percentage of samples from each station as a function of e ratic values

FS
- % of samples
L Ratio values Station
B 8 7 Y 18 17 1% 14 13 g g 2 1
% z 4 (human dejects} 27.2  31.7  12.5  1%.6  21.7 2.2 M.7 1.6 68,2 59.3 BSOS  F4.2
o {predominance of
4 > ‘—S- > 2 human dejects in 17,7 23.5  15.5 19.2 2501 27.5  26.7 9.4 15.9  1Z.1 .3 12.9
- mixed polluticn)
C (uncertain inter-
2z = z 1 oretaticn) 28.6 27.7 26.0 29.6 25.1 24,6 24.7 13.2 117 15.8 5.4 5.4
FC (predominance of
T E > 0.7 animal dejects in 5.4 3.3 7.5 5.0 8.0 4.8 5.3 1.7 1.7 3.3 0.0 0.8
mixed poliution)
c {house pet and bird =
= 0.7 dej } 21.1 13,7 38.5 26,7 20.1 22.1 11.7 4.2 2.5 9.2 3.3 6.7
Results

Results cbtained in the study are presented in Table 1 with the percentages of
samples fram each station as a function of the FC/FS ratio values determined as a
criterion for application of the ratio.

Some of the features of the sampling stations and the level of fecal pollution in
each of them, indicated by the geqmetric mean (geometrical mean of twenty wmonthly
samples) of densities of fecal streptococci (FS) and fecal coliforms (FC) obtained
during the year covered by the study, are presented afterwards:
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a. AT-23 - Wastes brought by Atibeia River, high speed flow, stony bottom; low
output: {¥S) 3.8%10° - 6.7x10%; (FC) 9.5x10% - 1.1x70%

b, A7-27 - Sewage from the City of Atibaia and industrial wastes; very low flow dus
to the close Bragantina reservoir; marked change in the type of sludgy
substrate: (FS) 1.7x10° - 1.4x10%; (FC) 5.1x10° - 2.1x70%

c. AT-20 - Reration of water after the dam; deposition of suspended materials and
beginning of mineralization, absence of urban wastes: (FS} 3.8%10% - 8.5x10%;
(¥C} 3.1x10% - 8.8x10°

d. 4F-18 - Rpsence of polluting wastes: (FS)}1.7x102 — 1.4x10%; (FC)7.0x10° - 1.2x10%

e. AT-17 - Presence of hank vegetation; high speed flow; dumping of industrial
wastes, increase in the content of organic matter due to the entry of Itatiba
sewage duping brought by Jacarezinho River: (FS) 3.0x10° - 1.3x%10%: {¥FO)
6.6x10° - 1.7x10"

f. A7-18 ~ Large quantity of aguatic plants, absence of polluting wastes, slower
speed f{low causing the permanence of decaying organic matter in same site for a
long period of time; flow speed is aparently high, but this part, in fact, is
alrost non-flowing, probably due to its closeness o Salto Grande Dam, located
some 800m after this station: (FS) 1.9x10° - 1.8x10%; {FC) 4.8%10%® - 2.5x10*

g. A-14 - BReration of the water, after the Salto Grande Dam, marked change to a
stony substrate, absence of polluting waters: (F8) 1.1x10° - 5.6x10%: (FQ)
2.5x10* - 6.0x10%

h., 47-13 - Sewage durping from the cities of Valinhos and Vinhedo; industrial
wastes; limestone extraction; close to station 14: (FS) 1.9x10% — 6.1x10%: (FQ)
1.4x10% - 2.8x10°

i, AT-08 - Aeration brought about the different water levels and its turbulence;
dumping of industrial wastes and of sewage from the city of Souzas; (FS) 5.7x10°
- 6.6x10%; (FC) 3.1x10% - 4.4x10°

1. AT-05 — Intense sand extraction activity upstream; sewage dunping quite close to
sampling station; absence of industrial wastes: (FS) 2.6x10%2 - 3.1x10%; (FQ)
3.8%10% ~ 4.3x10°

k. 47-02 —~ Industrial wastes; sewage from the city of Campinas; high sgpeed flow:
largest waste contribution of Atibaia River; large variations of dissclved
oxygen: (FS} 6.0x10% - 8.7x10%; (FC) 1.3x10°% - 2.1x10°®

1. A7-01 - Close to station 2; industrial wastes; maximm value to water output;
large wariations in dissolved oxvgen content; slower speed flow: (FS) 6.4x10% -
4,5x10%; (FC) 3.5x10° ~ 6.7x107

For a better understanding of the results obtained, they will be presented
considering the sequence of the sampling stations downstream.

AT~28 Station -~ Above sampling station AT-29 on the Atibaia River, the water is
polluted with mmicipal wastes from the cities Piracaia, Nazaré Paulista and Bom
Jesus dos Perdbes, resulting in a total polliution loading estimated in 353kg BOD
per day. Considering the long distance between such dupings (39.5km, 37.0km, and
19.5km, respectively), the consequent change of FC/FS ratio values is shown, by the
results cbtained, to be due to different pericds of water survival of the groups of
indicators used. Therefore, FC/FS ratio values equal or above 4 were cbtained in
only 27.2% of the samples analyzed. However, we can consider that the predawinance
of human fecal contamination still is reflected in the results obtained, as 44.5%
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of the samples showed ratic values above 2,

AT-27 Station =~ FC/FS ratic values of 55.2% of the samples indicated the
predominance of humen fecal contamination, and 31.7% of the same samples showed
values equal or above 4. We may consider such data as characterizing the
predominant origin of fecal contamination in the area, since, some 7km upstream,
domestic sewage from the city of Atibaia is dumped with an urban polluting load of
1015%kg BOD/day. This station alsc receives water from textile and metallurgy
industrial cperations plus food processing and meat packing. The total pollution
loading was estimated in approximately 232kg BOD/day. The fact that a higher
percentage was not cbtained from samples with wvalues indicating human fecal
contamination is possibly due to the chemical and physical characteristics of these
effluents (wastes) such as pH, heavy metals nutrients, etc., and their mediating
effects on the persistence of the two indicator groups.

AT-80 Station - The larger percentage of samples analysed provided FC/FS ratio
values below 1, and reflects the change in the origins of fecal wastes in these
waters.

Results cbtained are consistent with agricultural and cattle raising activities
along this stretch of the river.

AT-18 Station -~ If we analyze the results cbtained for this station separately, we
will see that it is impossible to characterize the crigin of fecal contamination,
since FC/FS ratio values did rnot show a predominance to indicate a contamination of
human or animal origin (FC/FS > 2: 38.8%; FC/FS < 1: 31.7%). However, the
camparative analyses of the results of this station and those of the prior station
(AT-20), in which the main source of fecal contamination was shown to be animal,
shows and increase in FC/FS ratic values, which is expected in the cases of a:mra}.
fecal contamination, as the predominating species of fecal streptococci in
non-human  feces (5. Dbowvis and 5. equinus) are less resistant than the fecal
coliforms. Thus we can take such data as supporting those of station AT-20, and
they are oonsistent with the characteristics of station AT-18 where agricultural
and cattle raising activities predominate and where there is no discharge of
domestic sewage.

AT-17 Station - From the Jacarezinho River, upstream, it receives a polluting locad
estimated as 2,420kg of BOD per day, due to the dumping of the public sewage
{1,380kg BOD/day) and industrial waste (mainly textile and poultry}. Data obtained
relative to the application of the FC/FS ratic allow to characterize the fecal
contaminaticn as predominantly of human origin, for 46.8% of samples analyzed
produced ratio wvalues above 2. However, values above 4 were seen in only 21.7% of
the samples and this seems to indicate the action of industrial wastes, specially
on the fecal coliform population.

AT-16 Station — Results relative to this station are practically equivalent to the
previcus station {AT-17}, aproximately Skm far from AT-16, and a slight increase of
FC/FS ratic values were seen. The avea of this station is basically used as animal
pasture land, and the results obtained (48.7% of the samples with values indicating
a predominance of human contamination) are not consistent with the activities
carried out in the area. The river is quite deep and wide in this area, with a low
flow velocity and a low dissolved oxygen content. Such factors are dus to the
presence of the Salto Grande dam, nearly 800m downstream. Prcbably, the decreased
flow causes settling of much turbidity and associated bacteria. However, warm water
tamperature and nutrient discharges in food processing, raw sewage and textile
wastes may cause some regrowth of elevated temperature Kiebsiella pnsumoniae
strains. This condition would distort FC/FS ratios and the interpretation of the
fecal origin of these micrcbial contaminants.

AT-14. Stgtion - 10.5km far from the previous station {AT-16), and similar to it,
this station is located in an area dedicated to animal pasture land with no dumping
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of polluting loads upstream. Nearly 10km upstream, there is the Salto Grande dam,
with a level difference of about 60m. Although the speed of flow is not very high,
the water going through the dam is very mach aerated, high contents of dissolved
oxygen having been found at the sampling station (mean monthly values oscillating
between 7.6 and 9.3mg/i) (2). The FC/FS ratio shows the predominance of values
indicating the predominance of human fecal contamination (58.4% of the samples with
FC/FS above 2). Such values are not consistent with the characteristics of the
area, as there is no sewage dumping upstream and cattle raising activities
predominate.

AT-13 Station - Bhout 1.8km upstream, is receives the waters of RibeirSo Pinheiro,
where the sewages of the cities of Valinhos and Vinhedo are Qurped, with a
poliuting load of 1,675km BOD/day (2). The distances from the sites of dumping %o
the sampling station are approximately 8 and 18km, respectively. Application of the
FC/FS ratio showed a predominance of human fecal contamination, values above 2
being obtained in 81% of analyzed samples, 71.6% of which produced values equal or
above 4.

The corparative analysis of these results to those of station AT-17 is worthy of
mention, ZZor although the latter receives an approximately equivalent lcad of
household sewage, and in eguivalent distances, it produced ‘percentages
significantly lower of values indicating human fecal contamination. Taking into
account those industrial wastes dumped upstream of station AT-13, we can see that
wastes of paper industry are included armong total wastes dumped. Literature (10)
shows the capacity of Klebstelle multiplication in this type of industrial
effluent. As these bacteria can be detected in the fecal coliform test, they may
have had some influence upon those values above 4 seen in a high percent of samples
from this station. Data cbtained by Scrofernecker (14) in a study paralell to the
present study, show that station 13 is anong those which presented higher densities
of Klebsiella.

A8 Station - It is  located approximately 20km from the previous station (AT-13)
and upstream it receives the sewage of the c¢ikty of Souzas, and the wastes of
chemical plants, paper plants, and a slaughterhouse with sporadic activities.
Application of the FC/FS ratio produced results showing the predaminance of human
fecal contamination with values above 2 in 84.1% of the samples, 68.2% of which
showed values equal or above 4,

AT-5 Station ~ FC/FS ratic wvalues indicate the predominance of human fecal
contamination, as a monthly percentage of samples varying from 152 to 89% and
reaching 100% in March 1978 showed values above 4 for the ratio between the density
of such indicators. This can be explained by the dumping of househcld sewage of a
smail wvillage of nearly 1,000 inhabitants into a creek that reaches Atibaia River
approximately 10m upstream of the sampling station.

A2 Stgition - In this station, we could chserve the predominance of human fecal
contamination throughout the period of study. This was expected because through the
Rikeirac Anhumas, a tributary of the Atibaia River, the latter receives, upstream
of this station, the sewage of the city of Campinas, with 451,39t inhabitants
residing in the area drained by the Atibaia River basin, with 18,281kg BOD/day of
urban polluting lecad (2). Values cbtained indicate a predominance of human fecal
contamination in 21.2% of the samples, of which 81.9% showed values above 4.
Between the site of the previous station and the present one, the river also
receives several industrial wastes of chemical plants, an oil refinery and a
pesticide plant. The months of May and June witnessed a relatively high percentage
of samples that did not define as origin for fecal contamination (2 2 FC/FS = 1),
which possibly reflects a more marked action of industrial effluents during the
pericd. The same period corresponded to the lowest valuss of output of the river
{2) possibly determining a higher concentration of such industrial wastes.
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471 Station - FC/FS showed a predominance of human fecal contamination and such
results are consistent with the characteristics of the area, as this station is
only 4.5k far from station AT-2, where human fecal contaminaticn had the highest
indices of the entire river. Therefore, these zresults still reflect the
contamination intrcduced by the sewage of the city of Campinas.

Discussion

By and large, it was possible %o characterize the predominent origin of fecal
contamination in the Atibaia River through the application of the FC/FS ratio. 3
predominance of human fecal contamination was cbserved aleng the river with the
exception of a few sites. In station 20, there was a decrease of FC/FS ratio values
as compared to stations upstream, results characterizing a predominance of animal
fecal contamination. As stated by Peachem (4), regarding the interpretation of data
obtained by Lin & col. (12) in the evaluation of the Spoon River water quality,
decreasing values observed in their study would be more accurately interpreted not
as an evidence of the variation from human contamination towards animal
contamination, but rather as a consegquence o©of the lesser resistance of fecal
coliforms in the aquatic environment. In the present study, however, the
characterization of the ares, showing its almost essentially agricultural and
cattle raising activities, and the non-dumping of sewage in this portion of the
river, allows us to consider theseresults as indicating a predominance of animal
fecal contamination. In addition, such characterization is supported by the data
cbtazined in station AT-18.

Results obtained in the portion of Atibaia River between sampling station AT-16
and AT-14 are deserving of further analysis because they showed a relative increase
of FC/FS ratio values in areas of agricultural and cattle raising activity, in the
absense of polluting dejects. There is a predominance of animal pasture land in the
arez and one can consider that the high proportion of 5. bovis and 5. eguinus in
their feces, together with the I1ow rate of survival of such species in agquatic
enviromment, is responsible for such relative rise in FC/FS ratio values. Mc Feters
& col. (i3} found similar results, with 0.25 values for the FC/FS ratio in bowvine
fecal material at the begining of the experiment, and an increase of such value to
2, after 4 days of water exposurs. BAncother factor to be taken intc account
concerning the results found in this portion of the river is related to the culture
medium used to gquantify fecal streptoccocci. According to information produced by
¥enner {11) most strains of S. bovis and S. egquinus do not grow in ethyl wvioclet
azide broth, thus suggesting the nutrient defficiency of such medium and/or the
tozicity of ethyl violet dye for these species. Therefore, the combination of the
three factors {the ypossible predominance of 5. bovis and 5. equinus, their low
rate of survival, and the difficulty toc recover these species through the culture
mediun used) seams to justify the relative rise of FC/FS ratio values seen at this
portion of the river. Such considerations may also extend to the results of station
AT-138.

Cenclusion

Data cbtained show, in a general fashicn, that when the predominant origin of
fecal contamdnation is human, it is possible to characterize it applying the FC/FS
ratic, provided that the interpretation considers not only values above 4, normally
observed in human feces, but also a broader range (FC/FS above 2) which includes a
variation margin, considering the gradual decrease that occur in the ratic due to a
lesser resgistance of fecal coliforms in aguatic environments, according to data
obtained by Mo Feters & col. (13). When they interpreted the results of the
applicaton of PFC/FS ratic in the Spoon River, Lin & col. (12} alsc based their
considerations on results above 2 as an indication of predominantly human fecal
contamination., In the interpretation of the data collected in scme of the stations
there is a possible infiuence of two factors in the alteration of densities of
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J:.ndicator groups, and consequently, of the FC/FS ratio values: the duping of
mausnrla.l wzstes and the distance between the sites of dumping of dejects and the
sampling station. Such obsexrvations support prior conclusions by Geldreich & Kenmner
{9} that the FC/FS ratic is only valid during the 24 hour period immediately
following the discharge of bacteria in the receiving body.

2As regards the results obtained in those sampling stations in which, in view of
the characteristics of the activities carried out in the area, fecal contamination
mast be predominantly animal in origin, with the exception of station AT-20,
results did not allow for a characterization through a separate analysis of results
of each station. Pursuant to data obtained by Mo Feters & wol. (13) and stressed by
Feachem {4), in the cases of animal (non-human) fecal contamination, FC/FS ratio,
values tend o increase as & function of time oOf exposure to an aguatic
enviromment, in wview of the low rate of survival of &, bovis and S. equinus which
correspond to a relatively high percentage of the fecal streptococci population in
the feces of several animals (7). Bearing this in mind, and adding the difficulty
to recover S. hovis and 5. eguinug by means of the culture medium used, it was
possible to understand the results cbtained in some of the station where increased
FC/FS ratio values were cbserved in the absence of household sewage dumpings.

We may conclude from this study that the application of the FC/FS ratio may be
useful in the characterization o©of the origin of fecal contamination in
subtropical, fresh waters. Interpretation of results wust recognize the
environmental factors that affect any constant density relationship bebween fecal
coliform and fecal streptococci indicator systems.
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pollution, J. Wat. Pollut. Control Fed., 41:R336-R352, 1969.

10. Huntley, B.E.; Jones, A.C. & Cabelli, V.J. — Xigbsiella densities in waters
receiving wood pulp effluents. J. Wak. Poilut. Control Fed., 48:1766-1771,
1976.

11. Kermer, B.A. - Fecal streptococci indicators. In: - Berg, G., ed, - Indicators

of viruses in water and food. Ann. Arbor, MI, Science, p.147-16%, 1978.

12. Lin, §.; Evans, R.L. & Beuscher, D.B. - Bacteriological assessment of Spoon
River water quality. Appl. Microbiol., 28:288-297, 1974.
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14. Scrofernecker, M.L. - Contribuicdc ac estudo de bactérias do gérerc Xiebsiella
em aguas do Rio Atibaia, Estado de S3Zo Paulo. $3c Paule, Universidade de S3o
Paule, 1979. (M.S. Thesis).

15. Wheater, D.W.F.; Mara, D.D. & Oragui, J. - Indicator systems to distinguish
sewzge from stormwater runoff and human from animal faecal material.
Preceedings of a Symposium on Biological Indicators of Water Quality, Univ, of
Newcastle upon Tyne, wol.2, p.21.1-21.26, 1978.
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Cold Spring Barbor Laboratories - Cold Sprimg Harbor Symposia on Qantitative
Biology: organization of the cytoplasm. New York, vol.46, 1024p., 1982, US5$156.00.

Desde 1983 foram realizados anualmente (com interregnos em 1943-1945) 46 sinpd-
sios, no Cold Spring Harbor Iaboratory, cobrindo virtualmente todas as areas de es—
tudo da fisiologia celular, notadamente a da genetica.

0 sinpdsio publicado em 1982, organizado por J.D. Watson e G. Albrecht-Buehler e
trata da organizagio do citoplasma. Os 93 trabalhos tiveram a sequinte distribuicdo
no volume I: Principics de organizagao: ordem funcicnal e espacial no citoplasma (3
trabalhos);: Principios de organizagdo: &gqua e a arquitetura citoplasmatica {4);
Fluxo citoplasmitico e axonal (9); Elementos de organizacao: microtlbulos (12);
Elementos de crganizagfo; filamentos intermediarios (15); e no volume II: Elementos
de organizagio: microfilamentos (13); Superficie celular: organizacao superficial
{7); Superficie celular: clatrina (7); Superficie celular: sintese, exocitose e en—
docitose (6); Superficie celular: microvilos (4}; Mecanismos de organizagdo: regu-
lagdo do calcio e fosforilagdo de componentes citoplasmaticos (7); Nicleo e cito-
plasma (5); Sumario, Organizacdo do citoplasma.

Os trabalhos apresentados representam valioso repositarico de informagbes novas
para estudiosos de setores especificos de fisiologia celular, para os envolvidos na
organlzagao de cursos, bem como os estudantes de pos~graduagao. Constituem ainda,
fonte utilissima para anallse e meditacdc scbre as estratégias que vém sendo utll.‘t.—
zadas nos Uitimos anos nos Estados Unidos, para se estudar os mecanismos que inte-
gram e participam tanto da motilidade celular, cano aqueles que garantem a estabi-
lidade estrutural das células.

Faremos referéncia especial acs seguintes artigos:

1. Allen, R.D.; Travis, J.L. & col, - Cytoplasmic transport: moving ultrastructural
elements common to many cell types revealed by video-enhanced microscopy.

Os autores mencionam o estudo em células cultivadas de deslocamento citoplasmati-
co de particulas com dimensdes da ordem de 20nm através de microscopia de contraste
interferencial diferencial amplificado por video (video-enhanced-contrast—diferen—
tial~interference-contrast (AVEC-DIC) microscopy (Allen & col. - Cell Motil.,
1:291, 1981). Usando este método ha suficiente contraste em imagens de contraste
interferencial diferencial para detectar microtibulos, que tém 25nm de didmetro,
ranto in vitro como em algumas c&lulas. Como resultado da sensibilidade dos métodos
AVEC, particulas da ordem de 20mm s3c visiveis em células vivas.

2. De Brabander, M. & col. - Microtubule stability and assembly of living cellis:
the significance of metabolic inhibitors, taxol and pH. Vol.1, p.227-240.

Os certos aspectos da din3mica dos centros organizadores de microtibulos ("MIOCs,
microtubule organizing centers") siZo analisados notadamente alguns dos mecanismos
que a célula pode utilizar para agregar e estabilizar conjunteos especificos de mi-
crotiles.

3. Bremner, S.L. & Brinkley, B.R. - Tubulin assembly sites and the organization of
microtubule arrays in mammalian cells. Vol.1, p.241-253.

Teonicas de immofluorescéncia foram utilizadas para localizar centros organiza~
dores de microtibulos ("MIOCs"™) nativos e induzidos e para sugerir sua replicagdo,
maturagido e distribuigio no citoplasma de células cultivadas. Concluiram cque o cen—
trosomo  {centriolos e material pericentriclar}) constitui o "MTOC® priméric das cé-
lules interfasicas e tem papel de destacque na organizagdo do citoplasma. Estas or-
ganelas servem de moldes ("templates") para a iniciacdo e agregagao de conjuntos
especificos de microtibulos.

4. Satir, P. - Approaches to potential sliding mechanisms of cytoplasmic microtubu-
les., Vol.1, p.285-292,

Satir discute evidéncias indicativas, que em certos casos os microtibulos cito-
plasraticos movem-se e movimentam componentes celulares vizinhos, atraves de meca-
nismos semelhantes aos deslizamentos dos microtilpulos dos axonemas dos cilios. O

Rev., Microbiol., S3c Paule, 15{2):103-107, Abr./Jun. 1984,
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deslizamento ativo seria _provido por bragos de dineina.

Marece destaque a sequéncia de artigos do volume 1, que trata dos filamentos in-
termediarios.

Os filamentos intermediarios tém difmetro caracteristico de 10mm, entre os dos
microfilamentos de actina (6nm) e acueles dos filamentos de miosina (15nm) e dos
microttbules (25mu). Estudos imunolgices e bicguimicos mostram que os filamentos
intermedidrios (FIs) s&0 compostos por subunidades heterogéneas. S3o descritas 5
categorias maiores de FIS: {1} queratina {(tonofilamentos) encontrados em células
epiteliais e de origem epitelial; (2) newofilamentos encontrados em neurdnios: (3)
filamentos gliais, encontrados em células gliais e de origem glial; {4) filamentos
de desmina, encontrados em cé&lulas musculares ac nivel de disco 2; e (5) filamentos
de vimentina, que s&o os de maior distribuicio,

5. Ramaskers, F.C.S5. & col. - Use of antibodies to intermediste filaments in the
characterization of hman tumoprs, Vol.1, p.331-339.

Usando técnicas imunofluorescentes com antiscros para gueratina e vimentina, mos-—
traram a utilidade desses antisoros para o diagndstico diferencial de tumores ma-
lignos epiteliais (carcinomas) e derivados do mesenguima (sarcomas). Por exemplo,
em un tunor misto do Otero, distinguiram-se elamentos carcinomatosos {cueratina po—
sitivos e vimentina negativos) e sarcomatosos {vimentina positivos e queratina ne-
gativos) .

6. Lazarides, E. & col. - Desmin and vimentin containing filaments and their role
in the assembly of the 7 disk in muscle cells. Vol.1, p.351-378.

Os autores definiram, em misculos de aves, um regifo do disco 7 com constituicio
molecular caracteristica. Alem disso, demonstraram a existéncia de una trama de ci—
toesqueleto responsavel pela integqracic lateral de miofilamentos e poss:welrrente de
outras organelas na altura do disco Z. Os ccmponentes moleculares mais importantes
dessa matriz de integragdo sao as subunidades de desmina e vimentina dos filamentos
intermediarios de 10nm de espessura.

7. Small, §.V.; Rimmerthaler, G. & Hinssen, H. - Organization of actin meshworks in
cultured cells: the leading edge. Vol.i, p.599-611.

Trata da organizagac de wm compartimento do cito-esqueleto formado por ume malha
de filamentos de actina e de feixes desses filamentos na periferia, normalmente
convexa, de células cultivadas e que recebeu o nome de "leading edge".

8. Pollard, H.B. & col. - Calcium dependent regulation of chraraffin gramule move—
ment, membrane contact, and fusion during exocitosis. Vol.2, p.819-834.

Os seguintes tfpices sio discutidos (1) a _nterac_:ao esoecﬁlca da actina com as
membranas dos granulos cramafins; {2) a associagio especifica das membranas dos
granulos cromafins entre si e com a membrana plasmatica mediads por wma nova pro-
teina a sinexina; {3) a fusdo de membranas de granulos justapostas umes s outras
pela sinexina; e {4) a energetlca da secregao. Todos os eventos mediados pela sine—
xina dependem da concentragao do ion cadlcic (Catt).

Antonio Sessc

Faculdade de Medicina USP
Dept® de Patologia

Av. Dr. Arnaldo, 455
01246 Szo Paulo SP

Heslot, H., ed. — Perspectives d'applications industrielles du génie génétique.
Paris, Lavoisier, 21ip., 1983. 185F.

Este livro € baseado em confer@ncias proferidas em um simpdsio que leva o titulo
do livro e gque fol realizado em Paris em abril de 1982 e sob a coordenacas de H.
Heslot, do Instituto Nacional de Pesquisas Agrondmicas (INRA} da Franca.

A proposigZo ndc € a de esgotar ocu de estudar com profundidade as diferentss téc-
nicas de Engenharia Genética mas sim, de dar uma visdo geral das potencialidades da
Dlotecnoioga.a moderna e as eventuais aplicagdes futuras nas dreas biomédica e agro-
ndmica,
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0 livro comega pela descrigio por R. Téoule de uma das tecm,cas mais promssoras
na exploragao industrial da engenharia genetlca. a sintese quimica de genes. £ dada
uwma  visdc bem geral scbhre o metodo de sintese quimica de DNMA, serdo o capitulo en-
cerrado com exerplos da utilizacdo desta técnica (sintese dos genes de somatostati-
na e scmatozropma) e possiblidades concretas da mesma, com o isolamento de genes e
mitactes dirigidas em genes. Neste prune:.ro capitulo, nos deparamos Coit & apresen—
tacdo inconveniente do livre, onde as figuras encontram-se em bloco ao final do
texto, quebrando a continuidade da leitura.

Os quatro capirulos que se seguem tratam da utilizacic de cutros hospedeiros de
clonagem molecular que ndo E. eoli, a saber: Bactllus subtilis, Metilophilos methy-
1002’0?(‘?/3, Streptomyces e leveduras. E devidamente ressaltada a importancia da uti-
lizacic de hospedeiros diferentes de acordo com a aplicagdo e com © gene que se de-
seja clonar. No caso de B. subitilis, S.D. Ehrlich apresenta uma revisao dos resul-
tados obtidos em seu laboratorio nos Ultimos anos, mostrande a viabilidade deste
hospedeiro, gue apresenta menores riscos potenciais quando comparado a £, ceelfd. S3o
apresentados resultados scbre a utilizagZo de diferentes vetores de clonagem em 3.
subtilis, e entre oS quais vetores de expressac. O capltulo & encerrado COmM a COns—
tatagao da ainda ndc resolvida instabilidade de plasmidios hibridos neste hospedei-
ro.

Os outros dois hospedeiros procariotos, M. methylotrophus e Streptomyces (apre-
sentados por J.D. Windass e D.A. Hopwood, respectivamente), embora ndo tio bem ca-

racterizados quanto B. subiilis, podem tornar-se extremamente une:Ls industrialmen—

te. Entretanto, o hospedelro altenlatlvo mals interessante, & a levedura. H. Hes-—
lot, apresenta uma mini-revisio sobre a engenharia genética em leveduras, apresen—
tando generaizdades sobre as leveduras, examplos de genes ja clonados em leveduras
e conclui seu capitulo com as perspectivas futuras da utilizagéc de leveduras como
hospedeiros de clonagem mlecular de genes.

ApSs a apresentacio de diferentes hospedeiros de clonagens, s&o apresentados por
J. Collins e P. Ticllais, respectlvanente, genes de interesse biomédico: interferon
e antigencs de superf1c1e do virus da hepatite B.

0 livro prossegue com a apresentagao por J. Tempe e J. Schell dos plasmlda.os Ti
de Agrobacterum tumefaciens, os mais promissores em termos de engenharia genética
en plantas.,

O ponto forte deste livro 530 as mesas redondas {(vetores de clonagem, aplicagées
industriais da engenharia genética, e, estratégia para a transformacdo de células
vegetais) ! transcritas ao final do mesmo. Nelas, em um clima aparentemente mais
descontraido e com imaginagio, s30 discutidos os prcblemas técnicos com os diferen-
tes hospedeiros ¢ vetores de clonagem e a viabilidade real da exploracio industrial
de determinados genes.

Samuel Goldenberg

Dept? Bioguimica e Biclogia Molecular
FIOCRUZ

Ay, Brasil, 4365

21040 Ric de Janeiro RJ

Secretaria da IndGstria, Comércio, Ciéncia e Tecnologia/ Departamento de Ciencia e

Tecnologia - DCET/ Servico Estadual de Assistencia aos Inventores — SEDAT - XII
Concurse Nacional do Invento Brasileiro - “Prémio Governador do Estado™. Sao Paulo,
1984,

dajets.vos - Premiar o esforce de pesquisa realizado na drea de desenvolvimento tec—
noldgico, colaborar na aceleragao deste processo de desenvolvimento e divulgar a
tecnologia gerada no Pais, visando a sua efetiva incorporagio ao mercado.

CardicOes de perticipagio ~ Poderfo concorrer pesscas fisicas e juridicas residen-
tes no Pals. Um mesmo interessado poderd participar com mais de um invento, devendo
entretanto, cada invento ser inscrito separadamente. Poderdc ser inscritos inventos
com patentes concedidas e pedidos de privilégio em andamento, das seguintes nature-
zas: patente de mvengao e madelo de utilidade. N3o poderic sex inscritos inventos
cam pedidos de privilégio de patente depositados em outros paises e, posteriormen-
te, no Brasil,
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Prémio - O prémio concedido serz de Cr$ 5.000.000,00 {(cince milhdes de cruzeiros).
Se o invento vencedor pertencer a pessoa juridica, serd conferido um diploma 3 En-
tidade e, a0 inventor, o prémio em mosda corrente,

Inscrigles — Os interessados em participar no Concurse deverdo solicitar e/ou reti-
rar diretamente o Regulamento e a Proposta de Inscrigdo no Servigo Estadual de As—
sisténcia aos Inventores, na Av. Angelica, 2632/99 andar - 01228 S3o Paulo SP ~ Fo-
ne: 231-5355 Ramal 44 - Telex (011)32516 SEAY BR. Maiores informacdes no local da
inscrigao.

Critérios de avaliag3o - A anidlise e o julgamentc dos inventos inscritos sera feito
por wma Comissdo Julgadora, camposta por especialistas de notdria capacitacfo, vine
culados a Entidades da Rede de Ciéncia e Tecwologia do Pais., Qs paranetros de ava-
liagdo & classificagdo dos inventos inscritos s3o: interesse nacional e alcance so—
cial; progresso tecnoldgico; aplicabilidade industrial e originalidade.

0 resultado ser3 tornado piblico através do Diario Oficial do Estado de S3o Paulo
no prazo miximo de 15 (quinze) dias apds o término dos trabalhos da Comissio Julga-
dora.

Strathern, J.N.; Jones, E.W. & Broach, J.R., eds. - The molecular biclogy of the
yeast Saccharomyces: metabolism and gene expression. New York, Cold Spring Harhor
Laboratories, Monograph Series, 680p., 1982. ©$90.00.

Trata~-se do 29 wlume de uma série que se propde a apresentar revisOes sobre os
temas mais modernos da Biologia Molecular da levedura Saccharomyces cerevisiae. Es—
ta publicagdo & extremamente oportuna, wa vez que, desde 1970, quando da edigdo do
livro ™"The yeasts" (Rose, A.H. & Harrison, J.S. - Academic Press, London, New
York), ndo se tinha noticia de nentnm cutro livrc que cobrisse os diferentes aspec—
tos da genética e bioquimica de leveduras e os interessados no campo estavam real-
mente sentindo a faita de uma publicagao atualizada.

Este volume aborda diferentes aspectos do metabolismo de Saccharomyces, incluindo
capitulos scbre ¢ metabolismo de carboidratos, do nitrogénio, de lipideos da mem—
brana, biossintese de aminoacidos e de mucleotideos, estrutura e biossintese da pa-
rede celular e mecanismos de transporte. S3o0 ainda expostos os conhecimentos atuais
sobre circuitos regulatdrios da express3o génica em diferentes vias metabdlicas e
estidos recentemente desenvolvidos schre a biossintese de proteinas, envolvendo o
proprio processo da traducdo da informacio genética, camo ainda ¢ controle genético
dos tRNAS e rRNAS € a sintese dos ribosscmos. De particular interesse s3o os capi-
tulos referentes s RMA polimerases nucleares e o seu papel na transcricfo, ao pro-
cesso de secrecgdo de proteinas e 3 pesquisa schre DNA recombinante nas leveduras,
e vez que constituem campos de pesquisa, que, somente recentemente, vieram a so—
frer um grande desenvolvimento, de modo que ndo constam dos livros anteriormente
publicados sobre estes microrganismos. Encontram-se ainda no Iivro, sob a forma de
apéndices, o mapa genetico atualizado de Sazccharomycss cerevisice e uma relagao de
marcadores bioquimicos existentes para organelas da levedura.

0s 14 capitulos em que estl dividido este volume séo de Otima qualidade, tendo
sido escritos por especialistas de rencme em cada campe. Hn todos os capitulos, en-
contra-se uma ampla revisao bibliografica, que permite ao consultor completar os
seus conhecimentos sobre o assunto.

Assim, este livro constitui um excelente exame scbre ¢ estado atual do conheci~
mento da Biologia Molecular das leveduras, e n2o pode deixar de fazer parte da
biblioteca de geneticistas e bioquimicos. Além disto, considerando o enorme campo
de aplicacles em gque s3o empregadas as leveduras, recorendamos ainda o livro a
qualquer pessoa interessada em estudos de fevmentacbes envolvendo estes microrga-
nismos. E importante salientar que a levedura Saccharomyces, além de ter mostrado
ser um organisme extremamente Gtil para o estudo da Biologia Molecular de células
eucaridticas, passou desde 1978 a poder ser empregada em experiéncias de Engenharia
Genetica, o© que ampliou consideravelmente as perspectivas do seu aproveitamento em
diferentes canmpos de pesquisa envolvendo os mais variados organismos. No  contexto
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atual, & portanto muito maior a faixa de interessados que ua publicagdo deste tipo
pode alcangar.

Ndo podemos evidentemente deixar de vecomendar ainda o 19 volume desta série,
publicado em 1981, que trata de temas relacionados com o cicle celular e a genética
de Saccharomyces cerevisiae. Os 2 volunes se completam para constituirem uma valio—
sa fonte de informacgdes, indispensaveis como consulta para os especiglistas da
&rea, como ainda para introduzir a levedura a estudantes e demais pesquisadores que
gueiram ingressar neste campe do corhecimento bioldgico.

Ana Clara S. Frascino
Instituto de Quimica USP
Caixa Postal 20780

01000 S3o0 Paulo SP

Bertazzoni, V. & Bollum, F.J., eds. - Advances in experimental medicine and
biclogy. Terminal transferase in immunobiology and levkemia. New York, Plemum
Press, vol.145, 393p., 1982.

Trata-se da colegac dos trabalhos apresentados em Eiba, Italia, em 1981, scbre a
deoxynucleotidil ‘fransferase Terminal (TdT}. Essa enzima conhecida ha 20 anos, ade
quiriv wa grande importancia na atualidade, por ter sido cbservado que ela tem uma
distribuicao peculiar nos tecidos, sendo encontrada em linfocitos T e B em determi-
nadas etapas de sua maturacdc. Este achado faz com gue o TAT seja um marcador bio-
quimice importante para o estudo da immologia. S30 apresentadas a caracterizagio
bioguimica Ga enzima, seu fracionamento e purificacio e métodos bioquimicos e  imu-
noldgicos para identificacio e caracterizacio do TAT nas diversas espacies animais
e nog diferentes tipos celulares. E dado particular &nfase ac achado desta enzima
em células neoplasicas de pacientes com leucemia linfoide aguda, linfama de Hodgkin
e também de pacientes com leucemia mieloide aguda. Mais importante ainda, sdo deli-
neadas aloummas possibilidades de serem ainda exploradas scbre o uso da TAT como
marcador para o estudo da ontogenia do sistema immoldgico e um melhor conhecimento
da célula leucémica. Varios trabalhos apresentam os resultados obtidos em células
necpladsicas em pacientes com leucemia e linfoma, mostrando sampre una boa correla—
cio desse parametro com outros parametros utilizados para avaliacio prognostica do
paciente. Aqui, mals uma vez, fica demonstrada que a TdT & um bem marcador para o
estudo da biologia de leucemias e linfomas e provavelmente, para wma melhor oOrien-
tagdo terapbutica, isto sem falar que com o advento dos anticorpos monoclonais, ela
poderda adquirir mais uma utilidade. Os varios trabalhos apresentaram una boa revi-
sao bibliografica que permitird um estwdo ainda mais profundo a respeito, camo 3a
esta referido no prefacic. O conjunto dos trabalhos mostra a validade e a necessi-
dade da pesquisa conjunta feita por bioguimicos, bidlogos, immdlogos e hematdlo-
gos. Trata-se pois, por sua abrangéncia, de um livro de utilidade real para grigos
de pesquisa e para consulta.

Dianz H.B. Pozzi

Faculdade de Medicina USP
Disciplina de Hematologia e Hemote-
rapia

Av. Dr. Arnaldo, 415

01246 S3o Paulo SP
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