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PRODUCAD DE CAROTENOIDES POR FERMENTACAD, 1 - PrODUCAD DE
BIOMASSA DE RHODOTORULA GLUTINIS VAR. GLUTINIS®

Isamar Costa**

Hebe L. Martelll

Iracema M. da Silva

& Daniel Pcmeroy

Dept? de Engenharia Bioquimica
Escola de Quimica HUFRJ

Bloco E ~ Centro de Tecnologia
Tlha do Fundao

21941 Rio de Janeiro RJ, Brasil

Resusnn

A obtencio de biomassa da levedura Rhodotorula glutints var
glutinis fol ensaiada em varios meios de cultura, chegan-
do-se a um meio balanceado, tendo sacarcse comercial e sul-
fato de amdnio como fente de carbomo e nitrogenio, respecti-
vamente. O pH foi mantido entre 6,5 e 5,6; a temperatura &
27 % 20C, A taxa de aeracaoc foi 1,0vvm e a velocidade do
agitador 400rpm. 0 volume util do jarro do fermentador foi
um litro, sende gue a relacao entre a altura do iiguido e o
dizmetro da base foi igual a 1,0. A eficiéncia media de con—
sumo do substrato foi 98% ¢ o fator de rendimento médio
0,486g de celula seca por g de sacarose. A taxa especifica
de erescimento na fase exponencial foi iguzl 2 0,34h-1 e o
tempc medio de duplicacao 2,0h; a duracao da fase exponen-
cial atingiu 12h. O peso medic de biomassa ssca produzida em
1% horas de cultivo variou de 10,0 a 11,0g por litro.

Sumary

Carotenotd produciéion by fermentation. I - Biomass produc-
tion of Rhodotorula glutinis var glutinis

A sinthetic medium containing commercial sucrose and amonium
sulphate as carbon and nitrogen source respectively, was
developed for growing the yeast Rhodotorula glutinis var
glutinte. Cell growth was carried cut at 279C, and pH 6,5,
in & one liter working volume bench fermentor, with a liquid
height to jar diameter ratio B/T = 1.0. The aeration rate
was 1.0vvm and the rotational speed of the agitator amounted
400rpm. The average substrate consumption for growing was
98%, the vyield £factor for biomass production being 0.486g
for g of sugar. The medium value £or the specific growth
rate at the exponential phase of growth exhibited by the
culture under the above conditions was 1y, = 0.34n-1,

* muxliliado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
{CNPq) e Financiadora de Estudes e Projetos (FINEP),

** Parte da tese "Producio de b—carotencs por uma espécie do género Rhodotorula,
executada <o bolsa da CAPES, aprovada no Dept@ de Engenharia Biogquimica da Es-
cola de Quimica da UFRJ, para chtengio do grau de Mestre em CiZncias

Rev. Microbicl., $S&c Paulo, 15(3):100-113, Jul./Set. 1984.
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corresponding to a doubling time of ca. 2.0h. Cell crops
awounted 10,0 te 11,0z of dried cells per liter, after 19
hours of growth; at this time the cells were just lighted
coloured or not yet colgured.

Introducss

As espicies da familia Rhodotorulaceae caracterizam-se, entre as levediras, pela
presenca  na membrana celular de pigmentos carotendides (6). Nas espécies do género
Rhodotorula foi camprovada a presenca de o e B~carctenos, assim como toruleno e to—
rularcdenc, senpre como produtos do metabolismo secundario (5}. Os pigmentos caro-
tendides sfo inswumos da indGstria farmacdutica, pois, no organismo dos animais sio
convertidos em vitamina A. Além disso, s3c utilizados cam corantes amarelos, sollG-
veis en gorduzras, na indistria alimentar.

53¢ rarovs os trabalhos sobre as exigéncias culturais e fisiclogia das espécies
do género Rhodotorula. Alquns autores referem-se ao cultivo destas espécies, am re-
gime continuo, visando a biossintese de gorduras {3, 7, 8).

A obteng3o de biomassa, em condicfes operacionais definidas, &€ requisito basico
para o estude da produgdo de carotendides.

Tabela 1 - Composicao dos meios

Camponentes Melos

g/l 3 2 3. 4 5 5 7 8 8 W n_ 12 13
Glicose - - - - - - - - < w6 - -
Frutose - - - - - - - . . me - .
Sacarose 3%,0 18,0 106,0 180 36,0 20,0 200 20,0 20,0 - - 20,0 20,0
0w, ,50, L0 2,0 230 28 25 57 3,7 37 - 3,7 37 - 37
Urédia - - - - - - - - 1,8 - - - -
Peptona - - - e
¥g0, MO 05 05 95 05 05 05 o5 65 0,5 05 05 05 0,5
¥, L0 20 - 2,0 20 26 &7 - &7 -
K50, - - 2B - - 20 05 55 50 55 55 55 55
NaH, PO, = - 30 40 &8 -~ 28 _ 335 3,75 3,75 3,75
NaH_FO, - 2,0 - - - _ - - - - - - -
e - LS 05 L0 1,6 1,0 10 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1.0

Agente — Rhodotorula glutinis vax. glutinis (6) mantido por repigques mensais para
gelose Saboureawd, incubados a 259C por 72 horas e conservados a 5oC.

Maotéria prima - Aglcar cama (substrato: sacarose).

Metos de cultive - Inicialmente, foram ensaiados alguns meios de cultura. Foi dada
preferéncia a meios simples, visande facilitar a operagac de separacgio e lavagem da
bicmassa, para posterior extragio e purificacic dos carotendides. A Camosicio &
encontrada na Tabela 1.

O pHl foi ajustado a 6,5 ndo tendo variado com a esterilizacio a 0,5 atmosferas
por 15 minutos.

Os indoulos foram preparados no proprio meio, por cultuvo a 279C ror 18 horas, em
volunes correspondentes a 10% do volume a semear. A pureza foi controlada por exame
sob microscopio, de preparacdes coradas. A concentracio celular, foi determinada
por contagen do nimero de células e por detemminacidc do peso seco de células, usan—
do-se como indculo volwme adequado de cultura.



Foram feitas experiéncias em frascos cdnicos
de 5%00ml, contendo 100ml de meio, agitados a
120 batidas por minuto, em agitador SOLD

131

Tabela 2 — Influénclza da composi-
¢io do meio no crescimento da
cultura em frascos agitados.

{Arthmr H., Thomas Co.) e em fermentador de Simbolos: pH inicial = 6,5; con-
hancada, em jarras &e 2 litros, sendo de um centraczo celular inicial =
lityro © volume Gtil. O fermentador Microferm 2,0¢10% cel/f; temperatura =
New Brunewick Sc. Co € dotado de controle de 27%29C; agitagdo = 120 batidas

temperatura, de agitagio e asracdo. O volume por minuto; tempo = 24 horas; vo-
de meio foi calculado para wma relaggo H/T lume = 100ml. A composicao dos
igqual a 1,0. o inicio e a intervalos conheci- meios estao no item Material e
dos, foram retiradas amostras de 5,0ml para Métodos

determinacao do nimero de células, do peso se-
co de células e da concentracgdo do substrato.

: . s -8
Ao fim, a bicmassa fol centrifugada, lavada, it bl p floal  Nlced/Uhxt0
seca, pesada e utilizada para posterior extra- 1 50:0,7:0,8 2,0 18,0
(}5.0 e dosagaﬁ do Hmm. Neste mosto fi- 2 50:3:6 2,5 21,0
nal, além da concentracdio de agicar, foi tam- 3 s0:6e2 ‘o 20.0
bém determinado o nitrogénio residual. As cen- 4 soi4i0 oo 5.0
trifugactes foram efetuadas em centrifuga Da- o ! !
non/TEC modelo BNS, em campo centrifugo de in- 3 30:2:5 4.0 22,0
tensidade 1000g. 6  50:7,5:5 5,0 83,0
7 50:5:1,4 3,5 30,0
Métodos de andlise - A concentragao celular 8  50:5:10 5,0 82,0
foi quantificada por dois procedimentos: con- 9  50:5:16 6.0 26,0
tagem das celulas em cimara de Neubauer (2), 10 50:5:14 5,5 119,0
com o fim de acampanhar o crescimentc das cul- 11 50:5:14 5,5 30,0
ras e Por detenﬁjnagéo do peso geco da massa 12 50:5: 14 5,5 37,0
- celular por gravimetria, em estufa a 60°C, pa- 13 50:5:14 5,5 108,0

ra determinacao do rendimento.

O agloar foi dosado, apds hidrdlise cam  so- o
lucio 2M HCL, a 70°C, por 10 minutos e neutralizagdo com NaCH 0,IN. A glicose foi
dosada pelo método da glicose-oxidase (1), em espectrofotimetro Spectronic 20 Baush
Ienb, usando-se um fator para quantificacéo da sacarose.

A variacio do pH do meio foi determinada por potenciometria, com aparelho pH Me-
ter B-520 Metrhom Herisau.

Fesultados e Discussao

Infludneia da composicdo do meio de culture - Os ensalos, para selecio dos meios,
foram feitos com frascos ofnicos de 500mi contendo 100mi de meio, usando 04 frascos
para cads experiSncia, semeados e agitados conforme descrito, e a temperatura de
27 + 2eC.

Mo inicio, e a intervalos conhecidos, foram retiradas aliguotas de 17,0ml para
contagen das células e dosagem do agtcar. Findo o crescimento das culturas, ¢ volu-
me tokal foi centrifugado e as células lavadas, secas e pesadas.

Como pode ser visto pela Tabela 2, foram variadas as relacoes C:N:P, assim ocmo,
verificadas as influéncias da fonte de carbono, da fonte nitrogenada, da concentra—
¢ao de fosfatos para to do meio, e a infludncia da concentracso da saca~
rose entre 18,0 e 100,0g/1. Os melhores resultados foram cbtidos com giicose e sa-
carose camo fonte de carbono e energia; esta Gltima fol escolhida para compor oS
neios en todas as experi@ncias subsequentes, sendo que a concentracao de  20,0g/1i-
tro foi a que deu melheres resultados, pois concentragies mais elevadas inibiram o
crescimentn das culturas. Das fontes nitrogenadas, o suifato de amfnic mostrou-se
mais eficiente que a peptona ou a uréia. A proporcdo 50:5:14 para a relagao C:N:P
rostrou-se a mais apropriada, a relacdo 5,50 e 3,75g/litro de respectivamente fos-
fatamonopotassico e fosfatodissddico, permitiu que o pH variasse apenas de 6,5 a
5,5 ao curso do processo, portanto, sem prejuizo para o crescimento da cuitura. Pe-
ios resultados obtidos, o medo 13 foi escolhido para as experifncias subsequentes.
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Tabela 3 -~ Cinética do Figura 1 — Cinetica do crescimento da cultura

crescimento da cultura, de Rhodotorula glutinis var. glutinis e do com-

do consumo do substrato sumo de substrato.

e variacdo do pH. Simbolos: condigdes = meio 13; remperatura am-

Simbolos: Meio 13; tem- biente 2720C; taxa de aeragzo 1,0vvm; veloci-

peratura amblente = dade de aeracao 400rpm; o0 - crescimento T

27x20C; aeracao = 0,32h~1; tg = 2,2h; A-A = consume

1,0vvm; agitagao =

400rpm; X, = 0,09g/%; Xf

= 10,5g/4 I 3
feelsi) (gsL)

Tl N{cl/2ix197°  S(gfi)  pH

8 1,0 21,4 6,5

2 2,2 21,0 6,5

4 4,5 20,0 6,5

6 7,9 19,3 6,5

8 13,3 15,6 8,5 0" 10,0

10 32,4 12,5 6,5

12 67,0 11,6 6,35

13 97,7 10,5 6,5

15 182,0 9,6 6,0

17 27,0 85 5,5

zi 352,6 50 5,0

24 420,0 0,4 4,5

Parametros cinéticos de cresei- 14 10

mento das culturaes - Estas expe—
rigncias foram conduzidas em fer—
mentador de bancada, o meic 13,

e nas condigdes acima referidag.

Foram ensaiadas algumas ccombina—

¢oes de velocidade de agitacio e

taxa de aeracdo, tendo sido esco-

Ihidos os valores 400rpm e

1,0vvm, respectivamente, pois o
aurento na taxa de aeragdo e na
velccidade de agitac@o, al&u de 5
néo propiciar produtividades mais 9 2 4 & 8§ W ® 14 16 18 20 32 o4
elevadas, pramcveu a formacio in-

tensa de espumas, sendo necessa-

ria a adicéo de maiores quantidades de Sleo vegetal. Isto foi evitado rorgue pode-
ria acarretar © nascaramento dos resultados, pois, segqundo Ciegler & col. {4}, a
adicdo de Oleos vegetais influencia a producio de S-caroteno pelo fungo Bigkesieq
trispora. Assim sendo, buscou-se uma relacdo agitacio/ameracic que permitisse a cb-
tengao de bons pardmetros cinéticos para o crescimento celular, =0 tempo que também
as condigbes de trabalho se mantivessem constantes e nio interferissem na £inalida—
de proposta, que € a producdo de S-caroteno. As médias aritméticas dos zesultados
cbtidos, assim como da variacdo do pH, estio na Tabela 3.

A parCir dos dados da Tabela 3, foram determinados os sequintes valores : fator
de rendimento ¥g/g = 0,496; a eficiéncia de consumo dos substrato n = 98,13%; e o
rendimento celular,

Com a finalidade de determinar a velocidade especifica de crescimento na fase ex—
ponencial ux fol tracada a curva de crescimento da cultura que se v& na Figura 1,
assim cow a curva de consumo do substrato. O valor de ux foi determinado grafica-
mente e deste foi calculado o tempo de duplicagéo tg cbtendo-se, respectivemente Hx
= 0,340h~1 e tg = 2,0h. A curva de crescimento n3o tem fase lag, indicandoc boa
adaptacic do inbdoulo; a fase exponencial de crescimento tem 12 horas de duracdo, o

o-rescimente celuter
A-conseme de substrote

1(k)
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que explica o bam rendimento celular dbtido.

Os valores do aglcar e do nitrogénio residual, respectivamente 0,4g/litre e
0,01g/1litro, wostram que ¢ Meio estd bem equilibrado. Por outro lado, se fosse ne-
cessario considerar, a disposicio do efluente, esta seria facilitada pelo seu pe-
gqueno poder poluente.

Na literatura consultada foram encontrados poucos trabaihos especificos, referen-
tes 3s exigéncias nutritivas das espécies 4o género Rhodotorula e nenhum trabalho
scbre os parametros cingticos de seu cuitivo, em batelada, para que oS presentes
resultados pudessem ser comparados.

o valor de rendimento da efici@ncia de utilizagéo do substrato e O tampo de do
plicacdo sio comparaveis com aqueies considerados bons, para cultivos de espécies
do género Candida.

Fmbora o cbjetivo principal das experiéncias fosse a produgso de carctendides, os
resultados sugerem que & bicwassa, assim chtida, poderia ter uso alimentar, com al-
quma vantagem sobre a bicmassa de espécies do género Candide, devido a presenca de
precursores da vitamina A.
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Resumn

A presenca de plasmidio R, em clones excretores e nio excre—
tores de protease, de uma linhagem de Proteus mirabiliis,
confere maior sensibilidade ao desoxicolate de sddio,

_Smmry

Increased sensibility to sodium deoxycholate of Proteus
mirabilis strains carrying plasmid R

The presence of plasmid R confers to protease excreting and
non-excreting clonal isolates of a single Proteus mirabilis
strain a greater sensibility to sodium deoxycholate,

Introducao

O estudo de individuos isolados revela que alqumas amostras de Proteus mirabilis
apresentam a condicdo de excretar protease (gelatinase), como carater instavel {5),
onde grande nimero de individucs da populacio nSo excreta a enzima {colénias ).
Ha evidéncias de que o cardter protease tem arigem extracremosstmica (4). Fol veri.
ficado, também, instabilidade ligada 3 presenca do plasmidio R e as ¢&lulas da po-
pulagdo que retdm o plasmidio R, excretam scmente 50% do teor de protease em rela—
¢80 aguelas desprovidas desse elemento (3).

Este trabalho tem por objetivo comparar o grau de sensibilidade ap desoxicolato
de s&dio entre células de uma mesma populacan de P. mirabilis, portadores ou ndo de
plasmidioc R e ainda, verificar se existe alguma relacdo com a incapacidade de ex~
cretar protease.

Rev. Micrabiol., Sio Paulo, 15(3):114-118, Jul./Set. 1984,



Tabela 1 - Amostras de Proteus mira—

bilis utilizadas. Mostras Caracteristicas do clone Origen
8imbolos: N-17 isoclada de material He17-11 {P%} protease-positive N17
clinice humano por N.FP.. Souza {(Santa RAT-EB (2) protease-negativo N-17
Casa de Curitiba); L-68 isolada de 168473 (B4} protaase-positivo 168
material elinico humano por G.V.A. 6881 (27) protease-negative 168
Pessoa (Instituto Adolfo Lutz}; ap = L62-79 {B*, B sitiv € plasnidic B 168
ampicilina; Xm = canamicina; Sm = es— (Ap, ¥m, Sn, T, Cn, Hg)

treptomicina; Tc = tetraciclina; Cm = 1-63-79A [P~, R}  proteasenegativo e plasmidic R 168
cloranfenicol; Hg = mercurio {hpr Km, Sm, T, Cm, Hg)

Material e Metodes

fAmostras bacterianes - As amostras de Proteus mirabllis usadas neste txabalho, bem
camo suas propriedades mais relevantes, estin descritas na Tabela 1.

Meios de eultura - NB (Bacto Nutrient Broth, Difco); MM, meio minimo {6} adicicnado
de 0,75ug/ml de dcido nicotinico.

Tsolamento e caracterizagio de células produtoras de protease (F*) e nao produtoras
de protease (P-) - Para o isolamento de tais linhagens, utilizou-se a té&mica de
hidrdlise &a gelatina (5). Os individuos P~ foram cbtidos espontaneamente, com ex-—
cecio do clone N-17-EB (P~), que resultou da acdo curagénica do brameto de etidio
(3,27x10—°M) .

Gu_:ﬂadopEasmfdioR—Canbasenaconcentraqéomi:ﬁmainjbitériapaxacadam das
drogas, testaram-se individucs da linhagem P. mirabilis 1~68. Dada a alta instabi-
lidade, a cura espontirea do plasmidio R & alta e sua confirmacdo foi feita pela
eletroforese am gel de agarose.

Determinagio da sensibilidade ao descxicolato de sodio - RS varias amostras foram,
primeiramente, cultivadas em NB, por uma noite, a 37°C e depois semeadas em MM 13~
quido, para dar, aproximadamente, 10°% cdlulas por ml. ApSs incubagdo a 37°C, com
160 agitagBes reciprocantes por minuto, por 24-30 horas, as culturas foram dilui-
das, convenientemente, em Meio minimo (sem os componentes glicose e &cido nicotini-
co). Aliquotas de 0,1ml foram espalhadas em placas, contendo MM solido, adicionados
de diferentes concentracdes de, aproximadamente, 72 horas a 37°C, procedeu~se a
contagem de colfnias, a fim e se conhecer © niumero de sobreviventes por ml, em ca—
da concentracao da droga.

Figura 1 — Linhagens proteoliticas e nao proteoliticas, abrigando
ou nic plasmidio R, sdo testadas quanto as suas sensibilidades ao
desoxicolato de sodic. Células portadoras de plasmidio R (Ap, Km,
Sm, Te, Cm, Hg), independentemente de serem cu nac excretoras de
protease, apresentam maior sensibilidade ao desoxicolato de sodic
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Resultados e Discussao

- Clones obtidos de duas diferentes linphagens de P. mirabilis, N-17 e I-68 {Fig.
1A, B), sac muito menos sensiveis ao descxicolato do que clones da lirhagemn 1~68
(1~68-7% P*, R e 1~68-79 P~, R} que carregam plasmidio R {Fig. iC). Os fatores, ex-
Crecao e ndo excrecio de protease, parecem n2o interferir na maior sensibilidade ac
desoxicolato apresentada pelos clones portadores de plasmidio R.

O desoxicolato de s5dio & um agente de acio em superficie, e geralmente aceito
oo sendo  capaz de romper interacSes entre fosfolipidios e outros componentes da
mebrana e parede celular (24). Desse mode, a sensibilidade ao desoxicolato de  so-
dic & tamade como medida de acessibilidade a esses componentes e da forca de suas
ligagGes cam a parede e a membrena (9} .

Diante dos resultados (Fig. 1) » pode-se supor que o fendmeno central, responsavel
pela sensibilidade aumentada ao descxicolato de s&dio, decorre de alguma alteracio
no envoltdrio bacteriano, causado pela presenca do plasmidioc R.

Estudo sobre o camportamento do plasmidio R, em varias bactarias hospedeiras, tam
sido bem documentados nos Gltimos ancs. No entanto, poucas sao as informacdes rela-
cionadas com © mecanismo pelo qual plasmidios R afetam a fisiolegia bacteriana. Sa-
be-se, por exemplo, que eles podem interferir com a capacidade de crescimento e que
a resisténcia para duas ou trés drogas, prejudica o crescimento, de paneira mais
acentuada do que quando apenas um marcador ests presente (2). -

Os plasmidios podem alterar, tamb3w, o reparo do DNA da célula hospedeira. Linha—
gens de £. 20li e Salmenella thyphimurium, carregando Col I+ b-P9, s3o menos sensi-
vels & morte pela UV e 4 reversac de alguns mutantes auxotrdficos, e mais sensiveis
& inducdo do fago X do que linhagens Col I~ (10). A sensibilidade 3 radiacdc e a
agao de mutdgenos quimicos, em Pseudomonas aeruginosa, tanbhém pode decorrer de mo-
dificagdes causadas pela presenca de plasmidios (11).

Um dos maiores fatores, responsaveis belo sucesso do sistema Ames, para deteccio
de mutagenos e carcindgenos (1, 14, 15}, foi a introducao de plasmidio R na linha-
gem de_Salmonella typhimuriwn, utilizada como testadora. O plasmidio pRM 101 & um
dos variocs que podem reduzir a morte, pela agao da UV (chamado efeito de prote—
gao) e, ao mesmo tenpo, awrentar a nmutagenese para essa irradiacio (12, 13, 20}, MNa
linhagem testadora, esse plasmidio faz com que aurente a revers3o de mutacdes de
ponto e de mudangas do quadro de leitura, pela acdo de uma variedade de mutagencs e
carcindgenos testados.

A presenca de plasmidio Col V, por exemplo, parece estar associada a patogenici-
dade de algumas linhagens de E. cold {22).

O plasmidio pCU3 confere 3 hospedeira E. coli K-12, maior sensibilidade ao biclo-
reto de mercirio e ao bicloreto de cobalto do gue as bactérias que na os abriga
(21}.

Alguns plasmidics R conferem & hospedeira E. ¢oli maior sensibilidade & rifampi-
cina, Bupostamente devida ao aumento da permeabilidade na membrana (16, 17, 18,
19). Essa fol a mesma explicagdo para o aumento da sensibilidade de E. ¢ol?l ao aci-
do nalidixico e & acriflavina, causada pelo fator R 100 (23). Bm relagdo & termos—
sensibilidade, para a replicacdc do DNB a 42°C, foi mostrado que o plasmidio R, Rts
I interfere com o crescimento nomal do hospedeiro nessa temperatura, devido a mo-
dificacdes que surgem na mewbrana (7).

Purante o estudo de varias linhagens de P. mirabilis carregandc fatores R, veri-
ficou-se que o crescimento am forma de "bafo”, em meio minimo, podia ser aumentado
por alguns plasmidics R e diminuidos por outros (8). Em adigio, esses plasmidos R
afetam o nivel de enzima proteclitica, e en alguns ¢asos, tornam a bactéria mais
suscetivel 3 acdo do desoxicolato de sddio.

Desta feita, o fator R 1818 (também conhecido camo R 46) , gue apresentza marcado—
res de resisténcia para estreptomicina, tetraciclina, espectinamicinag e sulfonami-
da, aumenta o "bafo” e abole a excrecio da protease pelo P, mivabilis F 67. O fator
R-TE (ou R6K), que apresenta genes para resisténcia 3 estreptomicina e ampiciling,
reduz 0 "bafo" e amenta a excregio da referida enzima. Contudo, os dados (8 nio
fazem referencia a qualquer verificagio, a fim de constatar se o itransconjugante P,
mirabilic R 1818 era protease-positiva ou negativa. Parece nic ter havido essa
preocupagido, o que & explicavel pelo desconhecimento, naquela época, do Fendmeno de
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heterogeneidade de populagao, em relacio a excrecio da protease {5).

2 major sensibilidade ao desoxicolato de s&dio, das células excretoras e néc ex-
cretoras de protease, cue abrigam o plamidio R, pode ser evidéncia de gue esse ele-
mento seja o responsavel pela alteragao do envoltério bacterianc. Esse fato poderd
explicar a notavel reducdo da excrecao de protease, en c&lulas portadoras do refe-
rido plasmidio (3).
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Resumo

£ conhecido o prejuizo que causa acs homens e animais o con-
sumo de substancias toxicas produzidas por fungos. Alimentos
como trige, milho, aveia, centeio, sementes de algodao e
seus subprodutos, pederao ser substratos para a producao de
micotoxinas, resultando em micotoxicose em homens e animais.
Mesmo tendo sido constatados altos indices de contaminagao
por fungos toxicogenicos (@nfase as aflatoxinas) em alimen—
tos destinados ao consumo interno brasileiro, as dimensoes
do problema em nosso meio ainda sac desconhecidos. O presen-
te trabalho teve por objetivo identificar e quantificar to-
xinas associadas ao milho e arroz que estariam relacionadas
com a morte de animais em experimentos conduzides anterior-
mente. Os resultados obtidos, levaram a seguinte conclusao:
espécies do fungo do generc Fusariwm produtoras de zearale-
nona determinaram alta incidéncia de letalidade nos animais.

Summary

Mycotoxins asseciated with corn and rice produced by
isolates of Aspergillus, Penicillium and Fusariuwm

It is well known the damage that fungal toxic substances
causes to man and animals. Food derived from wheat, cornm,
pat, barley, cotton, ete., can serve as a substrate for the
production of mycotoxins. Under the Brazilian conditions,
the dimension of the problem is not known yet, even though
jevels of food contamination, by toxicogenic fungi (mainly
the producers of aflatoxins} have been detected. The present
study had the following objective: identify and quantify the
toxins associated with corn and rice that could be related
to the death of animals previously studied. The results of
this research led to the following conclusion: species of
Fusariwm  which produced zearalemone determiped high
incidence of lethality in the animals.

Introducao

Micotoxicoses s30 doencas de natureza aguda ou crinica, resultantes da ingestdo
de alimentos contaminados com metabSlitos tdxicos produzidos por fungos. Entre va-
rios efeitos nocivos a salde humana e animal, foi constatada a carcinogenicidade de
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algumas micotoxinas como a aflatoxina, patulina, acido penicilico e esterigmatocis-
tina.

Os mais altos Indices de contaminacio por micotoxinas sio encontrados em alimen—
tos provenjentes de regides tropicais ou sanitropicais, onde o clima favorece o de-
senvolvimento de fingos toxicogdnicos. Nestas mesmas regides, o consuao per capita
de alimentos & baixo e a subnutricio uma realidade. Como animais de laborataric
mentidos em dietas deficientes s30 mais susceptiveis aos efeitos toxicos das afla-
toxinas do que animais mantidos em dietas conpletas, & de se esperar, que © mesmo
OCOXTa para O homem.

A alta incidéncia de hepatomas humanos en zonas tropicais do Quenia, Mogambigue e
Tailéndia, onde os habitantes estioc expostos a ingestdo reqular de alimentos conta-
minados (2), realca a importincia social e a necessidade do estudo do problema das
micotoxinas em nosso meio, o que ndn fol feito até agora {1).

Recentestente, as micotoxinas despertaram um renovado interesse. De um lade, a
descoberta de alucinégencs produzidos por fungos e, de cutro, os problemas ligado
d alimentacfo animal, especialmente os provocados pela aflatoxina. Essa micobtoxina
€ responsavel por perdas significativas na avicultura e pecudria, devido ao uso
constante de tortas oleaginosas na alimentacio animal.

A partir do isclamento e caracterizacdo das aflatoxinas & que se evidenciou a im-
portancia de fungos contaminantes de sementes, no desenvolvimento de processos  pa-
toldogicos em animais e sua possivel implicacio em patologia humana, com indicios de
agdo hepatocarcinogdnica.

Por esses problemas, surgidos na alimentacdo humana e animal, foram conduzidas
pesquisas sobye a produgao de toxinas por fungos, associadas a cereais utilizados
na alimentag¢do. Esses trabalhos indicaram gue nueerosos fungos, pds—colheita, de-
perdendo de condigbes predisponentes, poderZo produzir outras toxinas, além das
aflatoxinas, igualmente toxicas ao homem e animais, cam diferentes quadros sintoma-
toldgicos.

Atualmente, aceita-se que outras espécies de fungos, além das do género
Aspergillus e Penicilliwn, possam produzir micotoxinas, embora sarente poucas to-
nham sido estudadas. No Brasil, poucos s os estudos scbre micotoxinas e os exis-
tentes enfatizam as aflatoxi .

O presente trabalho teve por obijetivo identificar e quantificar toxinas associa-
das ao milho e arroz, que estariam relacionadas com a morte de animais, an experi-
mentos conduzidos anteriormente (5, 6, 7).

Material e Metodos

ITsolados - Isolados de Fusarium, Penieilliwm e Aspergillus, ja foram estudados (5)
e determinados cane letais para ratos albinos em ensalos bioldogicos (6). No presen—
te trabalho, fol feita a identificacdo do principio téxico presente nag ragles,
através de anilise em camada delgada.

Andlise cromatogrdfica - Extvapdc - 50 gqramas da  amostra representativa de cada
isolado e cbtida por Salgado & Carvalho (6), foi colomada em m frasco de 500ml com
tampa  esmerilhada. Mm seguida, adicionou-se 25ml de 3gua destilada, 25 gramas de
terra diatomicea e 250ml de clorofémio; agitou-se por 30 minutos, filtrou em papel
prequeado. Quando a filtragBo era vegarosa, utilizava-se funil Buchner com wvacuo
moderado paxa evitar a concentracio da amostra. A primeira porgdo de 50mi do fil-
trado, fol coletada e sutmetida a clarificacdo na coluna de silica gel.

Andlise em coluna - No fundo de wma coluna cromatografica de 22mm de  didmetro por
30mm  de comprimento, colocou-se 13 de vidro em seguida, adicicnou-se 2,5 gramas de
sulfato de s&dio anidro formando uma hase wniforme para a silica gel. A sequir,
adicionou-se 3 gramas de silica gel G art. 7734 {0,063-0,200mm) Merck e clorofdrmio
até a altwra de meia colwma. As paredes foram lavadas e agitadas com 10ml de cloro—
formio para .remover a silica gel. Quando a taxa de sedimentacio diminuiu, descar—
tou-se o clorofémio deixando aproximadamente 6om acima da silica gel. Vagarosamen-
te, adicioncu~se 7,5 gramas de sulfato de sidic anidro, permitindo-se que © cloro-
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formio encobrisse o topo do sulfato de sddio.

r sequida, adicionou-se 75mi de hexano em 25ml de extrato aplicando na coluna e
eluindo-se cam wm fluxo de 10/20ml/minuto.

Continuou-se a eluicio com 75ml de benzeno e eluiu-se a zearalencna cam 125ml  de
acetonm: Benzeno (5:15). Esta foi a fracdo 1. Lavou-se a columa com 75ml de &ter
etilico anidro, descartou-se a lavagem e eluiram-se as aflatoxinas com 75l de me-
tanol: clorofdormic (3:97). Ssta foi a fragao 2. As ocratoxinas foram eluidas com
120ml de acido acético glacial: Benzeno (1:9). Esta foi a fracao 3. Cada fracdo foi
coletada a partir & instante da adic@io do eluente, até a adicao do eluente seguin—
te.

As fracbes foram evaporadas em evaporador rotatdrio a vacuo, a 80°C.

Cada residuo foi transferido quantitativamente para frasco contendo 500ug de ben-
zeno, vedado com tampa de polietilenc e guardado para andlise em camada delgada.

Cromatografia em camada delgada - Placas de silica gel GIR (Merck 7331).

Aflatoxings - Com o axxilic de uma Tabela 1 - Procedéncia dos isolados dos géne-
microseringa, aplicou-se aliquotas ros Fusarium, Aspergillus e Penteillium.
de 5, 10 e 2041 da fracdo 2, Jun~ Simbolos: * = 0 numero ao lado do género in—
tamente com padrdes de aflatoxinas dica o numero de protocolo da cultura
Bq, B2, Gt @ G2. ‘

As placas foram desenvolvidas Isolades Hospedeire  Variedade ProcedSneia
can acetona: clorofdrmio (1:9) co-

Fusarium sp. (8)* miiho Piranao Aqua Santa
mo solvente, a temperatura de Fusarium sp. (9) milho € 50t - Cargill
23-250C, durante 40 minutos. Apds Pusarium sp. {10) milho °°“?]. - plantas  ZSAIQ
esse pericdo, as placas foram re- Fusarium sp. (12} milho  grooeres 62 Aguam sama
mridas, deixou- evapor: . Pusartwn sp. (14) mitho Agroceres

te, & as s p aIEO sol Fuazrtun sp. g_s)g mitho  Mgroceres 64 Plrackcaba
L mesmas Toram Fusarium Sp. milho Piranao Gualra
das sob luz ultra vicleta de com- Fusarium Sp. igg; mllo IR otas Jacarezinto
primento de onda curta (254m) e Fugapiun Spe milho ba,-mpm‘ ESALD
longo {366nm) . Fusariwm sp. (29 milho  C 507 Cargill
quanti.fi = 3 Pusart . (233 milho  Agroceres 62 Agua Santa
laA tlficaggo fim efe‘lfuaqa pe= As;g?ggz;q: sp. (82) mitho TG E Jacarezinho
CORParagac uorescencia das Fuseriuwm sp. (32) milo ¢ 501 Cargill
enci Fusardum sSp. 168) milho G E Jacarezinho
amostras, cam a fluorescéneia de
Lot . ~ penicillium sp. (92} milho TG E Jacarezinho
qu‘;mt:xdades conhecidas dos padroes Fusarium sp. (40} milho wE Sta. Cruz
de afla - Fusarium 5p. (18) milho TGE Jacarezinho

. Fusarium sp. {83) milho  AG 28 Sto. Ant.
Zearalenona e oeratoxina - De modo 1109) e T E Platina

Fusarium Sp. mi acarezinho
semelhante foram cromatografadas Pyl = (1) Stros  Agulha bico Mogrote - B
as fracoes P-1 (contendo zearale- tarts

nona) e as fragtes F-3  (contendo

coratoxinas). O solvente empregado

foi Acido acético glacial:benzeno (1:9). Para confimacio das toxinas, outros sol—
ventes foram empregados: (a) etanol:clorofarmic (1:9); (b} tolueno:acetato de eti~
la:acido Fommico (90%) e (c) &cido acdtico glacial:benzeno:HZO (10:90:1).

Resultados e Discuss'_éo

05 resultados da identificagic e quantificagae das micotoxinas ({zearalenona,
afiatoxina e ocratogina) produzidas por isolamento dos génerovs Fusariwm, Aspergil-
lus e Penieillium, e que estariam relacicnados com a morte de animais em trabalhos
anteriores (6), aparecem dispostos na Tabela 2.

Analisando os resultados da identificacio e quantificacdo das micotoxinas {zeara-
lencna, aflatoxina e ocratoxina) produzidas por isoclades dos géneros Fusarium, A4s-
pergilius e Penfeilliwm (Tabela 2}, pode-se cbservar que houve correlacsn entre
teor de zearalenona e nimero de ratos mortos, indicande provavelmente ser essa o
xina a responsivel pela morte dos animais. De acordo com Marasas & Rensburg (3),
zearalencna e um camposto altamente ativo, & em niveis de 1-5Sppm na ragic pode caw-
sar efeitos fisioldgicos indesejaveis, resultando em perdas econdmicas.



122

Outros isclados que causaram a
morte dos animais {Tabela 2), sem
significante teor das toxinas tes—
tadas, provavelmente o figeram por
outros principios tdxicos produzi-
dos pelos mesmos isolados, princi-
pios esses nZo estudados no presen-
te trabalho.

No Brasil, poucos s3c os estudos
sobre micotoxinas e os existentes,
enfatizam apenas as aflatoxinas.
Entretanto, os resultados cbhtidos
no presente trabalho, deronsiram
Jque  existem outros fungos de
pos-cotheita, os quais sob condi-
¢tes favoraveis, poderdo produzir
outras toxinas, além das aflatoxi-
nag, igualmente tdxicas ao homem e
animais, com diferentes quadros
sintamatoldgicos.

Conclusio

Cs resultados do presente traba-
1o levaram & seguinte conclusio:
espécies do fungo do género Fusa-
riwm, produtoras de Zearalenona,
determinaram alta incidéncia de le—
talidade nos animais,
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Fesumo

Estudo comparative da producido de enzimas celuleliticas en—
tre Myrothecium verrucariq e quatro variedades de Trichoder—
mz viride, pelo processo de fermentacao submersa em frascos
agirados. As variedades de 7. viride ATCC 24449 e ATCC 26921
apresentaram atividades emzimaticas finais e velocidades ma-
ximas de producac de celulase significativamente maiores do
que os demais microrganismos testados. A4 parcela de celulase
extracelular, que ¢ adsorvida pela celulose, naoc &€ a mesma
para todos os microrganismos testados, sendo as celulases

produzidas pelas variedades ATCC 24449 e ATCC 26921, as que
sa0 mencs adsorvidas.

Surmary

Comparative study between Trichoderma viride and Myrothecium
verrucaria for the production of cellulolytic enzymes

Comparative study of M. perrucarie and four strains of T
virtde for the production of cellulelytic enzymes under
shake flask conditions. The 7. wviride ATCC 24449 and I
viride ATCC 26921 showed higher final enzymatic activity and
maximumm rate of cellulase production than the other
microorganisms tested. The quantity of cellulase adsorved by
cetlulose is conditioned on the microorganism that produce
the cellulase.

Introducan

Os materiais celuldsicos, dada sua grande guantidade e potencialidade de utiliza-
g3o como fonte renovavel de energia, tém despertado o interesse de muitos pesguisa-
dores. O aproveitanentc energético da celulose pode ser realizado de varias manei~
rag entre as quals citamos a queima direta, a gaseificagdo e produgdo de Alcool
etilico.

0 processo de produgio do dlocol etilico tem came etapas principais o pré-trata-
mento do material celuldsico, a hidrdlise, a fermentagdo e a destilagio. Destas, a
hidrolise & uma das fases limitantes do processo e pode ser realizada tanto por via
&cida caro enzimatica. A hidrolise enzimatica tem se mostrade mais adequada (4},
apesar desta enfrentar problemas guanto ac pré-tratamento (3} dos materiais celulo-
sicos e quanto & disponibilidade de microrganismos produtores de enzimas, com alta
atividade celulolitica (9).

Rev. Micrcbicl., S50 Paulo, 15(3):123-125, Ju. /Set. 1984,
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0 interesse na utilizagdo de enzimas celuloliticas deve-se em parte, ao aprovei-
tamento  dos residuos celuldsicos {bagago de cana e residuos agricolas) para produ-
¢ao de dlcool etilico e tamb@n camo awxiliar na sacarificacio do amido de mandioca
{8). No processo de dbtencio de Alcool etilico, a partir da mendioca, as fases de
dextrinizacdo e sacarificacdo do amido podem ser melhoradas com o emprego de  enzi-
mas celuloliticas, pois estas hidrolisam as fibras celulSsicas, que s3o protetoras
dos gréos de amido, facilitapdo, assim, o ataque das amilages.

Entre os varios microrganismos produtores de enzimas celuloliticas, somente al-
gums fungos produzem celulase extracelular capaz de hidrolisar celulose nativa (2).
Entre estes fungos, destacam~se: Trichoderma viride, Trichoderma Ilignorwum e
Myrothecium verrucaria. O presente trabalho relata os resultados de um estudo
camparativo entre varias linhagens de Trichoderma viride e Myrothecium verrucaria
quanto a produgdo de enzimas celuloliticas,

Figura 1 — Atividade celulolitica (FP) em funcao do tempo de fermemtacdo (t).
Simboles: (e) = T. viride ATCC 24449; (A) = 7. viride ATCC 26921; (o) = M. verruca-
ria ATCC 9095; (o) = T. viride ATCC 32098; (A) = T. viride IB 267

(F/}
5
[

enzimdtica

&
|

alividade

g0 |

|
50 £14)

Material e Métodos

Microrganismos - Foram testados 7. viride ATCC 32098, 7. viride ATCC 24449, T. vi-
ride RAICC 26921, T. viride IB 267, conservados em meio de Batata-Dextrose-Agar (1)
e Myrotheetum verruearta ATCC 9095, conservado em meio Extrato-de-Malte-Agar marca
Izbm ref. 37.

Indeulo - A um tubo de cultura pura foi adicionada agua destilada e esterilizada e
os esporos foram ceolocados an suspensio com auxilio de uma alca metilica (ni-
quel-crano) . Cinco ml desta suspens3o foram utilizados para inocular 50ml de meio
de cuitura sdlido, descrito anteriormente, contido em Erlenreyer de 1 litro de ca-
pacidade. Apds incculacdo, os Erlemeyers foram incubados a 30°C por 10 dias. Ao
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final deste periodo, foram adicicnados 50ml de wma solugdo esterilizada em Tween 80
(0,12 v/v) e algumas pérolas de vidro. Apds agitacdo manual, filtrava-se a suspen-
s30, constituida por fragmentos de meio semi-solido e esporos, em 13 de vidro (7).

A suspensac de esporos, cbtida desta filtracdo, era usada camo indculo nos en—
saios de fermentagao. Mm todos os ensaios, a concentragio do indculo era previamen—
te determinada por contagem direta am hemacitdwetyo.

Meio de cultive - Fol usado o meio descrito por Mandels & col. (5}, usando-se como
fonte de celulose, papel de filtro Whatman ne 1, cortado em quadrados de 5 x Smm.
50ml de meio foram distribuidos em Eriemmeyers de 250ml com, 0,59 de celulose. Apds
esterilizagio, os Erlemmeyers foram inoculados oom 1,0ml de suspens®o de esporos,
previamente mencionada e incubados em agitador reciproco a 309C, com frequéncia de
agitacdo de 100gpm e amplitude de 50mm.

Determinagao da atividade enzimdtica ~ A cultura foi filtrada em membrana Millipore
CSWp 04700. No filtrado foi realizada a determinagdo da atividade enzimética, pelo
método "Filter Paper", descrito por Mandels & col. (6). A atividade celulolitica
foi expressa em mg de glicose formada.

Tabela 1 - Parametros cinéticos obtides a Tabela 2 ~ Comparacao entre a
partiy da Figura 1 : atividade enzimitica maxima
na solugzo filtrada e a ati-
vidade enzimatica total

Velecidade Micima atd- Tewpo abé
mixima de vidade en- mivima a- Produtivie
produgao zimatica tividade dade MExci s
2 2 Sxima atividade
(FP/h10%) (FP} (r) (FP/hx10%} enzimitica (FP)

e 196 1,88 3%0 0,48 Totar SMucdo Diferenca
M. verrucaria
0,26 0,43 390 o, X
AICC 5095 ’ g : 5&:0?:’“2?229 2,34 1,38 24,47
. viride
aee ze921 O 1.60 203 9.78 4, "e:mmm'“ 1,14 0,43 165,12
7. viride 9093 ’ ' '
acc z008 O 0,30 25 0.1 r. viride 2,07 1,80 29,38
. ATCC 26921 ’ ! ’
7. viride
= 267 0,05 012 200 0,04 . viride 0,80 0,30 186,67
ATCC 32098 ! ! !
. r z”éi‘,’““de 6,37 0,12 208,33
Resuliados e Discussao

Os microrganismos testados apresentaram conmportamento bastante diverso, quanto a
produgac de celulase extracelular. A atividade enzimatica celuloiitrica (FP), em
funcado do tampo de fermentacdo para os microrganismos testados, mostra claramente,
que I. wviride AICC 26921 e I. viride ATCC 24449 se destacam dos demais, quanto &
maxina atividade enzimdtica celulolitica (Figura 1}.

Os principais par@metros cinsticos (Tabela 1} foram construfdos com dados da Fi-
gura 1. Nota—-se que, em relacdc 3 velocidade maxima de producdo de enzimas e a pro-
Gutividade, 7. viride ATCC 26921 mostra valores destes parametros maicres em cerca
de 4,9 e 1,6 vezes, respectivamente, am relagso a . virdide ATCC 24449. Apesar das
diferencas citadas, os valores de maxima atividade enzimatica s@o relativamente
provimos {(com diferenga porcentual relativa de, aproximadamente, 17%), eambora 7.
viride AICC 26921 alcance, aproximadamente, na metade do tempo de 7. viride ATCC
24449,

Outro aspecto importante, notado, diz respeito a adsorcac da celulase pela celu-
lose, fato ja observado por outros pesquisadores {10) . Can a finalidade de determi-
nar-se  toda a celulase produzida peleo microrganigmo, © contsildo de uma amostra fi-
nal do ensaio de fermentacac era fragmentado em presenga de p&rolas de vidro, com
agitacdo manual. A sequir, era filtrado em membrana Millipore, detexmnando—se a
atividade celulolitica.

Uma parcela significativa da celulase extracelular fica adsorvida na celulose re-
sidual (Tabela 2)}. Desde que a celulase consiste em uma mistura de exo e endo-glu-
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canases, agindo sinergeticamente schre a celulose (10) e que cepas diferentes de
microrganismos podem produzir celulases oom proporgoes diferentes de endo e
exo-glucanases, @ provavel que estas enzimas sejam adsorvidas, diferentemente, pela
calulose residual, levardo, desta maneira, o complexo enzimitico celulase, a apre-~
sentar uma adsorcio global diferente, variandc de cepa pava cepa. Por outro lado, a
diferenca de adsorcio pode ser devida A maior ou menor concentracdo de celulose re-
sidual, embora a produgio de celulase nio esteja, necessariamente, associada 3
quantidade de material celuldsico hidrolisado (4).

Sob panto de vista industrial, este aspecto & importante, para & escolha do mi-
crorganismo produtor de celulase, una vez que as enzimas, mencs adsorvidas, apre-
sentam maicr rendimento de separacdo do caldo de fermentagio.
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Resuno

Usou-se a técnica de tubos capilares e o calculo estatistico
do Nimero Mais Provavel de sobreviventes na determinacdo da
resist@ncia térmica de esporos de Baeillus stearothermophi-
lus FS 1518 em solucado tampio fosfato M/15 (pH = 7,0). Para
uma populagdc inicial de 4,84 x 104 esporos/ml os valores
"y em minutos, estimados a partir do numerc de amostras
com crescimento positivo e de esporos scbreviventes obtidos
da equacic de Halvorson foram, respectivamente: 3,57 e 3,70
a 25Q9F; 1,63 e 1,65 a 2559F; 0,84 e 0,86 a 260°F; 0,36 e
0,37 a 2659F; 0,16 e 0,16 a 2700F. O valor de =z variou de
14,9°F a 15,59F e correspondeu a uma energia de ativagac de
89,93 Kcal/mol.

Summary
Thermal resistanee of spores of Bacillus stearothermophilus
FS 1518 in phosphate buffer M/15 (pH = 7.0)

Beat resistance parameters were determined for the spores of
Bacillus stearothermophilus FS 1518 in phosphate buffer M/15
{(pH = 7,0), using the cagillary tube method. For an initial
population of 4,84 x 10° spores/ml, the "D" values obtained
from the number of positive growth samples and of outliving
gpores estimated from Halvorson equation, were,
respectively: 3.57 and 3.70 =2t 2509F; 1.63 and 1.65 at
2550F; (.84 and 0.86 at 2600F; 0.36 and 0.37 at 2650F; 0.16
and 0.16 at 2700F. The interval of z value was 4.9 -
15.5°F, corresponding to an activation energy of 89,93
Kecal/mol.

Introducao

127

Os esporos de Baeillus stearothermophilus FS 1518, por apresentarem a maior ter-—
noresisténcia, experimentalmente, verificada (11}, s2o, largamente, ewpregados como

parfmetros da eficicia dos processos de esterilizagio (1, 11).

As células vegetativas de B. stearothernophilug, a0 se desernwolverem em alimentos
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entatados de baixa acidez, causam alteracdo do tipo "FLATSOUR". Os esporos de B.
stearothermophilus sio frequentemente encontrados em branqueadores e nos rotores
das bombas centrifugas.

Devido a enorme variagdo na resisténcia térmica de esporos de mesma cepa de mi-
crorganismos, en diferentes substratos, preparados aparentemente sob condigles
idénticas, emprega-se, na maioria dos desenvolvimentos T0T, a solugdo tampdo fosfa—
to M/15 (pH = 7,0) cano substrato de aguecimento de referéncia (11).

O método de agquecimento de microrganismo em tubos TDT, selados, na determinacao
da resisténcia térmica, tem sido largamente empregado, desde a introdugio por Bige-
low & Esty em 1920 (11). S3o utilizados tubos de difmetro variando entre 3 e 10mm
(1, 2, 4, 5, 7, 11}, ampolas (11) ou frascos de soro selados de 3 a S5cm® de capaci-~
dade (8). A determinacéo do nmero de esporoe scbreviventes & realizada diretamente
por contagem de coldnias ou, indiretamente, através do procedimento estatistico do
NGrero Mais Provavel, quando o desenwolvimento dos esporos scbreviventes & eviden—
clado ou pela formacao de gés ou por produgdio de dcido que muda para amarelo a cor
do indicador plrpura de bromocresol. .

0 método dos tubos capilares, primariamente, desenvolvido por Stern & Proctor
(10}, apresenta extensa aplicagac, podendo ser empregado em opedo aos tubos TOT no
estudo da texmoresisténcia de esporos (3, 8). A dimensdo dos tubos capilares favo-
rece a transferéncia de calor no aquecimento e resfriamento do meio inoculado, con—
siderados instantineos.

O cbjetivo do trabalho em questio & avaliar a termoresisténcia dos esporus de Ba-
cillus stearothermophilus FS 1518 em meio de tampdo fosfato M/15 (pH = 7,0), utili-
zando o metodo dos tubos capilares e o procedimento estatistico do Nimero Mais Pro-
vavel de esporos scbreviventes, empregando o caldo triptona~glicose—plrpura de bro-
mocresol como meio de subcultura,

Material e Metodos

A preparagdo das suspensSes agquosas de esporos, realizada de acordo com  Stumbo
{11}, consistiu na producdc dos esporos de Haeillus stearothermophilus FS 1518 aem
Bgar nutriente, purificacdo e armazenamento a tamperatura de 49C.

A resisténcia témica dos esporos foi medida pelo método de Stern & Proctor (10).

Aliquotas de 0,01ml de solucao tampdo fosfato M/15 {pH = 7,0}, inoculada com sus—
pensac de esporos (10%/ml), previamente aguecida a tamperatura de 1000C durante 20
minutos, foram transferidas, com o awxilic de microseringa (1/1000} "Tery-
mo-UMSG~10-N 50 B", para tubos capilares selados 3 chama e estocados a 4°C durante
12 horas. Os tubos capilares apresentavam as sequintes dimensSes: 76mm de corpri-
mento, 105rm de difmetro externc e §,8mm de difmetro intorno. .

Para ¢ tratamento térmico, dez tubos capilares, inoculados, foram utilizados para
cada terpo de aguecimento, dispostos vertical e isoladsmente em cestos de ago inco-
xidavel e mergulhados em banho de Sleo agitado, termostaticamente, controlado. Para
cada temperatura foram utilizados cinco tempos diferentes {Tabela 1) ; procedendo-se
o resfriamento em Zgua a temperatura de 59C.

Cada tubo capilar, apls resfriamento, foi transferido para tubo de ensaio conten—
do 3mt de caldo triptona-glicose-pirpura de bromocresol. O tubo capilar com indeulo
sem ser sumetidc ao aguecimento foi transferido para 3ml de &gua destilada esté-
ril. Cs capilares forem quebrados com o awxilio de bastio de vidro.

A contagem inicial de esporos foi realizada enpregando-se  "Plate Count Agar"
(Difco) adicionado de 0,1% Qe amido, a partir da suspensdo aquosa,

As culturas foram incubadas a 559C por 48 horas, para efeito de contagem e 168
horas para os melos com indicador, cuja viragem de cor de plrpura para amarelo de-
corria de alteragdo no valor de pH, provocada por Crescimento micrcbiano.

Resultados e Discussao

Para tubos capllares ¢ "lag" de aguecimento, se exigtente, & considerado



desprezivel e portanto,

assim, que a solugac tampao fosfato M/15 (BH =

stearothermephilus FS 1518,

o tamo de trabalho ndc & corrigido (10, 11).
7,0}, inoculada de esporos de B.
atingin a temperatura de tratamento no momento da
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Admite—se,

imerszo dos tubos capilares no meio de aguecimento.

Os dados cobtidos de resisténcia témica dos
esporos de B. stearcthermophilus, em solugdo
tampdo, atraves da ticnica do tuko capilar,
apresentados na Tabela 1, pemmitem calcoular
os valores "D" a partir do nfimerc inicial de
microrganismos e de sobreviventes, apds um
tampo definido, para cada temperatura estuda—
da. Para tanto, assune-se a morte dos esporos
cano  sendo logaritmica compardvel a uma rea—
gao de primeira ordem.

0 cilculo do tempo de redugdo decimal foi
realizado atraves do procedimento estatistico

Tabela 1 ~ Dados de resistencia
termica e de redugao decimal (D),
de esporos de Bacillus stearother-
mophilus FS 1518, em solucao tam—
pao fosfato M/t5 (pH = 7,0), em—
pregando—se a técnica do tubo ca-
pilar. -

Simbolos: % = Mdmero Mais Provavel
de esporos sobreviventes calculado
pela equacao de Halvorsom; A = va-
loxr "D" calculado a partir de ¥X; B

do Nmere Mais Provavel dJde scbreviventes = valor "D" calculado a partir do
{11), utilizando-se a egquacio: nimero de amostras positivas

- t

loga-log b T

ande: a & a populac;éo inicial de esporos, POY ratwme
mililitro de solucdo tampio fosfato, aproxi- {°F)
madamente, igual a 4,84 % 10%; b & o nimero
de amostras que se rostraram positivas para ©
crescimento em subculturas ou o Nimero Mais 250
Provavel de esporos schreviventes e t é o
tampo de aguecimento a tamperatura de  trata-
mento.

O Nimero Mais Provivel de esporos sobrevi-
ventes foi determinado pela equacdo de Hal-
vorsen & Ziegler (11): % = 2,303 .<Jdogn

v g
onde: % & o Nimero Mais Provavel de esporos
scbreviventes, por mililitro de solucao tame- 260
po fosfato; v € o volume, em mililitros, de
cada amostra aguecida; n @ o nimero de amos—
tras replicadas sujeitas a2 mesma cambinacso
tenpo—temperatura de agquecimento; g & o nine—
ro de amostras, submetidas a esta combinagio
tampo-temperatura de aguecimento, que  resul-
taram negativas para crescimento em subcultu-
ras.

B partir 8as constantes de wvelocidade de 270
destruicdo térmica (Tabela 2), e do inverso
das temperaturas de tratamentos, aplicou-se o
método de regressao linear, através dos mini-
mos quadrados, determinando-se a inclinacao
da reta (Figura 1), que forneceu o valor de energia de ativagao igqual a 89,93
Keal/mol. Se comparada ao dado proposto por Shih {9), de 88,6 Kcal/mol, vers_flca-—se
que os valores s8o nuito prowimos,

A partir das curvas de tempo de scbrevivencia, de morte e dos tempos miEdios de
redugdo decimal em fungdo da temperatura de tratamento, obtiveram—se os valores de
2" num intervalo de 14,9°F a 15,59F (Figura 2).

0 intervalo de tenpo de redugdo decimzl, a temperatura de ZSOOF cbtido, fol de
3,57 a 3,70 minutos; coincidente ao proposto por Stumbo {11) e Karel (6); ao encon-
trado por Gibriel (4), ao utilizar salmouras de quisbo, feijzo e ervilha camo subge
tratos de agquecimento; e ao cbhtido por Mikelajcik (8) ac empregar meios a base de
proteina de leite e de soia.
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Figura 1 — Efeito da temperatura na
constante de velocidade de reagdo para
esporos de Bacillus stearothermophilus
FS 1518 em solucao tampioc fosfato M/15

Figura 2 - Curvas de destrujcio térmi—
¢a paraz esporos de Baeillus  steqro-
thermophilus FS 1518 em tampio fosfato
M/15 (pH = 7,0).

{pH = 7,0)
térmica; (@) =

Simbolos: (¥) = tempo
tempo de sobrevivenciag

(@) = tempo de morte
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Os valores cbtidos por Hayakawa (5) (Dpsger = 1,2min},
Collier (2) (Dasgop = 9,0min), Borzani (1) (DospoFr =
1,8min), empregando solucdo tampdo fosfato ¥/15 (pH = 7,0),
cano  substrato de aguecimento, e por Davies (3) que
encontrou D250SF = 6,45min para o leite e D2509F =
13,10min, para a 4&gua destilada, utilizando o método dos
tubos capilares, apresentaram-se bastante distintos entre
si e aos valores do trabalho em questso.

O intervalo de valores z calculados ajusta—se 3agquele
proposto por Stuo (11}, Shih (9), distanciando-se muito
do valor z obtido por Leitdo (7) {z = 30,6°F) que estudou a
resisténcia t&mica de esporos de B, stearothermophilus FS
1518 em pur@ de banana, com pH = 6,6.

Fbora a solucdo tampéo fosfato M/15 (pH = 7,0) seja
considerada substrato de aguecimento de refer@ncia, no
estudo da determinacdo témica de espoxos, se a metodologia
empregada for wifome, os valores D250°F, para esporos de
mesma cepa, nao coincidem. Provavelmente devido a fatores
ambientais, condicOes de esporulacdo, cepa de
microrganismos, metodo de enumeragdo, tipo de equipamento
utilizado para os tratamentos t&mmicos.

i
270
Temperatura [°F}

i
260

Tabela 2 — Constan-
tes de velocidade de
destruigdo  térmieca
(K} e tempos médios
de redugdc decimal
(D) de esporos de
Bagillus stearother-
mophilus FS 1518 em
solugao fosfato M/15
(pH = 7,0}

Tempe—
ratura D 1
{F} (min)  Kimin.”'}
250 3,64 0,63
255 1,64 1,40
260 0,85 2,7
265 0,37 6,22
270 0,16 14,39
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Para os esporos de B. stearcthermophilus FS 1518, considerados parametros de
esterlllzagao, O tratamento efetuado a 1219C para reduzi-los de 5 ciclos
logaritmicos, requer 20 minutos, e se mostra suficiente para inativar o$ esporos de
Clostridinm botulinmum de 12 ou mais ciclos logaritmicos, assumindo a solugdo tampso
fosfato M/15 (gH = 7,0), como substrato de aquecimento de referéncia.
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Resumo

Para a liberagao dos soros hiperimunes & recomendada em nor—
was da 0.P.5./0.1.8., a realizacdo da prova de pirogénic em
coelhos. Existem trabalhos com ¢ intuito de substituir o me-
todo "in vive" por um método "in vitro™ na deteccdo de subs—
tancias pirogénicas, pois, o método "in vive" exige condi-
goes constantes quanto as caracteristicas fisicas do animal
de prova, do ambiente de trabalho e na exacucdo da prova,
condigtes dificeis de serem conseguidas. Estudou-se compara-
tivamente ao métode "in vive" a eficidneia da prova "in vi-
tro” LAL (Limulus Amebocyte Lysate) para deteccio de piroge-
nic em soros hiperimunes. Os autores concluem que & indis—
pensavel que o soro hiperimune a ser restado esteja com uma
concentracao proteica abaixo de 10g% para nao se ter uma
resposta falso-negativa. Das provas de pirogenic positivas
em coelhos, 40,007 foram devidas 2 presenca de endotoxinas
bacterianas de germes Gram negatives e 46,667 decorrentes de
outros fatores. Em ndmero reduzido de soros (13,332), foram
detectadas peguenas quantidades de endotoxinas bacterianas
de germes Gram negatives pela prova "in vitro®™ LAL que nao
foram capazes de induzir hipertermia em coslhos.

Summary

dpplication of the LAL (Limulus Amebocyte Lysate) for
detection of pyrogen in hyperimmme serums. Comparative
study with the traditional method in rabbits

Por liberation of the hyperimmune sera 1is recommended by
0.7.5./0.4.S. norms the realization of the pyrogen proof in
rabbits. There are proceedings with intention to replace the
"in vivo" method by an "in vitro" method for the detection
of the pyrogenic substances since the "in vive" method
requires constant conditions of physical characteristics of
the experimental animal, the work environment and the proof
execution. Comparatively it was studied the efficiency of
the "in wvitre" proof LAL (Limulus Amebocyte Lysate) to the
"in vivo" method for pyrogen detection in hyperimmune sera.
The  authors conclude  that is indispensable for the

Rev. Micrebiol., S3o Paulo, 15(3):132-136, Jul./Set. 1984.
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hyperimmune serum to be tested a protein concentration under
10gZ in order to avoid false-negative results. 40.00% of the
positive pyrogen proofs in rabbits, was due to the presence
of bacterial endotoxin by Gram negative germs and 46,66% by
other factors. In a reduced mumber of sera (13,33%4) the "in
vitro" LAL test detected guantities of bacterial endotoxins
of Gram negative germs that were not able to induce
hyperthermia in rabbits. :

Introducae

Para a liberacdo de soros hiperimmes & recamendada em normas da O.P.S./0.M.5., a
realizacic da prova de pirogénio em coelhos (9). Esta prova, entretanto, exige con-
diches constantes na sua metodologia, tais como raga do animal, sexo, peso, idade,
condighes de salde, temperatura ambientzl, aus@ncia de ruidos e tode cuidado no mo-
rento da manipulacdo do animal, condicdes estas que com relativa frequéncia ndo se
pode consequir. .

Existem trabalhos com o intuito de substituir o método "in vive" por um método
"in vitro" na deteccio de substincias pirog@nicas. A partir de estudos feitos por
Bang (1) sobre a coagulacdo intravenosa em caranguejos da espécie Limulus poliphe-
mus por bactérias Gram negativas, Ievin & Bang (4) constataram que esta coagulacso
ccorria na presenga de bactérias Gram negativas e, que a gelificagao ocorria na
presenca de endotoxinas e proteinas coagulaveis encontradas nos amebdcitos destes
animais (5), originando o reagente IAL (Limulus Amebocyte Lysate).

BEvidentemente, nio somente as endotoxinas detectfvels através da prova "in vitro"
1AL determinam pircgénio no produto, fator este que limita as possibilidades da re-
ferida prova.

0 chjetivo deste trabalho & avaliar a eficiéneia desta prova, para a detecgao de
pirogénio em soros hiperimmes em camparacdo ao método oficial, em coelhos.

Material e Métodos Tabela 1 - Preparo dos controles positivos das amostras
Soros hiperimunes produ—
zidos em eavalos pelo (scros, Aqua des- Endotoxina  Agitacho me-  Concentracin
Instituto Butantan - An— tilada cu solu-  Voluwe adicicrade adicionada  comica por final de e
ti—ofidico, anti-—-botré—- ¢ao salina) {ml) fal} 60 sequnados. dotexina
i i -croEald Mistura I

pico, ‘-imtl . 9,0mi da amstra - 1,0md E.coli
an{:_l-elapa.da.co, ant:.-:la— 2,0ng/mt 0,20ng/ml
quetico, anti-botrdpi- Mistima 1T
co-laquético, anti-es- 5,0ml da amostra  5,0ml Mistura X - N 0,10ng/l
corpifnico, anti-aracni~ — Histwa I3

5,0ml Ga amstra  5,0m: Mistura II - 0,05ng/mi

dico, anti-loxoscélico,
anti~tetanico, anti-dif-
térico, anti-g;

e anti-botulinico “AB".

Reagentes LAL: "Limulus Amebocyte Lysate Pyrogent” - Single test Mallinckrodt Ine.
-~ As amostras dos soros hiperimmes foram colhidas em fxascos apircgénicos, para
testes "in vitro" e "in vivo".

0s testes de pirogénio "in vivo" foram feitos conforme nomas da O.P.S./0.M.S.
{9), usando-se 3 coelhos oom peso igual cu acima de 1,5kg por prova. Através de
termdetros retais, determinava—se a temperatura normal de cada coelho que ndo de-
veria estar abaixo de 38,9°C e nem acima de 39,8°C. Apds 30 minutes, injetava-se
pela veia marginal da orelha o soro teste, numa quantidade de 3ml por Kg de peso do
animal. Registravam-se as temperaturas logo apds as inoculagdes e também, apds 1, 2
e 3 horas. O awmento de temperatura aceito & de até 1,19C para um dos trés coelhos
e, 2,8°C para a soma das 3 temperaturas (7). Em caso de repeticles de provas duvi-
dosas, usavam-se 5 coelhos.
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Para o teste "in vitro" emwrega- Tabela 2 - Comparagéo dos resultados obti-—
mos: a) Endotoxina de F. coli liofi~ dos através das provas "in vitro" - LAL e
lizada, reconstituida coam 5,0ml de "in vivo" em coelhos para deteccdo de piro-

dgua destilada tornada apirogénica genicidade
por agitagiac mecdnica por 30 minu-
tos, resultando 2,0ng/ml de ativida—

Ne de Resultados sdenti—

de; b) Tubos-teste contendo um lisa— Soros soros cos para o dois  Resultados
do de amebdcitos de Limulus liofili- testados  tipos de testes %
zado, capaz de  detectar de anti-peconhentos 70 48 88,57

; 5t o 5 + 00
0,01-0,05ng/ml de endotoxina de Z. oy oo oy & 1800

eoli e de 0,015-0,250ng/ml de endo—
toxina de referéncia FDA.

Nos soros testados foram observa-
dos os limites aceitiveis de pH (6,0 a 7,5); concentragio de proteina {£ 10%);: de
cloreto (5 3%) e do fenol (< 1%), pois, se estes parimetros estivessem discordan
tes, teriamos uma resposta inibitéria na formacdo do gel {(6}.

fm determinados casos, foi necessiria a corregio da concentracio de proteina dos
soros quando esta se encontrava igual cu acima de 10%. Estes soros foram diluidos
1:2 em agua destilads apircgénica e em solugio salina 0,85% apirocgénica, a fim de
se cbservar gual seria o melhor diluente.

Be acordo cim a sensibilidade do lote de "IAL" usado, adicionava—se diretamente
aos tubos-teste contendo o lisado de amebdcitos de Limulus liofilizado, 0,25ml de
cada amostra de solugdo controle a ser testada: a) Amostras - 0,25m1 de soro, A&gua
destilada despirogenizada ou solugio salina 0,85% despirogenizada; b) Controles po-
8itivos - Para cada amostra testada, foram feitos trés controles contendo diferen-
tes concentyagdes de endotoxina de E. ecli conforme a Tabela 1.

Cs tubos colocados em banho-maria a 379C foram deixados por 1 e 2 horas (6, 8).

As Jeituras foram feitas retirando-se cuidadosamente os tubos do banho-maria e
invertendo-0s a 180¢ para se observar a formacio ou nio do gel. Um teste positivo &
definido quandc h& formacdo de um gel firme, capaz de manter—se Integro quando o
tubo & invertido & 180° e um teste negativo & caracterizado pela auséncia total de
gel ou pela formagio de uma massa viscosa que nfo se mantém Integra quando inverti-
da & 180°. Isto acontece quando a concentracio de endotoxina & menor que o nivel
minimo de sensibilidade, podendo causar floculacdo, gramulacic efou aumento da vis—
cosidade. Tais reacdes sfo, entretanto, consideradas negativas (3, 6).

Tabela 3 - Resultado

- - Resultados Positive pa-  Negativo para
das provas de piroge- Negativo para  Fositivo pava  ra as provas as proves "in
nic realizadas "in as provas "in as provas “in “in vitro" @ vitro" e posi-

- o' e "in : "in £ivo para tive paxa
vivo" em coelhos e s vitro" vitvor 35 “in vivo"  "in vivor
"in  vitro" pelo LAL _—

(Limulus Amebocyte %;;";"?‘0’2’:‘]‘”5 31/54 (ST,41%)  0/54  (0,00%) 0754 (0,00%)  11/54 {20,378
Lysate), em soros hi- e

erimun;s A“%;PPSC%‘;‘;‘”S* 31/54 57,418 7/54 (32,96%)  5/54 {9,268)  11/54 (20,37%)
T - £ = §—tfoci

3{’;‘59305-1 ;= Soro e 618 (31,5855 0/19 (0,003  0/19 (0,008)  5/19 (26,31%)
tluzde 1:2 em agua e .

destilada e solugio P“’::I‘;t‘j"}ﬁ: 6/19 (31,562)  8/19 (42,718  0/19 (0,008}  5/19 {26,31%)
salina - 0,85%, des~ At o5

pirogenizadas t@%mwg%‘m; 8/16 (50,0080  2/16 (12,50%) /15 (6,253)  5/16 (31,258

e < o) G/ (0,008 /1 (100,008} 8/1 (0,008 ° 0/1  {0,00%)

Resultados

Os resultados foram idénticos tanto para o3 sorcs diluidos em solugio salina
0,85%, canc quando diluidos em &gua destilada, acontecende o MESMC Com OS contro-
les.
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As leituras realizadas apds 1 e 2 horas de incubagio a 379C foram idénticas.
Os resultados foram idénticos nas provas "in vivo" e "in vitro" em 68,57% dos so-
ros anti-peconhentos e 75,00% dos soros anti-toxicos, fornecendo uma concordancia

glekal de 70,00% (Tabela 2).

As provas realizadas com soros com taxas proteicas iguals ou supericres a 10g%
foram sempre negativas, entwetanto, apds diluigfo, apresentavam uma positividade de
12,96% e 42,11% respectivamente para os soros anti-pecorhentos e anti-toxicos (Ta—

bela 3).

B positividade das provas de pirogEnio realizadas em coelhos foi de 86,66%,
cuais 40,00% também foram detectados através da prova "in vitro" (Tabela 4).
A positividade das provas "in vitro" ndo detectada nas provas "in vivo"

13,33% (Tabela 4).

Discussao

Foi verificado que, conforme assinalade na lite-
ratura {6}, existe interferéncia na prova "in vie
tro" guando a concentracac proteica do material
bicldgico € igual ou superior a 10g% (Tabela 3).

Nun total de 45 soros positivos, 86,66% foram
detectados através da prova "in vivo" em coelhos e
53,33% atraves da prova "in vitro", sendo que
40,00% destes resuitados foram coincidentes para
as duas provas, podendo ser decorrentes da presen-
ca de endotoxinas de bactérias Gram negativas. Dos
soros positivos pela prova "in vitro™, 13,33% ndo
foram detectados pela prova "in vivo", talvez de-
vido ac teste LAL ter major sensibilidade na de-
teccio de endotoxinas de bactérias Gram negativas
(2, 8, 10) (Tabela 4}.

Dos soros pirogénicos detectados somente atraves
da prova "in vivo" em coelhos, 46,66% poderiam sexr
decorrentes de outras substincias pirvogBnicas que
ndo endotoxinas de bactérias Gram negativas (6)

{Tabela 4), o que explicaria o resultado negativo pela prova "in vitro".

Conclusao

dos

foi de

Tabela 4 — Resultados positi-

vos 4dos testes
realizados

de pirogenio
"in vivo"

(coe—

lhos) e "in vitro" (LAL)

Soros com
Totais resattades
positivos
Total de soros positivos 45
Total de soros positivos
em coalhos 39 (86,56%)
Total de soros positivos
com "LAL" 24 {33,33%)
Total de soros positives
exclusivamente em coelics 21 [45,668)
Total de soros positivos A
exclusivamente com "LAL" 06 (13,33%)
Total de resultades
coincidentes 18 (40,00%)
Total de resultades
discordantes 27 (80,00%)

£ indispensivel a diluic@io dos soros hiperimunes com taxa proteica igual ou acima
de 10g% pois existe interfer@ncia de taxas proteicas elevadas nas provas Yin vitro®

IAT

Nas amostragens estudadas, pode-se concluir que 40,00% das provas de pirogenio

positivas em coelhos, foi devido & presenca de endoto
Gram negativos e 46,66%, decorrentes de outros fatores.

O conteldo

winas bacterianas por germes
de pequenas

quantidades de endotoxinas bacterianas, de germes Gram negativos detectados pela

prova "in vitro" IAL e que nio fol capaz de introguzir hipertermia em coelhos,

de 13,33%.

O IAL @ um teste de muita sensibilidade na deteccdo de endotoxinas,

foi

podendo ser’

utilizado na triagem de soros , e se positivo, ndo precisara da utilizacao do teste
"in vivo", se negativo, o teste “in vivo" devera ser feito.

1. Bang, F.B. — A bacterial disease of ILimulus
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poliphemus.

Buil.
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Summary

Several mannose-resistant hemagglutinins were found in
Fscherichia coli from urinary infections. The most frequent
hemagglutinin appears in serogroup 06 and is only active
against sheep erythrocytes. Hemagglutinins and pili were
identical, No correlation was found between HA patterns and
either K or H antigens.

Resumo

Pili hemaglutinante mamose-resistente em Escherichia eoli
isoladas de infeegdes do itrato wrinario

Em Escherichia coli, iscladas de infeccdes urinarias, foram
detectadas diversas hemaglutininas (pili) manose-resisten—
tes. A mals fregquente delas associa-se ao sorogrupc 06,
aglutinando apenas hemacias de carneiro.

Sane Escherichia coli "adhesins” cause mannose-resistant hemagglutination

137

{(MHRA)

for erythrocytes of dJdifferent animal species. By electron microscopy examination
the majority of these hemagglutinins appears as rod-shaped structures called pili
(MR pili). The role of MR pili in Z. col? virulence is well stablished for entero-
" toxigenic E. eoli colonization of intestinal epithelial surfaces (Gaastra, W. & de
Graaf, F.K. - dicrobiol. Rev., 46:129-161, 1982}, In urinary tract infections {UTI)
MR pili adherence to urcepithelial cells is an important step in the colonization
of urinary tract by urcphatogenic E. coli (E. coli UTT). The ability of E. coli UIT
to adhere to urcepithelial cells correlates with their ability to cause a MRHA of

human erythrocytes (R&llenius, G. & MSlby, R. - FEMS Microbiol.

Rev. Micrcbiol., S&o Paulo, 15(3):137-139, Jul./Set. 1984.

5:295-299,
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human  erythrocytes (Kdllenjus, G. & MSlby, R. — FEMS Microbiol. lett., 5:295-299,
1979; Vaisdnen, V. & col. - Lancet, ii:1366-1369, 1981; Viisénen, V. & col. - ILan-
cet, 1:1192, 1982). In the present study we have investigated hemagglutination
(Ha) , patterns, electron microscopy aspects and antigenic specificities of E. colt
UIT MR pili. _

We have studied 37 E. coli strains isolated fram UTI. Bacteria were grown  in
colonization factor antigen (C.F.A.) agar (BEvans, D.C. & Evans Jr., D.J. - Infect.
T, , 27:638-647, 1978) at 379C and slide HA tests were performed at 4°C and 37<C
with human (groups A and B), bovine, guinea-pig, sheep, rabbit and fowl
erythrocyies ressuspended in phosphate buffered saline (PBS) containing 0.5%
D-matmose. Piliation was studied by electron microscopy {negative staining} in a
Phillips EM 301 microscope. Zntisera were prepared for same MR pili-producing
strains and were absorbed with hamologous ron-piliated strains grown in C.F.A. agar
at 25°C to give pili-specific antisera. Antisera titrations were carried in tube
ard slide agglutination tests using two-fold serial dilutions.

Table 1 — HA patrerns and antigenic relationships of MR pili of E. eoli UTI.
Symbols: EU = human; BO = bovine; FO = fowl; GP = guinea-pig; RB = rabbit; SH =
sheep; +, (+), - = decrescent intensities of MRHA reactionms; +/- = MRHA positive at
49C/negative at 379C; +/(+) = MRHA positive at 4&4OC and 370C; (*) = absorbed
antisera gave titers £1:20 agzinst 0, K and H homologous antigens; (%*) = recipro—
cal of dilutions (slide agglutination tests); X. coli UTI = uropathogenic E. aold

HA pat- Strains Serogroup MRHA Pili-specific antisera *
terns HI BOD FO GP ERB SH 3¢ 34 32 6 10
A 8 06:K2:H31 - - = - 7 (+) 160%%  _ . - -
23 06:K14:1 - - - - - /- 160 - - - -
24 06:K2:H7 . - = - A - - - 80 0
29 06:K53:H7 - - - - - {+) /— - - - 20 80
30 06:K2:H31 - - - - - {4}/ ) 160 - - - -
B 16 rough:K?:tH- +/(+) - - - - - - ~ 40 - -
21 075:K5:H- + - - - - - - 40 - - -
32 {024) :K?:H™ - - - - - - - a0 - -
34 0i8a,c:K5:H~ + - - - - - - 160G - - 280
C [ 06:K13:H1 +/{+) - - - {+) /- - - - 640 40
9 04:K2:H5 v - - = = +f - 80 -~ 640 1280
13 018a,c:K5:H~ + - - - +/- - 160 - - 1280
P 4 04:K12:H5 L #fm - 80 - 640 1280
17 07:K1:H~ + - = 4= = +/= - - - - -
E 2 06:K?:H7 4+ - + {4} {+) - 40 = an -
r ETT 06:X53:H7 + - - + + + - - - 40 -
G 3 02:K1:84 ¥ - - - (+) (+) - - - - -
H 10 018a,c:K5:H- + = {4 - (8 (+) - - - 86 1280

Table 1 shows that 18 strains (48%) produced pili with dJdifferent HA patterns.
Type & HA pattern was found in 27% of piliated strains and 13% of all E. coli UTT
examined. Utilization of both sheep and human erythrocytes enabled us to detect all
piliated strains. No morphological dJifferences were found among MR pili of
different HBA patterns. We oconcluded that hemagglutinins apd pili were identical
because both pili vizualized by electren microscopy and MRHA were lost when
piliated strains were grown in C.F.A. agar at 25°C (Duguid, J.P. & col. — J. Med.
Micraobiol., 12:213-227, 1978). Seventy-two per cent of all serogroup 06 strains
(11}, 75% of 0l8a,c strains (4) and all 04 (2), 02 (1), 07 (1), 024 {1} and 075 (1)
strains were piliated. MR pili were absent in 09 (2}, 01 (13, 08 {1}, 013 (1), 020
(1) and 068 (1) strains. We found strong correlation between type A HA pattern and
serogroup 06 (Table 1). No correlation was found between HA patterns and either K
or H antigens., The cross-agglutination tests with absorbed antisera revea] that
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pili with identical HA patberns Or pili from strains of the same serogroup show
great antigenic variations with exceptions such as pili from strains §,23 and 30
which were similar antigenically. None of piliated strains reacted with CFA/I or

The present study shows that E. ool strains belonging to the most frequent
Serogro {06) associated +to UTT (Mabeck, C.E. & col. Acta Med. Scand.,
190: 279282, 1971; Oliveira, E.F.R., & col. - Rev. Ass. Med. Brasil., 23:217-219,
1977} produced a MR pili adhering only to sheep erythrocytes. These MR pili didn't
adhere to human erythrocytes as other MR hemagglutins describeg in UTI did. In
hemagglutinins contrast with the close correlation between HA patterns and
antigenic specificities for the MR piii of enterctoxigenic E. coli (CFA/I, CFR/II,
K88, K99) a dissociation between HA patterns and antigenic specificities for MR
pili of E. coli UrL was found. Further investigation will clarify MR pill antigenic
relationships, its incidence in cystitis and pyelonephritis, and adhesive
properties to urcepithelial cells.
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Resuwo

Comparacao do comportamento bioguimico e sorolégico de 175
amostras de Skigells isoladas de coprocultura de pacientes
com gastroenterite aguda de intensidade variavel, ou histd—
ria de diarreia cronica, na cidade do Rio de Janeiro, em
dois periodos: 1960 a 1969 {89 amostras) e 1970 a 1978 (86
amostras). Foi evidenciada a prevaléncia do subgrupo B
(64,00%) seguido do subgrupo D (25,30%) e a baixa incidéncia
dos subgrupos C (3,70%) e A (4,00%). A sorotipagem revelou a
predominancia dos sorotipos B, (26,80%Z) e D (26,30%), segui-
dos de By (16,007) e By (12,00%). Nioc foram observadas alte—
ragoes marcantes na distribuicio dos sorotipos de maior fre—
quéncia, nos dois periodos de isolamento,

Summary

Serotypes of Shigella isolated from cases of gastroenteritis
in Rio de Janeiro

The biochemical and serological characteristics of 175
Shigella strains isclated in Rio de Janeiro were studied.
The strains came from patients with acute of chronic enteric
disorders. Results with 2 group of 89 strains isolated from
1960 to 1969 were compared with a group of 86 remaining
strains which were isolated from 1970 to 1978, The results
showed that 64.00% of the strains belonged to subgroup B,
26.30% to subgroup D, 5.70% to subgroup C and 4.00% to
subgroup  A. Serological typing revealed serotypes Ba
(26.80%), D (26.30%), By (16.00%) and By (12.007) as being
the commonest types among the total number of strains. No
major differences were observed in the distribution of types
in the two compared groups of strains.

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 15(3):140-144, Jul./Set. 1984.
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Introducio ‘Tabela 1 ~ Comportamente bioquimico de 175
amostras de Shigella isoladas na cidade do Rio
de Janeirc no periodo de 1960 a 1978.
Simbolos: + = teste positivo em 1 ou 2 dias;
(+} = teste positivo tardio f(em 3 dias ou
freas geograficas e condicbes sO~  meis); - = teste megativo; 1 = 2 partir da
cio-econtmicas {4, 9, 18). &. fermentacdo da glicosej 2 = em meic sdlido; 3
Fflexneri e §. sonneil s30 as espé- = em meio liquido; * = amostra sorologicamente
cies predominantes, salvo em zo- definida como Shigella flexneri tipo 6
nas ou surtos limitades onde se
sobressaem, ocasionalmente, ou~
tras espécies de frequéncia nor-

A frequéncia de isolamentos de

Shigelle , & partir de quadros
entéricos, varia de acordo com as

Total de amostras
Teste cu substrato

malmente baixa (1, 11, 13, 17). w e w e w T %

A shigelose tem distribuicdo Produgio de HaS 0 - 0 - 175 100,00
mmndial, prevalecendo ean locais Produgio de indol 55 31,43 - - 126 68,57
cujas condigdes sanitarias e o ¥obilidade 5 - o - 175 108,00
nivel de higiene pesscal sao des- Hidedlise da wdia O - g - 175 105,00
favoravels, sendo uma das princi- Fermentacio da 75 106.00 N _ 0 _
pais causas de surtos de dcenca glicose !
diarréica em cammidades (17, Producio de ghst i* 0,57 0 - 174 99,43
23). A diversidade dos problemas Femmentacao da o - o - 175 100,00
relacionados 3 shigelose eviden- — 1#%se” '
cia a importancia da perfeita g a 0 - 46 26,28 129 7T
identifica¢do e da renovacio de pementacio &
informagoes scbre a fregquénecia sy 155 88,57 2 1,14 18 10,29
dos diferentes sorotipos, nmuma Vermeiho de 175 100,00 o ¢
determinada area, para fins de metila . - -
diagnostico e epidemiologia. © Voges Proskaver 0 - 0 - 175 190,00
conhecimento da auséncia ou rari- Desaminacio da o _ o - 15 100,00
dade de certos subgrupos ol SOro- fenllalanina !
tipos & relevante para a detecgdo illeacdo & Bei- 55 3,00 17 971 102 58,2
de surtos por eles produzidos. beits s:rozo ,

Considerando a escassez de in~ e oies O - 0 - V5 300,00
formagSes sobre o assunto no Rio Ueilizacks do ace- o 15 100,00
de Janeiro, foi feita a analise tato de sédio - - ’
do comportamento bioguimico e so-
roldgico de amostras de Shigella
ispladas nesta cidade, procurando evidenciar a ocorréncia de possiveis alteracoes

na frequéncia de sorotipos isolados em diferentes periodos.

Material e Metcdos

Ovigem das amostras - Foram estudadas 175 amostras de Shigella isoladas de copro-
cultura de pacientes com gastroenterite aguda de intensidade variavel ou histdria
de Aiarréia cronica, na cidade do Rio de Janeiro, no periodo de 1960 a 1978. Des-
sas, 123 estavam estocadas no Laboratdric de Entercbactérias do Instituto de Micxo-
biologia da UFRJ (IM-UFRJ). As demais foram isoladas em laboratdrios clinicos da
rede hospitalar ou particular e no proprio IM-UFRJ, durante o periodo de 1976 a
1978.

Isolamento, triagem e tden¥ificapdo bioquimica -~ Todas as amostras foram sulimetidas
a camprovacie de pureza, pela passagem en meio de agar EMB {(Eosin Methvlene Blue
Agar) e incubacio a temperatura de 37°C durante 24 horas e a partir dal, repicadas
para os meios de triagem DAU (Duplo-Acicar-Uréia) (20) e SIM. As isoladas ™o
IM-UFRT foram cbtidas pela semeadura de fezes colhidas apbs emissZo espontanea (em
adultos) ol através de swab retal (em criancas até cerca de 12 anos). Fol empregado
caldo selenito F (Difco), camw meico de enrviquecimento, e agar EMB, agar &S5
{Shigella-Salmonella BAgaxr-Difco) e agar de Hektoen (Hektoen Enteric Agar-Difco),
cano meios seletivo-diferenciais. As coldniag suspeitas foram, inicialmente,
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inoculadas nos meios de triagem anteriormente citados. O estudo de outras
caracteristicas bioquimicas, citadas na Tabela 1, foi executado sequndo recamends-
¢Oes habituais (5, 6).

Identificapao soroldgica - Foi utilizada a técnica de aglutinacio em lamina, enpre-
gando antisorcs preparados de acordo com as recamendacdes de Fdwards & Ewing (5),
assim ocano antissoros de fonte camercial (Difco). .

Tabela 2 -  Testes
bioquimicos de maior festes Subeyrupos total
valor diferencial oquimicos R S w T s o g N " N
entre os subgrupos —
de 175 amostras de TIRNR® 7 0000 4 3661 7 0,00 O - 55 31,43
Shigella isoladas na N

. - Produgac de ~
cidade do Rio de Ja-  gis ° - ™o0E 0 - 8 woes
?g;go n‘;gggrwdo de Fementacho o - o - 0 - 46 100,00 4 26,20

a .
Simbolos: * = amos- ggm“:g?" o - 1™ 90,18 10 100,00 46 106,00 157 89,71
tras sorclogicamente menLee”
definida como Shi- m‘?‘mﬂl— 2 - 27 24,10 0 - 46 100,06 T3 4,71
gella Flezneri 6; *=
= positividade tar-
dia, variando entre
2 a 25 dias, Maioria Tabela 3 - Subgrupos e sorotipos de Shigella isola-—
- . - g - .p rg
das amostras positi- das na cidade do Rio de Janeiro no periode de 1960
vas entre o 112 e o a 1978
15¢ dia de incubacao
e
amostras
Resultados e Discussao Total por . 1960 1970 :
Subgrupos borpos  Sorotipos 2 a Total
. . . 3 % 1969 1978 ne %

O canpertamento bioguimiceo Y ) T3 2 W)
das 175 gmostras de {5. dysenterige) 7 4,00 & r\éﬁ SO 3 - 3 1,71
Shigella, estz relacionado Totipadas
na Tabela 1. Os testes B 12 64,00 B 7 14 2 12,00
biocuimicos de valor para a (5. flezinerii By 25 22 47 26,86
diferenciagio dos subgrupos gi von B 1%
estao apresentados na Tabela Bs 2 - 2 1,14
2. Bg 11 2 1,14

. . . 1 - 1 0,57

No Brasil, os microrganis- g",,go Som 2 5 2,86
ros do genero  Shigella t2m Totipadas
s:u.io 'apt?ntados entre og ¢ s - 2 2 1,14
principais agentes entercpa~ (5. boydii) 10 5,71 C nio so- 71 8 /57
togenicos (2, 3, 11, 12, rotipadas
18), apesar de alquns acha- D a6 25,29 » 2 4 46 26,29
dos discordantes (4, 7, 19). (5. eonnei) :
As divergencias podem ser g 75 100,00 Total 8 8 175 100,00

devidas @os critérios de se-
le¢3o de pacientes, diferen~
cas ecoldgicas e metodologia
de isolamento e identificagBo do agemte causal (4, 7, 9). Adicicnalmente, a anti-
bicticoterapia e melhoria das condigdes sanitfrias podem contribuir para a reducdo
na frequéncia de shigelas, em algms locais (15, 22). Os Sorogrupos €  sorotipos
prevalentes podem tambén variar em fungSo do local e do tempo da investigacio. Na
amostragem por nos utilizada, a distribuicio das espécies de Shigella, nas duas
épocas de isolamento, foi semelhante, cam predomindncia de S. flexnzri (subgrupo
B}, seguida de 5. sonnei (subgrupo D} e rara ocorréncia dos subgrupos A e C. Esses
dados est3o em concordincia com chservacdes feitas anteriormente no Rio de Janeiro
(14}, em cutras cidades brasileiras {7, 11, 15, 18, 24) e em palses de condicdes
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sanitirias e climiticas similares (10, 13, 16), contrastando com os de paises com
melhores condicbes, cnde o subgrupo D prevalece sobre o B (1, 8, 17, 21, 23). A so-
rotipagem (Tabela 3) demonstrou o predominio dos sorotipos Bp (26,80%), D {26,30%),
By (16,00%) e By {12,00%), ndo sendo reveladas alteracles marcantes na ordem de
prevaléncia dos sorotipos de maior frequéncia. Observe-se gue os sorotipos By e D,
spresentam percentuais guase superponiveis de isolamento, sugerindo a tendéncia a
que ocupam a mesma ordem de frequencia.
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Resumo

Yersinia pestis foi lsclada de roedores e detectados anti-
corpos antipestosos, em soros humancs & de roedor, do Esta-
do de Minas Cerais, onde a infecclo pestosa nac era regis-
trada, ha cerca de 10 anes.

Sumary

Note on bubonic plague (Yersinia pestis infection) in Minas
Gerais State, Brazil

Yerginia pestis was isolated from rodents, and plague
antiboedy was found in human and rodent sera, from Minas
Gerais State, Brazil, where plague activity had not been
recorded for zbout 10 years.

A peste atingiu o Estado de Minas Gerais, em 1936, em consequBncia 3 sua eXpansao
ne Brasil, apds introdugio, em 1899. Eliminada da zona urbana, ficou arraigada en-
tre o8 roodores na zona rural, constituindo os focos naturals que persistem ate a
gpoca atual (Freitas, C.A. — Rev. Bras. Mal, D. Trop. XMI(4):673-688, 1969).

As informacdes sobre atividade pestosa, na maioria desses focos, baselam-se prin-
cipalmente, no registro de casos humanos e s0 na ltima década foi iniciada a pes-
quisa sistematica desta infeccao, entre os roedores hospedeiros e pulgas vetores,
nos focos mais ativos (Alweida, C.R. & col. Bull. wWid. Hlth. Ozg., 59 (4) :591-597,
1981} .

Em 1983, fol iniciada a pesquisa de atividade pestosa nos foocos do Vale do Rio
Doce e do Jequitinhonha (MG} onde as Gltimas ccorréncias datavam de 1974, B infec-
cBo foi pesquisada, por métodos bacterioldgicos e soroldgicos, nos roedores silves~
tres e comensais e em pacientes com sintomatologia campativel.

Os exames bacteriolégicos, dos bagos dos roedores conservados no meio de Ca-
ry-Blair, foram realizados no Laboratdrio Central de Peste da SUCAM/MS, =m Gara-
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nms, Pernambuco, e os exames sorolSgicos no Laboratério de Peste do Centro de

Pesquisas Aggeu Magalhaes/Fiocruz, Recife, Pernambuco.

A metodologia empregada na colheita, conservacdo e
transporte das ampstras e nos exames bacterioldgicos e
sorologicos, fol a recamendada ror Cavanaugh, D.C. & Bah-
manyar, M. (Wid. Hith. Org. {Geneva), 1976} e Karimi, Y.
{Bull. Soc. Path. Exot., 71 (1}:45-48, 1978).

Foi detectada atividade pestosa, em ambos os focos, ros
seguintes materiajs: soro de um roedor, Fectomys squami-
pes olivaceus, capturado em julho de 1983, na Fazenda
Barra do Mutum, Itankemi {Foco do Vale do Rio Doce} que
apresentava titulo de anticorpos hemaglutinantes com a
Fracdo Antigénica purificada 1A de Yersinig pestis,
>1:128; bacos de dois roedores (1 Zygodontomys lasiurus
pizuna mOrto na quarentena e um Akodon arvienloides arvi—
culoides encontrado morto no campo, en agosto de  1983),
da Fazenda Barra do Bananal, Rubelita (Foco do Vale do
Jequitinhonhal, que se encontravam infectados por  Yersi-
nia pestis; soro de um paciente da Fazenda Bananal 11,
Rubelita, em janeiro de 1984, com +itulo de anticorpos =
1:728.

As cepas de Yersinia pestis, isoladas dos @ois roedores
infectados, produzem reagdo caracteristica, quando inocu—
ladas po dorso depilado das cobaias e apresentam o perfil
bioquimico mostrado na Tabela 1. )

O reencontro da peste, nos focos do Estado de Minas Ge-—
rais, onde n&o era registrada hi cerca de 10 anos, mostra
que, ao invés de extintos, estes focos permanecem ativos,
exiginde permanentes medidas de vigilancia e controle da
infeccdo.

Tabela 1 — Perfil bio-
quimico das cepas de
Yersinia pestis isola-
das de dois rosdores
do mmicipioc de Rube-
lita, Minas Gerais, em
agoste de 1983 (28°C)

Provas Resultados

Glicose {&cido} +
Glicose (gas) -
Mamitol +
Lactose -
Sacarose -
Glicerina -
Nitrato *
Mobilidade -
VM +
VB _
Indol -
Ureia -
Lisina descar-
boxilase

Ho8 (Kliger) -

Coloragdo (Azul Bacilos
de metilens bipolares
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VACINA ANTIAFTOSA POR DNA RECOMBINANTE (RDNA): ESTRATEGIAS
PARA CONSTRUCAD DE VETORES DE EXPRESSAO PARA O GENE VPT®
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Resuno

Anilise da Patente ZA 824174, da Genentech, Inc., intitulada
“production of foot and mouth disease vaccine £rom micro-
pially expressed antigens thereof” e interpretacac das es-
tratég%as adotadas para obtencdo do cDNA e gene VP4, parsa
producao de vacina antiaftosa, eavolvendo: construgac de ve-
tor de expressao original, para ¢ gene VPq de Al12 e vetores
de expressao derivados, para o gene VP{ dos subtipos A24
Cruzeirc Brasil/55, As7 Cundinamarca Colowbia/76, A Argenti-
na/7%, 01 Campos Brasil/58 e C3 Resende Brasil/55.

SUEnTAY

DA recombinant foot and mouth disease vaacine:  VP3
expression vectors strategies construction

snalysis of the ZAPat 824174 from  Genentech, Inc.
Uproguction of foot and mouth disease vaccine from
micrebially expressed antigens vhereof” and interpretation
of the strategy adopted for the obtention of cDNA and VP4
gene for FMD vaccine production, involving: construction of
an A3 VP{ original expression vector and its transiormants
for VP{ expression of A4 Cruzeiro  Brasil/35, Azz
Cendinamarca Colombia/76, A  Argentina/79, 01 Campos
Brasil/58 and C3 Resende Brasil/55 subtypes.

Introdugso

A elucidacdo da estrutura de dupla hélice do DNA por Watson & Crick, en 1953, e
de importantes processos celulares, como sintese protéica e regulagdo genica {déca-
das de 50 e 60), permitiram o degenvolvimento, na decada de 70, da tecnologia do
DNA recombinante. A possibilidade de se construir vetores, capazes de exXpressar
mensagens pré-programadas, com emprego das té&cnicas ée yDNA causou profundo impacto
na ciéncia. Nao mencs importante fol a aplicacdc desta tecnologia em diversos seg-
mentos industriats (18). )

Na produgac de immizantes, O uso da tecnologia de yIMA abriu novas perspectivas
para superar inconvenientes cbeervados nas vacinas tradicionais, decorrentes da
tacnica de producio. Esta situagdo & particularmente jmportante, no caso éa vacina
antiaftosa (9.

A producdo da vacina tradicicnal estd baseada na inativacdio do virus da febre af-
tosa (VFA). O virus inativado, embora contendo determinantes antigénicos, perde a
capacidade de replicacio.

A vacina, assim produzida, apresenta dois importantes inconvenientes. Se a inati-
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vagao & inadequada, a vacina poderd provocar a doenca. Se as condigfes denaturantes
s&0 muitc poderosas, a fim de garantir a obtencdoc de produto que n3o cause a doen-—
¢a, o antigenc poderd vir a ter sua capacidade imunogeénica alterada.

A vacina produzida por inativacio exige, para sua estabilidade, a manutengdo de
cadeia de f£rio, de 4 a 8C gz embalagem & inoculag@o no gado. O poder imuncg@nico
€ perdide, se o produto for congelado ou reaquecido. As condicdes climaticas, no
Brasil, e a desatencio dos aplicadores, quanto as exigéneias térmicas, tornam o
processo de manutengao vulnerivel .

O escape do virus, durante a industrializacio da vacina, constitui outra inconve—
niéncia na tecnologia tradicicnal.

Tals inconvenientes s3o evitados com a tecnologia de rDNA para a producdo de  va-
cina antiaftosa {11, 13).

Pela tecnologia tradicional, a vacinag & produzida a partir da inativacio de virus
inteircs. No passado, n3o havia suficiente conhecimento das bases moleculares do
agente causal da aftosa. Hoje, a vacina por rDNA requer profindos conhecimentcs, a
respeito da biclogia do VFA e o deminic de técnicas especials, para manipulacdo 4o
gencma do agente (26, 28).

A partir dos trabalhos picneiros de Bachrach, na década de 60 (1), sabia-se que a
fracac mais imunogénica do VFA localizava-se no polipeptideo VP (VP = do inglés
‘viral polypeptide") que faz parte do capsideo do virus. A partir dai, a tecnologia
de rDNA pode ser usada para clconagem do gene VP17, em um vetor, capaz de levar &
sintese de peptidec VP{. A vacina, contendo apenas VP1, ndo apresenta os inconve
nientes da tradicional e dispensa a cadeiz de frio,

to moderno processe de producio da vacing antiaftosa, & estratégia adotada para
construcao de vetor de expressdo constitui a base da tecnologia. As sequéncias gé-
nicas de controle introduzidas e a integracado do DNA heterdloge, capaz de levar 4&
sintese de proteina hibrida, canpativel com a célula (bactéria) hospedeira, consti-
tuem as caracteristicas fundamentais do vetor de expressao {12, 14, 19)}. Através de
manipulacac dos componentes quimicos, no meio de cultura, & possivel otimizar o ni-
vel de expressdo, no sistema vetor-hospedeirc. © vetor eficients constitul, portan—
to, um dos fatores de sucesso, para a industrializacio da vacina, em bases compati-

& técnica de YDNA nfo & a inmica tecnologia de ponta, coamo opgdo para producio de
vacina para febre aftosa. Outra linha industrial devers ser baseada no processo de
sintese gquimica de polipeptideo, a partir do qual sio obtidos imunizantes com  van-
tagens samelhantes agueles cbtidos através da tecnologia de xDia.

O uso de camputadores permite estimar-ge a localizacao de sitios antigénicos,
Existem programas especificos para localizagdo de regides acessiveis de proteinas,
A esta metodologia alia~se o conhecimento da sequéncia de aminofcidos e a  caracte
rizacadc destes em hidrofilicos e hidrofébicos., Os primeiros geralmente estfo EXPOS—
tos, enquanto os sequndos estio escondidos, em dobras da proteina.

Bittie & col. (5, &), sintetizaram peptidens (por métedo de fase s0lida}, corres—
pondentes a varias regifes do VPq. Verificaram que a sequéneia correspondente  aos
amincdcidos 140 a 160, quando accplados a um carrier e combinados cam adiuvantes
produzem anticorpos neutralizantes e protegem contra desafio. Qutro peptideo, con-
tendo os amincacidos 201 cu 213 do VP, também produz antlcorpos neutralizantes,
quando acoplados a um carrier e introduzido em animais.

Recentemente, pesquisadores da Scripps Clinic em conjunto con pesquisadores do
Animal Virus Research Institute, Pirbright, England, demonstraram que peptidens
contenda aminoacidos 141 a 160, do VP do virus O, Kaufbeuren, anexados a varias
proteinas transportadoras, em carbinagio a diferentes adjuvantes, preduzivam anti~
corpos neutralizantes em cobaias e coelhos. Peptideos sintetizados da megma regido
do virus & e C foram ctmparados, an termos de atividade neutral izante,

0 meswo grupo, estid realizando estudos comparativos, entre sequéneias de VP{, de-
rivados de diferentes cepas virais, visando maior COMpYreensao, en nivel molecular,
da variagdo antigénica caracteristica do aftovirus. Esta andlise faz uso de mdtodos
para estudos de conformacic estrutural; pretende definir mais claramente a regifo
imunogénica e determinar as superficies expostas do VPq.

Bo ponto de vista do poder immizante, os testes “in vivo", realizados com os
produtos obtidos por rDNA e os polipeptideos sintéticos s#o promissores. A passagem



149

da escala laboratorial para industrial & dirvetamente dependente de meior guantidade
de ensaios em bovinos, com os diferentes subtipos virais.

2 andlise das estratégias, usadas em engenharia genética, para construcio de  ve—
tores de expressdc para O gene VP, representa importante passo para prospecgao de
tacnologia competitiva, Permite conhecer as tendéncias entre competidores e infe-
rir, con auwxilio de outros pardinetros técnicos € econtmicos, as possibilidades e
maior sucesso.

A literatura cientifica sobre rINA, em especifico para produgio de vacina, & vas-
+n. Além dos citados, alquns textos merecem destaque (2, 3, 4, 7, 8, 10, 15, 16,
17, 20, 22, 23), mas ndo serao comentados, pelo fato desse trabalho ngo ter, por
objetivo, a revisdo bibliografica sobre o assunto. O principal escopo do trabatho &
a andlise de patente, por conter informagdo que revela a tendéneia industrial na
area.

Varias patentes ja foram concedidas, incluindo processo construtivo de vetores de
expressio. Foram examinadas duas, uma (N9 824174}, para a Replblica da Africa do
Sul, e outra, de concorrente (N@ 2084583}, para o Reino Unido (25, 27).

2 escolha, para andlise mais detalhada, recaiu scbre a primeira patente, pelo fa-
to do modelo ter incluido a transformacdo do vetor de expressio original em vetores
de expressio, para diferentes subtipos do VFA. Este aspecto & de grande importan-
cia, dada a variabilidade immolégica do virus, nos paises afetados pela febre af-
tosa. Portanto, a indistria tomar-se-a mais competitiva, na medida que contar com
recursos  teenico-cientificos e assistBncia especializada, para adaptagao de tecno-
logia, frente ds contimuas modificacdes epidemiolégicas do agente causal da molés-
tia.

A sequir, sdo apresentadas as vias de cbtencao do gene V1 (cap. 2) e as estraté-
gilas para construcdo de vetores de expressdo de VP (cap. 3), original e seus deri~
vados. Os detalhes sobre a estrutura génica dos cinco fragmentos, usados para a
construcio do vetor de expressac original e a lista de enzimas de restrigéo envol-
vidas nas vias de cbtencdo dos vetores (original e derivados}, estio incluidos no

apendice.
Vias de obtencao do gene VP

A obtengio do cDNA dupla hélice {ds) de VPy, envolve varias das novas técnicas de
rINA (21) e resulta em biblioteca de VFA, formada por colegao de plasmideos recom-
binantes, naqualcadasegmentododscDmdeVFAestépresentenonﬁanmmavez.
Da biblioteca sio, finalmente, selecicnados os plasmideos que contém © gene VP
(Fig. 1). A construcdo da biblioteca (Fig. 1, etapas 1-3} inclui: obtencdo do ds
oONA de VFA, através de sintese enzimatica e clonagem do ds cDA, em plagmideos.

0 ds oA do aftovirus, obtido segundo métodos (24) ja considerados convencionais
{Fig. 1, etapas 1-7), & preparado para clonagem, visando-se a formagao de extremi-
dades polideoxicitidina.

Para obtencio da biblioteca, no caso da ZAPat 8241 74, foi escolhido o plasmideo
pBR322. Trata-se de moldcula dupla de DNA circular, com 4363 pares de bases (pb),
construida "in vitro", para Escherichia coli. O pBR3Z2 contém: o determinante de
resistdncia & tetraciclina (Tc) de pSC 101; a origem de replicacdo de DNA (Ori) de
Col E1, derivada de pBM 1; e o determinante de resisténcia a anpicilina, do trans-
poson Tn 3 (Apéndice, Fig. 17 - Mapa do pER322}.

A preparacio do pBR322, para clonagem {(Fig. 1, etapas 8-10}, envolve linearizagao
do plasmideo e criacdo de extremidades polideoxiguanidina, complementares as do as
CINA G0 VFA. A linearizacio do pBR322, através da enzima Pst I, cujo sitio de acdo,
no plasmideo, lccaliza-se no gene 2Ap, faz can que a clonagem do DNA heterdlogo
ocorra no Ap, inativando-o. Isso permite, apds a clonagem e transforamgao de £, co-
11 (Fig. 1, etapas 11-12), selecionar OS plasmidecs recarbinantes oo ampicilina e
tetraciclina. As coldnias, resistentes a tetraciclina e gensiveis & ampicilina,
contendo plasmideos recombinantes, podem ser separadas das coldnias nao transforma-
das, TcS e BpS (Fig. 1, etapa 13).
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Figura 1 — Cbtencio do ds-cDNA do gene VP; de VFA

i, RNA viral
+ fniciador
transcriptase reversa
dATP dTTP dGTP ditP

2. RNA » CDNA
fragmento de Klenow
dATP d&YP dCTP 41T

<
3. RHA + ds cONA
4. exu—écéa
Jd
5, eletroforese em gel 8. pBR322
de peliaceilamida 5%
Pst 1
& ds cONA (fragmentos de 1.0C0 2 5.008 pb} 9. pBR32Z Yinear
+ transferase tesminal de deoxinucleotigeos + transferase termina) de deoxinucleotidens
il £ aGip
?. ds cONA com extremidades polidecxicitidgina 10. FBR32Z Tinear com extremidades polideoxiguanidina
ts. plasmidees
12, transformacio de Escherichia coli
=2uBETICRTa cols
4. nape de restricio ¢— 13, selecdo de plasmidees
recombinzntes TcR Aps ~————— biblicteca
+
.15, fiitro de nitrocelulose 15, sonda de DHA Y2P, que codifica para a parte
final do gene VP1
hibridacao
18. sequencialmento do s—-w— 17, selecia de plasmideos recombinantas com

KA clanado segquénciss do gene VP,



Figura 2 — Plasmideos re-
combinantes, selecionados
para seis subtipos de

YPFA, todes contendo o
gene VPy, do respective
subtipo

: Plasmides

Subtipy de VEA h ey
312 T 463
oy Cruezeixo Brasil B 435
c 312

Ay Cundinamarca Colemivia/76
A Argentina/78

C3 Resende Brasil/SS

0, Campos Brasil/58

64
250
85

oo

Obtida a biblioteca, a sele-
cio dos plagmidecs, contendo ©
gene VPq (Fig. 1, etapas
15-17), € realizada em filtro
de nitrocelulose, por hibrida-
gio do DA dos plasmidecs com
an DHA sonda {segmento sintéti-
co, contendo os Altimos codons
de VPq, marcado radicativamen—
te). O filtro & depositade so-
bre a cultura de E. coli, nas
placas, retirado e tratado, de
modo a se promover a lise das
bactérias, aderéncia e denatu-
racio do PR ao filtro. Solu-
cio, contendo a sonda, & adi-
cicnada, hibridacio. For
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Figura 3 —~ Composigdo do vetor de expressac
pFMi. Proteina de fusdo expressa pelo pFMi,
constituida por 405 aminocicidos (190 aminocacidos
gene LE = fragmento 3; 6 aas = fg. 43 205 aas =
VPy de Aq2, £3. 5; e & aas = pBR322, fg. 1), com
peso wmolecular de 44,4kd. Porcentagem de cada
fragmento no vefculo de expressao: fg. 1
70,75%; f£g. 2 = 5,68%; fg. 3 = 11,07%; 5. &
0,49% e £fg. 5 = 12,017

extremidade
cegs

ligacZo natursl

Fragmento regulador 290 pb

Gene LE' 565 pb

Fragmento de Yigacdo 25pb

pBR 322
3511 pb
ds cONA de kiZ
613 ph

cédons 7-211%

3611 pb + 290 pb + 565 pb + 25 pb + 613 pb = 5.104 pb
0 fragmento clonado no pBR3ZZ {fgs. 2+ 3 + 4 + 5) equivale a
34,22% do sey tamanho.

Gltimo, o filtro & lavado e submetido a radicavtografia, para identificacso das re—
gites, do filtro gue correspondem 3s coldnias de F. coli que cont@m plasmideos oom
o gene VP7. O filtrc e o filme radicautografico funcionam como mapa das culturas,

nas placas.

0 emprego das técnicas resultou na selecio de um plasmideo, para cada um de seis

subtipos de VFA (Fig. 2}.

Esttatégiasparac:mstmgéodevetor%deaqmséomzaw1

Yetor ortiginal — B construcao de cinco vetores de expressdo, pFMI, pFM2, pFM3,
FM10 e pFM20, para o gene VPq de Aq2, visa testar diferentes segmentos e arranjos,
a fim de determinar qual o vetor mais adequado. Os cinco vetores foram construidos
através da ligacdo de cinco fragmentos, mumerados de 1 a 5.

Fragmente 1 - (Fig. 17), derivado &o plasmideo pBR322, compreende 3611pb e funciona

como vetor do TNA clonado.

Fragmento 2 - {Fig. 18), foi retirado do operon triptofanc de Escherichia coli,

reende o pramctor, operadck,

Croarg:
dora do

local de iniciacso do RBm e a sequéncia codifica-
iocal de ligacao ao ribossamo; tem 2%0pb e acaba um muclectideo, antes &

cidon de iniciacio ATG do peptideo LE do triptofano. Este fragmento & uma sequencia

de controle da sxpressfo. Estando ligado, cperativamente, com o gene VPq,
e regula a expressao desse gene.

controla

Com isso, & possivel aumentar o nivel de expres-

sio, ocolocando-se a cultura, de bacterias transformadas, para crescer em weio defi-
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clente em triptofano. O Fragmento 2a difere do 2

sivas {Fig. 18).

Figura 4 - Composicdo do vetor de
expressic pFM2. Proteina de fusio
expressa pelc pFM2, constituida
por 406 aminoacidos (190 aas = ge-
ne LE, fg. 3; 8 aas = fg. 4a; 204
aas = VPy de Ay, f2. 5; e 4 aas =
pPBR32Z, fg. 1), com peso molecular
de 44,4kd. Porcentagem de cada
fragmento ne veiculo de expressio:
fg. 1 = 70,71%; fg. 2 = 5,68%; fa.
3 =11,06Z; fg. & = 0,657 e fg. 5
= 12,00%

Fragmento 3 ~ (Fig. 19), com 565ph,

triptofano. Tanbém foi retirado do

¢ POr apresentar extremidades ooe—

extremidade
cega

3igacdae natural

Fragmento regulador 250 pb

Gene LE' 365 pb

Fragmento de Vigacio
8 pb 7 codons do YP)

pBR 322
3511 pb

ds ¢DNA de A
613 pb
cBdons 8-211

t2

Bam HI
375¢ ab

Ece R1

3671 pb + 250 pb « 565 pb + 28 pb + 613 ph = 5107 pb
Fragmento clonado no pBR3I22 (fgs. 2 + 2 + 42 + 3} equivale a
34,287 do seu tamanho,

contén o gene estrutural do peptidec 1E do

operen tviptofano, onde se localiza, logo apos o

fragmento 2. A inclusdo deste fragmento, ro vetor de expressdo, visa conferir maior

estabilidade do peptideo VPq, pela
peptideos VPq e IE. O Fragmento
nho, por conter 46ph,
19).

Figura 5 - Composicio do vetor
de expressao pFM3. Proteina de
fusdo expressa pelo pFM3,
constituida por 233 aminoici-
dos (17 aas = gene LE, fg. 3;
8 aas = fg. 4a; 204 aas = VP4
de Ayp, fg. 5; e & aas =
pBR322, fg. 1), com peso mole—
cular de 25,3kd. Porcentagenm
de cada fragmento no veiculo

de expressao: fg. 1 = 78,71%;
£8. 2 = 6,32%; £g. 3 = 1,00%:
fg. 4a = 0,617 e fg. 5 =
13,36Z

producdo de uma proteina de fusio, formada pelos
3a exibe as mesmas fimcles do 3. Difere pelo tama-
que xepresentam os 15 primeiros cidons da proteina I

{Fig.

extremidade
ceg

ligacio natursl

i
Fragmento requlador 250 py

Infcle do gene LE* 45 pt

Fragmento da ligacdo 28 ph
“1 codons do”¥Fl

pBR 322
3611 pb ds cONA de- A
Bt3 pb

cddons 8-21%

12

3
Bam M1

3750 pb
Eco g%
35T% ph o« 299 pb + 46 ph o+ 28 py 4+ £13 pb = 4588 b

0 fragmento clonado do pBRIZZ {fgs. 2 + Ja + 42 + 5) equivale
a ?2,39% do sev temanha.
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Fragmentos 4 e 4a — Pexmitem por o ds cDMA do aftovirus em fase com a sequéncia de
controle da regulagio e com fragmento 3. O fragmento 4 (excisado de um plasmideo,
contendo © genca da hepatite), compreende 25pb (Fig. 20). O Fragmento 4a (produzi-
do pela ligagio de cinco oliganucleotideos sintéticos), compreende 28pb (Fig. 20).
0 primeiro cbdon do fragmento 4a codifica para uma meticnina, que ficara localizada
na proteina de fuso, entre os peptideos 1E e VP. Camo a metionina € cindivel pelo
CnBR, sua presenca pexmite a clivagem da proteina de fusdo. Além disso, o fragmento
d4a fornece a sequéncia codificadora dos sete primeiros aminodcidos do VP, com cO-
dons preferides pelo hospedeiro E. col<.

Fragmento 5 ~ Sequéncia de ds cI¥A de A12, que codifica para VPq. Compreende 613pb,
que representam os oddons 7-211 do VP {Fig. 21}. Esse fragmento foi excisado &
plasmideo T465 (Fig. 2}.

extremidade

Figura 6 — Composicac do vetor de cege

expressao pFM10. Proteina de fu- ! fragnento regulader 289 pb
sio expressa pelo pFM10, comnsti-
tuida por 216 aminocdcidos (8 aas
= fg. 4a; 204 aas = VP1 de Al2,
fg. 5; e 4 aas = pBR322, fg. 1},
com peso molecular de 23,6kd.
Porcentagem de cada fragmento no
veiculo de expressao: f£g. 1
82,43%; fg. 2 = 5,46%; fg. 4a

Fragmento de tigacio
8 pb 7 eodons do YPI

pBR 322
4363 pb

nn

ds cDHA de A12
613 pb

i

0,537 e fg. 5 = 11,58% b
codons 8-213
fam
375% pb
Eca R1
4363 pb + 28% pb + 28 pb + 633 pb = 5293 pb
0 fragmento clonado no PBR3ZZ {fgs. 23 + 43 + 8} equivale &
21,32% do seu tamanho.
Figura 7 — Composigao do vetor de extremidsde Vigagia natural
- - cege
expressac pFM20. Proteina de fu- ‘

sio expressa pelo pFM20, consti- Fraw'*ﬂtlc regulador 230 pb
tuida por 609 aminodcidos {190
aas = gene LE, fg. 3; 8 aas = fg.
4a; 204 aas = VPq de Ayqp, fg. 53
204 aas = VPy de Ayp, fg.5; e 4
aas = pBR322, fg. 1)}, com peso
molecular de 66,8kd. Porcentagem
de cada fragmento mo veiculo de
expressaoc; fg. 1 = 63,12%; fg.
= 5,072; fg. 3 = 9,88%; fg. 4a
0,592; £g. 5 = 10,72%; e fg. 5
10,727

Gene LE' 565 pb

Fragmento de Tigacie 28 pb
7 cbdons de ¥PI

[y

ds cDNA de Ag, 613 pb
codons 8-211

n %

ds cONA de A,, 513 pb

Baz HI codens 9-214

3759 pb

Eco Ri

3511 pb + 250G pb + 565 pb + 28 pb + 613 pb + 613 pb = 5720 pb
0 frageente ¢lonade no pBR3Z2Z {fgs. 2 + 3 + 42 + 5 + 5] equi-
vale a 48,33% do sev tamanho.
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Figura 8 — Esquema de obtencdo de pFMB1, vetor de expressio para o gene VPy de Agy
Cruzeiro Brasil/55. Proteina de fusdo, expressa pele pFME1, constituida por 248
amincacidos (17 aas = fg. 3a; 8 aas = fg. 4a; 36 aas = codons 8-43 do gene VPt de
A12; 177aas = cddons 44-220 do gene VPt de Ap4; 10 aas = pBR322, fg. 1), com peso
molecular de 27,3kd

Eco B {231tuni
H

fg. T - seouincta reguladors

f5. 3¢ Bam Hi

-
{3790

fg. &

fg Br¥ L) .
1 8 — T

pb3z? 3002 4500 pEANZ?
+ Hind 1}! [ Hind i1}
Te. 5 Hee 111
&= HI gene VP1 -3 "12 v
1325938) ¥
Hind T11
tzsaped AGLTT §° 186
A 533 pr cc Eco A1
Hing {1} cadons &4 - 220 &
Bam Hl &o gene YPy  ge Az s 61
ARTTE S 36
2% Is01a00 em gei de poliacrilamig & CYTAA
AGCIT &7 f3.5 f5.1_ 3'A
F ¥ TIC6A Fraguento Klenow 42
selizerase 1 do BAA
.
0 3% ARTIE 5 3 GAATT
. TIRAL CITAL
AGCTY 5° ¥4.1 38
K CLTAG i
Bam HI
.
i) %361
e ? 5 158 BATCL S 3 GRaYY
GATCC 5 fg.1 384 42 .}
E S R w1 — ) 5 Citas
Yigese T
do ONA
1s0iado ez gel de polizcrilemida @ -
1 37%
AT St 3%

TiAAG LCYAG

fg. 7 - scquéncis reguladora Isoleds em gel de poli.

acrilzaide
fg. 35 inizie do gene L

3. da

fg, }
pER3EZ

geac YR, dr Ay {cicons B - 42)

Hind I}

geno YPy de hzq ic@dons 44 - z28)

extrenidade
teqa

A partir dos cinco fragmentos, anteriormente descritos, foram construides cinco
vetores de expressao para o gene WPy de A1p. Os vetores construidos diferem pelos
fragmentos 3 e 4 e as diferencas se refletem sobre o tipo de proteina expressa por
cada vetor, O pFMI (Fig. 3), constituido pelos fragmentos 1, 2, 3, 4 e 5, expressa
wa proteina de fusdo que, além do WPy, cont@n a proteina LE. O pFM2 (Fig. 4}, for—
mado pelos fragmentos 1, 2, 3, 4a e 5, expressa uma proteina praticamente idantica
& do pFMl. Porém, a substituicio do fragmento 4 pelo da, permite introduzir, ma
proteina de fusdo, uma metionina, entre os peptideos IE e VPq, 0 que possibilita,
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posteriommente, a separacio do VPy da proteina de fusdo. O pFM3 (Fig. 5), formado
pelos fragmentos 1, 2, 3a, 4a e 5, expressa uma proteina de fusio menor que as  an—
teriores, pois o peptideo IE foi reduzido aos 17 aminoacidos iniciais, atraves da
substituicio do fragmento 3 pelo 3a. A proteina de fusio tambén pode ser clivada
por (nBR, pela presenca do fragmento 4a. O pFMIO (Fig. 6}, formade pelos fragmentos
1a, 2a, 4a e 5, expressa apenas o VP¢. Isto foi consequido, ligando-se o fragmento
2a ao 4a. O pFM20 (Fig. 7), constituido pelos fragmentos 1, 2, 3, 4a e 5 expressa
ura proteina de fusdo, constituida por LE e dois VPy. .
Fnire oS cinco. vetores de expressao cbtidos, o
M3 reveloun-se mais adequado, tanto no que s€

refere acs niveis de expressio, como as proprie- Figura ‘9 — Detaihe da sequén-
dades da proteina de fusao cbtida. cia de bases do VFq de A2 e

Any (codons 6 a 9)

Vetores derivados ~ A concentragao de vetores de

expressio para © VP, de subtipos diferentes de

A1z, & realizada retirando-se, do pFM3, a se- o i . s
quéncia de ds cDNA de A1 e colocando-se o ds hie san ’»c
oI, de outxosubtipo,aﬂseu lugar. EI'I!JPOI'-” o [ rcL\J sca Eact
tante destacar que esse procedimento € mais van-
tajoso do que a construgdo de um novo vetor de
expressao, obtido a partir @e diferentes frag-
mentos, segundo modelo de pFM3. Requer-se menor
nimero de manipulacdes, ji que o sistema, formado pelos fragrentos 1 a 4, & mantido
intacto e pode ser amplificadc, camo um +odo.

Duas estratégias foram usadas na construcdo de novos plagnideos: {a} retirada do
ds cDMA de Aq2, criando-se extremidades cossivas, no pfM3, as quais se liga o novo
ds cONA, previamente tratado, de modo a apresentar extremidades camplementares as
do oFM3; e (b) retirada do ds cDi® de Aq2, criando-se, no FM3, uma extremidade 3'
cega, 4 qual se liga o novo ds iR, previamente tratado, de modo a apresentar uma
extremidade 5' cega.

pFMBI — Vetor de expressdo para o gene VP; de Ap4 Cruseiro Brasil/s6 - O pFMBI,
construido sequndo estratégia de extremidades coesivas, & obtido através da ligagao
de trés fragmentos Fig. 8).

O primeiro fragmento (Fig. 8, coluna 1) & matriz derivada do pFM3. Contém um tre-
cho do pBR322 {375© a 390¢ph), a sequéncia reguladora da expressdo (Fragmento 2,
Fig. 1B8), o inicio do gene IE (Fragmento 3, Fig. 19}, o fragmento 4a (Fig., 20) e o
inicio do gene VPq de A2 (cGdons 8-43). :

O fragmento matriz & um dos produtos da clivagem do pFM3 com Bam HI e Hind I1I,
separado dos outros dois fragmentos, resultantes da clivagem, em gel de poliacrila—
mida. Recebe a denominacio de matriz, pelo fato de que, para transforma-lo em vetor
de expressio, basta clonar, adequadamente, o DNA heterdlogo e regenerar a parte do
pBR322 removida.

0 segundo fragmento (Fig. 8, coluna 2} é retirado do plasmideo B435 (Fig. 2} e
contém os codons 44-220 do gene VPq de A24. A excisio deste fragmento & realizada
oo as enzimas Hind III e Hae III, ¢ue clivam, respectivamente, no ¢&don 43 e mo
final do gene VPq de A24.

O terceiro fragmento (Fig. 8, coluna 3) & derivado do pBR322. O plasmideo & cli-
vado cam Eco RI, a sequir & tratado com o fragmento Klenow para tornar cegas as €X—
tremidades e, por Ultimo, clivado com Bam HI. O tratamento com Bam HI da origem a
&ois fragmentos: um, contém a maior parte do pBR322 (3769 - 4361°pb) e outro, ©
inicic do pBR322 {19 — 3750pb). Este U(ltimo fragmento & isolado em gel de poliacrie
lamida e sua inclus3o, ro pFMB1, visa regenerar o determinante de resisténcia & te-
traciclina do pBR322, uma vez que a parte inicial, do determinante, havia sido re-
movida, com © final do gene VP1 de Aq2.

A ligacZo dos trés fragmentos, na presenca da ligase Tq, resulta no pFMB1, que
expressa uma proteina de fusdo, formada pelo inicic do peptideo LE, inicio do pep-
tideo VP de A12 (cSdons 1-43) e pelo final do peptidec VP de Aps (cOdons 44-220).
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Figura 10 - Esquema de obtencio de pFMG, vetor de expressic para o gene VP7 de Oy
Campos Brasil/58. Proteina de fusio, expressa pelo pFMG, constituida por 235 ami-
noacides (17 aas = f£g, 3a; 10 aas = fg. 4a; 204 aas =~ codons 8-213 do gene VP; de
Gt Campos; 4 aas

i

pBR322, fg. 1), com peso molecular de 23,7kd

Eco R [4361¢20)
1

[
wequEncts codificadora do vry

Eca R?

Bax H!

condicSes de daixa salinidade % Ava ]

§14259pb)
gene VP e LIY
Pat l oATCL 5° 629 pb 36 Eco A1
G LITAL Avs |
cidons B -2%3
do geas !‘P‘
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G5 fg.5 , 1) 238, &a 3CTGCA PyCGPuG 5* 3G
AcsIT LA T [4 Isolade em gel de polizcrilamtds £ CITAA
GAIC
ACGEICTAG .
g 8g1 11 ! M5
4
G5 9.5 ¢+ 142 32, 4a& 3'CTGCAGATC ARITC 5 e
AGTC T GACGTLTAG 8 GPuGERy
;v; :1 {soiade en gel de boliacrilanids
9
G 5 1g.5,19.t 3 €
ACGIE i GPuGLPy

PYCGPuG 5" fg.1 ;2 ¢ 3a 3 43 3'CIGEA
3 e GALGTCTAG

1a0lado e gel de poliscrilamida

kva 1
!9. N
fg.1 g. “
pBR322 Bam H
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Figura 11 — Esquema de fusac de pFMC, vetor de expressac para o gene VPy de Azy
Cundinamarca Columbia/76. Proteina de fus3c expressa pelo pFMC, constituida por 234
aminoacidos (17 aas = fg. 3a; 1 aa = metionina do iniciador, 212 aas = VPt de A27;
e & aas = pBR322, fg. 1), com peso molecular de 23,6kd

fg, 1
#3R322
fo. 2
1g.35
e— ECO RI
Bam 8} " Tg. 4
(375008 Yo.5
gene ¥P, de Ay
£eo ki s etz
Eco R 1
MITE 5 fg.4a ¢ fg.5 G
c y CFTAL
MITC 55 fg 1 (2 ¢ 3a Ic
1 v CITAL

1selade em gel de paliacrilsmida

Polimerase [ do ONR

MATIC f9.F 2 (3 EAATT
TIAG T T
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.
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A manutencdo da parte inicial do gene VP1 de A12 nfo implica na express3o de  uma
proteina, immogenicamente, menos eficaz, dado que o determinante antigénico do VP4
de A4 ndo se localiza na parte inicial do peptidec VP1. Além disso, a parte ini-
cial dos peptideos VP; de A1) e A24 & muito samelhante, sO diferindo em quatro amj-
nodcidos (respectivamente 25, 32, 33 e 43). O gene VP71 de A1 poderia ter sido come
pletaments removido do PEM3, usando-se a enzima PstI. Entretanto, o uso de tal en-
zima teria awentado o nimero de manipulacdes, necessirias para clonagem do gene
VP de A24, J& que este gene ndo apresenta sitio de aGin para enzima Pstl. O sitio
de agdo desta enzima, no gene VP1 de Aq2, localiza~se nos cidens 6 a 9 e nio occorre
diferenca nos aminodcidos, codificados por esses oSdons de A12 e 05 de mesmo nimero
de A24. Entretanto, a diferenca da terceira base do sexto cidon (timidina, do gene
VP1 de A12 e adenina, no gene VPi de Ap4), entre os dois subtipos, faz com que, o
VP1 de A24, nao exista sitio Pst I (Fig, 9).

PFMG - Plasmideo de expresséo para o gene VP1 de 07 Campos Brasil/58 — A construcio
do vetor de expressdo pFMG & muito semelhante 3 do PFMB1, diferindo apenas pelas
enzimas empregadas,

Para cbtengdo do fragmento matriz, derivadc do PEM3, foram usadas as enzimas Pst
I, Bg IT e Ava I e um "linker" (oligonuclectides) sintético (Fig. 10, ¢oluna 1).
Neste caso, o gene VP de A1y foi totalmente removido.

Para a excisdo do gene VPq do plaswideo G85 (Fig. 2), foram usadas as enzimas Eco
RI e Bam HI {Fig. 10, coluna 2).

Na cbtengdo do trecho inicial de FBR322, foram empregadas as enzimas Fco RI e Ava I
(Fig. 10, coluna 3).

Oprodutodee@resséodopfmémaproteinadefuséo, formada pela parte ini-

cial do peptideo IE, pelo VP{ de 04 Campos e por quatro aminoacidos do pBR322.
PFMC - Vetor de expressdo para o gene VPy de A27 Cundinamarca Colombia/76 — A conse
trugdo do pFMC assemelha-se 3 dos dois Gltimos plasmideos descritos, una vez que,
para o pEMC também & usado um fragmento matriz, derivado do PFM3, no qual & clonado
© gene VPq de Ayy e o trecho removido do pBR322. Mas, difere das construgles ante—
riores, pelo fato de que, na extremidade 3', & fragmento matriz, nic ser ¢criada
extremidade coesiva, mas cega. Esta diferenca esti relacionada com 0 modo de cbten—
¢80 do gene VP1.

A matriz, derivada do pFM3 (Fig. 11, coluna 1), & cbtida por clivagem do pFM3 com
Eco RT, © que da origem a dois fragmentog. O maicr deles & isolado em gel de polia~
crilamida, tratado com fragmento de Klenow e clivado ocm Bam HI.

O maior dos dois fragmentos resultantes & a matriz derivada do pFM3. Esta & for—
mada por wm trecho do pBr322 (3750 - 360%9ph), a sequéncia requladora da EXpressao
e o inicio do gene IE,

O gene VPq de A7 € excisado do plasmidec C312 (Fig. 2) e denaturado (Fig. 11,
colwma  2). A seguir, & pramovida sintese enzimatica, usando-se, camo iniciador, o
sequinte fragmento sintético: C ATG ACC 2T GIC A. Rs bases sublinhadas indicam os
primeiros codons do gene VPq e permitenm o empareihamento do iniciador com o wolde.
A citidina inicial completa o @ltimo cidon do fragmento 3 (inicio do gene IE) e fag
can que ¢ gene VPq, apds a clonagem, fique em fase de leitura correta., O codon ATG
codifica para uma metionina, que ficard localizads na proteina de fusdo, entre os
peptideos codificados pelo inicic do gene LE e pelo VP{. Sendo a metionina cindfvel
peio CnBR, & possivel clivar a proteina de fusio e isolar o VPq.

Apds emparelhamento do iniciador com o molde, a extremidade 5' & tornada cega,
através da atividade de exonuclease de 3' para 53° e de reparacio, pela polimerase
I. Os produtos da sintese enzimftica sfo tratados cam Sac I e isolados en gel de
poliacrilamida. Deste modo, & obtido um fragmento de dupla hélice, contendo CATG,
sequida dos primeirvos 182 cidons do gene VP1 de A27.

Por cutro lado, o C312 {Fig. 2) & tratado cam Eco R e Pst I e o fragmento abtido
iigado a um fragmento Eco RI/Pst I, derivado do PBR322, O plasmideo & amplificado
&, dele, retirado, através de clivagem com Sac T e Bam HI, um fragmento, formado
peles Gitimos 30 cBdons de VP de A7 e pelos primeiros 375pb do pBR322.

Este fragmento & ligado 3 matriz, derivada do PFM3 e ac inicio do gene VP4, ma
presenca da  ligase T4. O plasmideo cbtido, pFwv, expressa wna proteina de fusio,
fomada pelo inicio do peptideo IE, pelo VP1 de Az7 e por quatro amincécidos do
BR322,



Figura 12 — Esquema de obtencao de pFMC,

Cundinamarca Colombia/76
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vetor de expressio para o gene VPy de Agzy

£co R} {43519ab}
{

e © 3z
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3509950} .
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[ 3 ALY
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¢ 5 36 ACGTL £
TLGAG 9% pb [A £
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¥
fraguents A
ragnen 364 4361
6.5 36
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.
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G A606pb G
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tg.
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{3756pb)
fco RY
Sac 1
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~
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+
5 fo.k 1 ¥g5.8 ENE ]
TLOAG ! CCTAG

Gitimes 30 ¢
gons 40 Qene

WPy de gy

primeires 3%
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Flgura_ 13 ~ Esquema de obtencdec de wetor de expressad para o gene VP{ de A
Argentina/79
fg. 2
fg fg.2 f5¢ te. 1 .
pBRI2Z - - (BN
sequencia codificadors pBRIZZ
Fg.3 0o ¥P. do Ayg fg.4s
— Eco RI
gen: VP1
flaz HE * Mz
3750pn7 9.5 7
H BamHE a4 gene VP, de Ay
oo 81 ~ {3759p0) Sac 1
Insercio em 2 fragmentos
feo RE de DA Sac 1
Bam KI
Sac }
Inigiador:
. 32 ¢ a6 AST ALC 62C A
KATIC §°  fg.da ¢ fg.5 3G - GATEC 5 fg.1 ;2 4 33 4, M7, M4 3' casd
i T c}ru G T T T T T c
* C ATG ACY ACE GEC A 5'  3° GALSY -
G TAC TGA TEG CGG T 4
MTTC S f9.1 , 2, 38 35 522 gb €5 I 36
A T LT TCGAG f LG

lsclade ea gel de poliacr$lamida

Folimerase | do QHA

MITE S fg.l 2, 3a 3 GMTT
TIMG T CTTAL
Bam RI
-
78
25I7C §* fg. t 3§
TIMG CCIAG
.
374
GATCL 57 fo.l , 2, 34 3% GAAY]
& L CTTAM
fsclaZe em gel de poliscrilamida

f3. 1
BOR3I22

Bam i

Parte inicial do gene 'JP1 de A,g

1solade e= gel de polfacrilasids

100 Sltimos pb do
gene ¥Ry de Ay,

375 prizeiros pb
o gene Tc® dg pRIZZ

isolado e gel de poliacritamiga

#9.2 sequincia €2 controle de expressie

T fg. 3a gene L
extremidade cega

geae ¥Py dt Ajg

gene ¥y de Ay,
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Figura 14 - Esquema de obtengac de vetor de expressdo para o gene VPy de Argenti-
na/79. Proteina de fusao, expressa pelo vetor, constituida per 232 aminodcidos {17
aas = fg. 3a; 1 az = metionina do iniciador; 186 aas = gene VPy de Ayg; 24 aas =
gene VPq de Aj2; e & aas = pBR322, fg. 1), com peso molecular de 23,4 kd.

fg. 2
.1
fg. Ja
pEaI2Z s : F 6 fg. ¢
sequencis codificidors do VP‘ pBRIZZ
VPl de AT? ac I
AN}
LT
Hing 117 Py e Ry ’ Hizd 111
{299p5) (299pb) Bk 1
Sec I s 40 pb 3T ” Hind 112
Hind 131 Teeag Geat Betr 1
codons 74 a2 185 do
Gene VPI de AJ‘J
29
e ‘24 L fo.1 3k Iso¥ado em get de poliacritamida varios fragmentds
TCGAG ! TTCGA
.
+
105 pb
n . TAGG 5° ) 3 A
AGCTE &7 fq.1 I 2 : 3a : 79 3'BAGCT 44 T FTLGA
L .

3 e3dons 187 2 29 pb iniciais
21% do gene do pER3Z2
isoledo em gel de poliacrilamida ¥Ry de Ay

Isotado em gel e poliacrilazida

£9.2 sequEncia reguladors da espressio

9. 35 gene L

gene VPy de Ayg f(cddons 1 - 186)
Sac |

Bstd I
gene ¥F, de Ay, (cBdons 187 - 211}

Vetor de expressao para o gene VPp de Argentina/79 - A construcio deste vetor &
muito semelhante & do antericr. Difere, apenas, pelo fato de se construiy um plas-
mideo intermedifrio, formado pela matriz, derivado do pFM3 (Fig. 15, coluna 1, pe-
1o produto da sintese enzimitica do gene VP de Ajg (Fig. 15 ~ coluna 2) @ por um
trecho, derivado do pFMB (Fig. 15, coluna 3), formado pelo final do gene VP de Agq
e pelos 375pb inicials do pBR322.

O plasmideo im iario & amplificado e dele retirada a matriz, derivada do
FM3, 1ligada ao inicic do gene VPq de A79 (Fig. 6, coluna 1}. A este fragmento &
ligada a parte final do gene VP de A79, derivada do F64 (Fig. 16, wolhma 2}, wm
trecho derivado do pFM3, formado pelos Wltimos cddons do VPq de A12 @ GS 29ch ini-
ciais do pBR322 (Fig. 16, colma 3). O vetor, construido, expressa uma proteina hi-
brida, formada pelo peptideo L, pelo VPq de A7g e pelo final do VPy de Aq2.
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Pigura 15 — Esquema de obtengdo
Brasil/535. Proteina de
noacidos (17 aas = fg. 3a; 1 aa
gene VP{ de C3 Resende; e 4 aas

Resende

fg. ty. 7
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5. 3
*~ fro &t
. 5.4
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1275903} fg. &
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fusdc, expressa pelo PFMD, constituida por 226 ami-

= metionina do iniciador; 204 aas = cadons 2-205 do

pBR322, fg. 1}, com peso molecular de 22,8kd

i
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Figura 16 — Esquema de obtengdo de pFMD, vetor de expressic para o gene VP de  C3
Resende Brasil/55

feo Ri {43036pd)

o
Pst Yo
{36099pb}
g Te
pBRIZZ

feco R

CTTAA

Polimerase 1 do DHA

AATIC 5° 3' GAATT
T1AAG CITAR
Pst 1
Y3
[ 3* GARTT
ACBIC CTTAR
“
3 3505
AaTIC 5 . 3 [I6CA
TIAAG [

Isolado em gel de poiiscrilamics

pFMD < Vetor de ewpressaoc parg o gene VP] de (g3 Resende Brasil/55 — A construcdo do
5 semelhante & dos dois Gltimos plasmideos. A matriz, derivada o pFM3 (Fig.
15, cclmma 1}, & cbtida do mesmo modo gue no caso de pFMC.

0 inicic do gene VP{ de C3 (Fig. 15, coluna 2) & obtido através de sintese enzi-~
mitica, usandc-se um iniciador, semelhande ao desorito para os plasmideos pPMC e ©
descrito para o gene VPq de Argentina/79. Os produtos da sintese s8o clivados oo
Bst EIX.

A parte final do VP de C3 (Fig. 15, coluna 3) & excisada de um plasmidec, junta-
mente com os 375pb indciais do pBR3Z22. Este plasmidec € o produto da clonagemw do
fragmento Pst I/Tha I, derivado do gene VPq de C3 no pBR322, previamente tratado
para a clonagem (Fig. 16).
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Figura 17 - Mapa de restricio do DNA de PBR322 (escala: 180 bases/cm). Palavras es-
curecidas: enzimas que clivam o DNA uma tnica vez. Para efeitos de numeracao dos
nucleotideos, convencionou-se considerar a primeira timidina do tnico sitio Eco RI

como sendo o primeire nucleotideo

Simbolos: ! = Obtencio do fragmente 1 a partir do pBR322

TeoRl 4361

el D
AxtH 4786 nd it 2y
feoRt vV 19

Snal 2§ Ta1N1E 22vm

i pBRIZ2
Pst T
3614 ] 3609
§ 5 i 3' CTecA
ACGTE 5

Polimerase ! do D¥A

3614 1 2609
g é
c s
£co RI
1 3609 J' 3614 R
aTTe 8! ELN o 36
& & 6 CTTAA

IsoTado em gel de petiacrilamida



Figura 18 - Estrutura genica do fragmento 2. BEste fragmento contém o
. promotor, operador, local de iniciagio do RMAm e sequéncia codificadora
do local de ligagio ao ribossome do operon triptofano de Escherichia co-
1i. Termina um nucleotideo antes do codon de inieiacdo ATG do peptideo L
do trp. e compreende 290pb

Simbolos: ! = Fragmento 2a difere do fragmento anterior pele fato de
apresentar um local Xba, antes do codon de iniciagao ATG, e pelo fato de
apresentar extremidades coesivas

fiwero de &0 162 +360 1593 1350 1196 B34 ao
pares de bases

----------- —_ ]

frozo-  Operador Trp.E Trp.D Trp.C Trp.B Tre.A Espaca-
wr e b dor

SequinCia ate-
sauzdars {trp a)

Regulagio Producdo de enzimas
Eco A1 [
P Q. L
AATIE 5* i } ! A
i
204ph 390 21pb 2530
¥oliperase I do ONA
dHTP
AATTS 5° BA L
TTAAG T
Aba
3
AATTC S 3 TCTAG

3 AGATCTTAA

165
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Figura 19 — Estrutura génica do fragmento 3. Este fragmento contem o ge-
ne estrutural da porteina LE do triptofano e estd naturalmente ligado ao
fragmento 2. O cédon de terminacdo do gene E do trp. foi substirufdo pox
um local Eco RI. Compreende 565pb.

Simbolos: ' = Fragmento 3a. Esta moldcula de DNA contém os 15 primeiros
cédons da proteina L e estd naturalmente ligado ao fragmento 2. Com-
preende 46pb

AS' ] 3'6
¥ ] LITAA
k- Tre.t
1 fg.2 {250 pb} f5.3 (569 ob)
MITC 5° L s : 35
5 T LR £ CTTAA
P a. o e b - Trp. £
-7 -~ 5R. 8l LI
- ~
’ ’ \\
.7 L.
MTTC 8¢ |AYG A&A GCA ATT TTC GTA CTG AAA GGT TCA CTG BAC AGA GAT CIC » 35
5 4 ITAC TTT CGT TaA 4G CAT GAC TTT CCA AGT GAC LTG TCT CTA 840 TITAL
ju]ﬂ
MTTC 8¢, |ATG AAA GCA ATT TTC GTA CTG AAR GGT TCA (TG GAC AGA L oeares o3
F: / |TAC TTT CGT YAR AAG CAT GAC TTT CCA AGT GAC £TG TCT {TA 6 a4 7T
ligsse T4 de poiinuclestideos +
GAY £CA GAR TTC TG
GT £3T A4G AC
SR fco Rl
ARTTC 5° AYG ARA GCA ADD TTC GTA CTG ARA GGT TCA CTG GAC AGA GAT LCA GAA TTC TG
g 7/t TAC TTT COT TAR AAG CAT GAC TIT CCA AT GAC CT6 TCT CTA 5T CTT a4g 0
Eco RI
RATTC & ] JATE Ada GCA ATT TTC 6TA CTG AAA GGT TEA CTE GAC AGA GAT CCA & A TIC TG
#! |TAC TTT CGT TAR MAG CAT GAC TIT CCA AGY GAC CTG TCT CTA 66T CTT A% * A
fg. ¢ fg. 3a
258 pb 46 pb



Figura 20 — Estrutura gé-
nica do fragmento 4. Este
fragmento contém 7 codons
e apresenta extremidade
5' Eco RI e 3" Pst I, Foi
excisado de um plasmideo
que tinha clonade o geno-
ma de hepatite. Compreen—

de 265pb.
sizbolos: * = Fragmento
4a. Contém 8 codoms e &

delimitado por um local
Eco RI e um local Pst I.
Esta molécula de DNA sin-
tético foi produzido pela
ligacao de 5 oligomucleo—
tideos sintéticos, sinte-
tizados pelos métodos de
Crea & col. O fragmento
4a compreende 28pb

Figura 21 - Estrutura gé-
nica do fragmente 5. Este

fragmento compreende O
gene VPy de Aqp (codoms
7-211)
T 455
st d
Pyu 11
5 CAS

ACGTC &Te
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AL TIC CAC TGC CTT CCA CCA AGC TCT GCA
& CTG AGC GAA GGT GGT TCG AS

1
MTTCATGAC TACYGLTACTEE TEAATCTGEA GATTCACCAGTA GEAGTAGTCATG
TTAAGTACTG % ATGACGATGACC ACTTAGACGY *  CTAASTGGYCAT CGTCATCAGTAL
$R Eco RI SR Pst 1
+ 4
BCAGTAGTCATGAATTCATRACTACTECTALTEGTRAATCTECAGATCALCAGTA
ce?cmc.&cnc?ﬁﬁ;ﬁnﬂTGMGACGATGACCAETTAGTACGK‘.TAG?GGTCA?
Eco RI
st l
GCAGTAGTCATG AATTCATGALTACTGCTACTGGYGARTCTGCA GATTCRACCAGTA
CGTCATCAGTACTTAA 7 GTACTGATGACGATBACCACTTAG ACGTETAAGTEETCAT
fragments da

Figura 22 - Endonucleases de restrigao

ENZIMA

Ava |

Bam Bl

Bst E£3f

3st HI

Bgl I

£co RI

Haee 1T

Hind 1{

Pst 1

Pwu i

Sac i

tha I

+
5' .. CPyLGPUG .. 3’
3 .. GPUGCPYC .. &
1
5 ..
3.

5.
3.

5 ..
3 ..

5 ..
3.

SEQUENCIA

GGATLC .. 37

CCTAGS
]

+
. GETRRCG ., 37
CEANTES .. '
s

Xe pE SITiQS §F RES

TRICAD KO pBRS2Z MICRCRENIST

H Andbaens variagilis
3 Bacilus smyloiiquefa-
ciens H

0 Bacilius stearothermophi-
Jus £7

6 Bacitlus stearothermophi-
Tus

[:3 Sacillus globigii

i Escherichis coli
R4E3

Fra Hemophilus seqyptiuvs
1 Haemophilus influenzze
Re

1 Providencia Stuartii
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1 frotens vuligaris
& Streplomyces achromeqenes
21 Thermoplasma acidophilivg
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MICRORGANISMDS  ENTEROPATOGENICOS EM  MOSCAS  AFRICANAS
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MO BrasiL
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01525 Sac Paulo SP, Brasil

Fesum

Pesquisa de microrganismos enteropatogénicos, em moscas per-
tencentes ac género ChArysomyia, recentemente introduzidas mo
Brasil. Os dipteros foram capturados em 16 bancas de pesca-
do, em feiras livres, na c1dade de Sac Paulo. Posteriormensy
te, foram classificados quanto a espécie. O exame bacterio-
légico objetivou a pesquisa de Szlmonella sp., Shigella sp.,
e FEscherichia coli enteropatogenlca e o exame virologice
restringiu-se a2 enterovirus. Em 16 bancas de pescado foram
capturades califorideos de C. megacepﬂala, enquanto que [,

chloropyga fol coletada em apenas 9 {56,25%) bancas. De wuma
amostra (11,11%) correspondente 2 espécie C. chloropyga foi
isolada Salmonella agona. Do total de amostras analisadas 13
(81,25%) revelaram a presenca de F. coli nao enteropatogéni-
ca. De duas amostras (12,50%), da espécie €. megacephala,
foram isolados poliovirus tipo III.

Summary

Enteropathogenic microorganisms in flies belonging to the
Gennus Chrysomyic (Diptera, Calliphovidae) tn Brazil

To analyse the presence of some enteropathogenic
microorganisms in flies belonging to the gennus Chrysomyis
newly introduced in Brazil diptera, were collected from 16
free  market fisheries of the city of 83c Pauloc and
afrerwards classified in species. The  bactericlogical
examination was carried for identification of Salmonella
sp., Shigelia sp., and enteropathogenic ZFscherichia ocold,
while the virologic  examination was vrestricted to
enterovirus. (. megacephala was found in 16 samples. Whereas
C. chloropyga was collected emly in 9 (56,25%). From one
sample (11,112} of (. chlorcpyga, Sulmomella agona was
isolated. 13 (81,25%) showed non enterophatogenic £. coli.

From two samples_(12 30%) of C. megacephala, poliovirus type
III was isolated.

Rewv, Microbiol., S3c Paulo, 15(3):170-174, Jul./Set. 1984
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Tntroducio

Recentemente, foram introduzidas, no Brasil, trés espéeies de moscas varejeiras,
do género Chrysomyia, dencminadas C. megacephala Fabricius, €. chloropyga Wiedemann
e C. albiceps Wiedemann. S3o insetos califorideos, amplamente distribuidos nas Re-
gides Oriental, Etifpia e Australiana. No Brasil, a primeira constataggo foi feita
a partir de exemplares coletados nas cidades de Sao Paulo, Santos e Curitiba (7,
10). Provavelmente, a introducdo deve ter ocorrido durante o periodo em que houve
incremento de relacbes comerciais entre o Brasil e paises europeus, e devido ao
afluxo de barcos, transportando pessoas refugiadas, oriundas de Angola, para as re-
gifes costeiras brasileiras, nos anos de 1975 e 1976, portando animais domésticos
e, en suas bagagens, diferentes tipos de mantimentos.

Cuimaraes & col. (8) resumiram os fatores que estariam relacionados & distribui-
cio geografica das espécies e sua introducio; as moscas vargjeiras chegaram ao s-
deste do pals e avancaram, postericrmente, em todas as diregdes. €. chloropyga pos—
sui maior capacidade de dispersdo e sua ocorré@ncia fol registrada em quase a tota-
lidade dos municipios paulistas, assim como em pontos extremos do territtrio brasi-
leiro, como Belém do Pard, Ponta Pord, em Mato Grosso e Porto Alegre, no Rio Grande
do Sul. C. megacephala, embora com poder de dispers3o menor que a especie anterior—
mente citada, foi registrada nos Estados de S8o Paulo e Rio de Janeiro, atingindo
suz densidade maxima em zonas urbanas. C. albiceps, também com baixo poder de dis-
persdo, vem ocorrendo, preferencialmente, em zonas urbanas, apresentario, entretan—
to, baixa densidade em relagdo as outras duas espécies.

A introducio, no Brasil, de espécies oriundas das Regides Oriental e Etidpica fol
facilitaga pelas similaridades climdticas, além do fato de que O. chloropyge apre—
senta nicho ecoldgico semelhante a Cochliomya macellaria Febricius, califorideo co-
manente encontrado no Brasil e que parece estar, atualmente, em intensa coampeticio
interespecifica com a primeira. A este respeito, cumpre salientar que a . chloro-
pyge chegou a representar 87,48% do total de califorideos coletados em Campinas, o
Estado de S30 Paulo {11}.

Do ponto de vista epidemioldgico, as espécies de Chrysomyia CAUSAM DreOcUpacad &
sanitaristas, dada sua capacidade de dispersdo, densidade populacional e diversifi-
cacio no hibito alimentar, que pode variar desde feses, lixo e carnes em decamposi-
cio até alimentos frescos e, principalmente (5), pelo fato de poderem transportar
agentes patogénicos. -

Cemn base no exposto e dada a auséncia de estudcos, mo Brasil, relativos 3 presenca
de microrganismos patogénicos nas espéeies de moscas do género Chrysomyia, Lforam
coletados examplares destes insetos em bancas de pescado de feiras livres, na cida-
de de S3o Paulo, classificados a nivel de espécie, e verificada a presenca de Sal—
mgnella sp., Shigella sp., Escherichia coli enteropatogénica, assim como de enterc—
virus.

Material e Metodos

Cbtengéo e preparo das amostras - Foram capturadas oito amostras de moscas do gére-
ro Chrysomyta, entre margo e setembro de 1979, em bancas de pescado de oito feiras
da cidade de Sdo Paulo, Brasil.

Um ano apds a primeira coleta, foram feitas novas capturas, nas Desmas feiras,
perfazendo um total de 16 amostras analisadas, sendo duas para cada feira. A captu-
va foi feita com rede entomoldgica; os dipteros colocados, vivos, em gaiolas de fi-
15 e transportados ao laboratdrio, cnde eram mortos em clorofdrmic, identificados a
nivel de espécie e separados em duas sub-amostras: uma correspondia a 0. megacepha-
1z e a outra . chlorcpyga. ks sub-amostras foram submetidas a0 mesmo proCesso de
exame.

De cada inseto, foram cortadas e desprezadas a cabeca, asas e patas, sendo o tH-
rax e abdome macerados em gral estéril, ao qual foi adicicnada &gua destilada esté-
ril, na proporgio de Sml para cada 20 moscas (tdrax e abdome). A suspensdo, assim
cbtida, foi dividida em suas porcdes iguais, sendo uma para a analise bacteriologi-
ca, visando a pesquisa de Salmonella sp., Shigella sp. e E. col enteropatogénica;
cutra foi destinada ao exame de enterovirus.
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4ndlise bacterioldgica - a) Semeacduras iniciais - A anAlise bactericldgica foi rea-
lizada através de dois processos: o primeivo, por semeadura dirvets, utilizando-se
alca de nigquel-cramo, em placas de agar Salmonalla-Shigella (agar 88) e Agar verde
brilhante (&gar VB), para a pesquisa de Salmomella e Shigella; e em placas de &gar
eosina~-azul de metileno (EAM) de Levine, para ¢ isolamento de E. colf enteropatogs-
nica. O segundc processo consistia, apés a realizacio da semeadura direta, emn divi-
dir © produto da maceragio, reservado ac exame bacteriologico, em duas porcdes
iguais, as quais eram vertidas em dois tubos: um continha 10ml de caldo tetrationa—
to-verde-brilhante e ¢ cutro 10ml de caldo selenito—cistina, meios de enriguecimen—
to seletivo, utilizados habitualmente no isolamento de bactérias do género Salmo-
nella; b} Isolamento e identificacio de bactsrias - F. coli enteropatogénicy - Bpds
a semeadura direta do material, na superficie de dgar EAM, en placas, estas foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Apds incubacdo, 10 coldnias, com cavacte-
risticas das de coliformes, foram semeadas em tubos de agar triplice acicar e ferro
(&gar TSI), procedendo-se a sequir, a incubagdo por 24 horas a 379C. Apds esse pe—
ricdo, as culturas, revelando reacdes tipicas das verificadas para a %. coli, foram
simetidas as provas de IMVIC, ou seja, produgdo de indol, do vermelho de metila,
de Voges Proskauver e da utilizagdo do citrato. As cepas, cavacterizadas como F. co-
i1, foram submetidas 3s provas de identificacio sorologica, com semeadura em agar
simples inclinado e incubacdo a 37°C, por 24 horas. A seguir e a partir de cada tu-
bo, preparava-se Una suspensio espessa, em salina a 0,85%, a gual era sumetida &
prova de soro-aglutinacdo, em laminas para antigenos do grupo "OB", utilizando-se
antiscros polivalentes 1, 2 e 3 anti E. eoli, para identificacio presuntiva. Se a
prova de soro-aglutinagio se revelasse positiva, a cepa era submetida as provas so—
rolégicas, frente a antisoros especificos "0V, para identificaciio final. As provas
soreidgicas, de aglutinacdo, frente a antisoros especificos "O", foram realizadas
no Instituto Adolfo Lutz de S3c Paulo.

Salmonella e Shigella - As placas de agar SS e dgar VB, semeadas diretamente can a
suspenszo de insetos, foram incubadas por 24 horas a 37°C. Apde a incubacBo, a par—
tir de cada uma das placas, eram isoladas até cinco colfnias de bactérias nap fere
mentadoras de lactose, as quais eram semeadas em tubos de agar TSI e incubadas a
379C durante 24 horas. Em seguida, as culturas, suspeitas como salmonslas ou shige-
las, foram submetidas a testes bioguimicos e soroldgicos confirmatdrios, recomenda—
dos por Edwards & BEwing (4). Para salmonelas, eram realizadas as provas bioguimicas
de produgdo de desaminase da fenilalanina, descarboxilase da lisina, trease, fer—
mentagzo de dulcitol, ukilizacio do malonato, producao de indol, de Voges Pros-
kauver, do vermelho de metila, da utilizacdo do citrato e da prova de motilidade,

AS cepas com caracteristicas bioquinicas de Seimonelic foram submetidas a provas
de soro-aglutinagdo, em laminas, para antigenos samiticos "O" e flagelares "H". Fo-
ram usadas suspensCes em solucdo salina a 0,85%, de culturas de 24 horas a 37C, em
agar simples inclinado e soros polivalentes, sendo estes Altimos preparados no Ins-
titute Adolfo Lutz. 2s cepas, com provas de aglutinacdo pogitivas, eram considera—
das camo Salmonella sp., sendo a identificacio final de espécie ou sorotipo reali-
zada no Instituto Adolfo Lutz.

Para cepas suspeitas camo Shigella, foram realizadas provas bioquimicas de fer-
mentacd da glicose, producdo de wrease e indol, utilizagdc do citrato e motilida-
de. As cepas, com camportamento bioguimico de Shigelle foram submetidas 3 prova de
soro-aglutinagao em lamina, para antigenos somiticos, utilizando-se antisoros espe-
cificos polivalentes, preparados no Instituto Adolfo Lutz.

Para salmonelas, os tubos, contendo caldos de enriguecimento, inoculados, eram
incubados a 37°C por 24 horas. Apds a incubacdo, de cada tubo e utilizando—se alga
de niquel-cramo, realizava~se a semeadura na superficie de placas de &gar VB e 55,
as gquais eram, a seguir, incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, procedia-se ao
isolamento e jdentificaczo das cepas, conforme a metodologia ja mencionada para se-
meadura direta.

Andlise viroldgica - a) Prepave da amostra - Bo material destinado & pesquisa de
enteyovirus, foram adicionadas penicilina (1.000U/ml), estreptomicina {1.000mg/ml1)
e fungizona (2mg/ml}. Deixava-se a temperatura ambiente, por uma hora. Apds incuba-
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¢30, © schrenadante, cbtido por decantagao, era clarificade, através de duas ou
tr8s centrifugacdes a 10.000rpm, por 20 minutos; b} Isolamento de enterovirus - AS
suspensdes, obtidas por centrifugacdo, foram inoculadas, em quadruplicata, em cul-
turas de calula de linhagem GMK 9 {(Green Monkey Kidney), em volmes de 0,1ml por tu-
bo. 2pds 15 dias de acompanhamento das culturas, repetia-se a inoculacao, atraves
de trés passagens sucessivas. Os enterovirus isolados foram identificados mediante
provas de neutralizacdo, utilizando-se misturas de soros hiperimunes {9).

Resultados e Discussao

Foram visitadas 16 bancas de pescado, de feiras livres da cidade de San Paulo,
tendo sido capturados exemplares de califorideos pertencentes a espécie (.
megacephala. Dipteros da espécie (. chloropyga foram cbtidas apenas em 9 {56,253}
do total de bancas de pescado.

e ume amosira (11,11%), composta pelo torax e abdome de moscas, pertencentes a
sub-amostra correspondente & espcie C. chloropyga, fol isolada uma cepa de Salmo-
nella agona. .

Fm 1962, Brygoo & col. {2) isolaram sorotipos de Salmonella typhimurivm, S. cho-
lercesuis, 5. typhi e 5. give, a partir de moscas pertencentes a egpécie C. chioro-
pyga, capturadas em diversos locias onde se manipulavam alimentos, na cidade de Ta-
nanarive, en Madagascar. Shimizu & col. (13}, verificaram que, entre oS califori-
deos capturados e ilhas jasponesas, C. chloropyga era a ecpacie que se apresentava
como o hospedeiro mais frequente de microrganiswos. Os mesmos autores isolaram vas-
rias espécies de bactérias, de Salmonella e Shigella, concluindo que & endemia de
disenteria bacilar cbservada era mais consequéncia da tranemissao, através de mos—
cas, do que ocasicnada pela manipulagio de alimentos por individuws portadores de
germes enteropatogénicos. ,

Apesar de naoc terem sido cbtidos resultados bacterioldgicos positivos, para
sub-amostras  compostas por moscas da espécie C. megacephala, estes dipteros tanbém
podem ser veiculadores de germes patogBnicos. Sequndo Sukhova (14), 8,0% dos cali-
forideos, pertencentes a esta espEcie e estudados por How, na Mandchuria, foram
considerados potencialmente capazes de veicular microrganismos, responsavels por
gastroenterites.

No presente estudo, a pesquisa de E. coli foi positiva para 13 (81,25%), das 16
amostras analisadas, porem nenhuma cepa mostrou-se, sorologicamente, pertencente ao
grupo de E. coli entercpatogénica. Entretanto, Brygco & col. (2) isclaram e identi-
ficaram 10 sorotipos diferentes de E. coli enteropatoginica, em moscas da espicie
C. chloropyga.

No exame viroidgico de duas (12,50%) amostras, compostas pelo torax e akdome d&e
moscas pertencentes a sub-amostras da espéeie (. megacephala, foram isolados ente-
rovirus, sendo, em ambos os casos, poliovirus tipo III.

Varios autores tém descrito o isolamento de virus, a partir de carcagas ou fezes
de moscas. Fm 1952, Ward (15) isolou virus Polic e Coxsackie de moSCas capturadas
am mercados, em areas epidé@uicas. Ne Egito, constatou-se a ocorréncia de relagao
entre as epidemias e a cbtencio de virus de moscas nessas areas. No mesmo ano, Mel-

nick & Penmer {12) observaram gue moscas, experimentalrente contaminadas com virus
Polio e Coxsackie eliminavam estes agentes através das fewes, por varios dias, néo
sendo constatada, no entanto, maltiplicacSo dos virus. A eliminacdo de virus, atra-
vas das fezes, assim camo sua permeanéncia, por varios dias, mesmo en fezes secas,
constituem risco de disseminacio de virus patogénicos em grandes Areas, consideran-—
do-se a capacidade de dispersic dos dipteros.

Gudnadottir (6), estwdando a contaminagdo de moscas, por poiiovirus tipo I, db-
servou a presenca de virus nas fezes e carcacas, pelo pericdo de sete dias. Segundo
o autor, os poliovirus podem sobreviver, em moscas, por ate trés meses, durante o
periodo de hibernacéo.

O isolamento de virus entéricos foi feito em diptercs do génevo Chrysomyia. Bry—
goo (2), em 1962, isolou poliovirus tipo I e IIT e virus Coxsackie, a partir de
exemplares da espécie C. chloropyge. Em 1963, Asahina & col. (1) isolaram poliovi-
rus tipo II de C. megacephala. Recentemente Burdahandy & Simons {3} desenvolvendo
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estudos bactericldgicos e viroldgicos em moscas da espécie . chloropyge, captura—
das em época de chuva em Tananarive (Madagascar), isolaram 22 cepas virais sendo 3
de poliovirus tipo III, 1 de adenovirus e 18 de enterovirus nio identificados.

Na presente investigacio, os resultados, ocom relagio ao isolamento de wvirus e
bactérias, cowprovam a assertiva de Guimardes & col. (7, 8), ou seja, a de que a
introducac de moscas, pertencentes s espécies C. megacephala e . chloropyga, Qe
manda a realizacdo de pesquisas em nosso pais, com o objetive de se verificar o
significado epidemiclSgico dessas espécies de dipteros e swa implicacic com proble—
mas sanitdrios gue poderdo ser eventualmente cri dos, tanto ao homem como 20s  ani~
mais,
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Sumnary

Tn an attempt to improve achievement and reduce failures in
a basic microbiology course at UFV, Vicosa, two teaching
techniques, one purely conventional technigue, the second
supplemented with visual aids, were compared. Their
effectiveness was investigated with 282 students enrolled in
the course during the second semester 1980. Two instructors
were involved in the experiment. Three experimental and two
control classes attended the same one hour lecture for 15
weeks., During lecture presentation, siides and
transparencies were shown to the experimental group Lo
illustrate some aspects of the course programme. Three times
during the course both groups were posttested for
achievement. The G-36 intelligence test was applied to check
for homogeneity im the beginning of the experiment. No
significant differences (0.05) were detected, on student
seores on each posttest and  posttest sum, between
experimental and control groups for both instructors. Scme
factors are discussed as probably affecting the results.

Resumo
4 eficiéneia de audiovisuais no ensino de microbiologia

Umz das técnicas de ensinc, puramente convencional e outra,
suplementada com audiovisuais, foram comparadas, visando me-
ihorar a aprendizagem e reduzir as repetencias em um CuXse
basico de microbiologia na UFV, Vigosa. O estudo fol efetua-—
do me II semestre de 1980, envolvendo 282 estudantes, matri-
culados. Dols professores participaram no experimento. Trés
classes experimentais e duas de controle assistiram a aula
reorica de ums hora, durante 15 semanas. Durante a apresen—
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tacao tedrica, slides e transparencias ilustraram aiguns as-
pectos do programa, no caso do grupo experimental. Tres
pos-testes foram usados para avaliar os grupos. No infcio do
experimente foi efetuado o teste de inteligéncia G~36, para
avaliar a homogeneidade do grupo. Nio foram observadas dife-
réengas significativas (0,05), entre as médias das notas, ob-
tidas pelos estudantes, em cads pos—teste e a soma das notas
dos pés—testes, entre 0s grupos experimental e de controle,
parz ambos professores. Alguns fatores s3c discutidos como
responsaveis pelos resultados obtidos.

Introdugao
General Microbiclogy — BIO 160, a basic course for several areas of instruction
at the University of Vigosa, has shewn a high percentage of failures each semester.
These include a significant murber of students failing the course at least twice.
These failures increase the class size to such a point that it is Aifficult +o
accamodate new  students. Consequently the number of new students denied admission

has increased each semester.
In an attampt to solve this problem, methods designed to increase the efficiency

of illustration is necessary. Thus, using the traditicnal methods of illustration
on  blackboard during the lectures, a large amount of time may be consumed perhaps
umecessarily. Besides, the lack of recently translated bibliography containing
gppropriate illustrations makes it difficult for brazilian students, non-readers of
foreign languages, to follow the course programme. It was thought that the
Introduction of visual aids to the classrocm should help the students considerably.

This study has the cbjective of determining, through student achievement, the
effectiveness of visual aids for teaching basic microbiology campared to that of
the traditional method.

Material and Methods
This experiment was conducted during the second semester 1980.

Population - The population for this study consisted of 282 students enrolled in
the CGeneral Micrcbioclogy Course — BRIO 160 at University of Vicosa, Vicosa, Minas
Gerais.

These students were specialising in dJdifferent fields at the University,
specifically: Agronamy (107 students), Forestxy {56), Animal Sciences (20), Hame
Econemics (29), Veterinary (27), Food Technology (20), Dairy Sciences (14), Biology
(4}, Nutrition (3), Cooperativism (1) and Civil Engineering (1}. They were
distributed over five different classes by a computerized system which considered
only the availability of classroom hours in terms of the students global course
schedule,

Each class included students from most areas. The majority of the students (80%)
had already failed the course.

The students came from a rural ecorcmic background.

Sample - This study included all the population.

Instructional procedures - Two instructional techniques were tested: a conventional
and a visual aid based technique ({or a conventional complemented with wvisual
materiais). The conventional technicque used basically oral expositions often
camplemented by blackboard explanations and schemes. The visual aid based technique
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used transparencies and slides as an additional help to the conventicnal technigque.
Two instructors participated in the experiment following the class division:
instructor A with classes 1 and 3 and instructor B with classes 2, 4 and 5.

Control classes were randarnly selected as classes 2 and 3 and experimental
classes as class 1, class 4 and class 5.

Each class of a given instructor met together for 2 hours of lecture per week
during 15 weeks. The lectwres included presentation of slides and transparencies to
illustrate the explanation for the experimental group only.

The course inclided three sections involving the knowledge of facts, concepts and
principies of the content referred on Table 1. _ :

The course content was the same for hoth groups. Chviously,; considering the
diversity of subjects presented, scme sections fitted better with visual materials
than others. As for the distribution of the visual aids throughout the semester,
Table 1 pressents the mmber of slides and transparencies shown after the
presentation of each section of the course, and material evaluated in the three
posttests (Table 1).

Table i — Number of transparencies and slides used

: Sections of
throughout the semester and related to each section of of e proqrame
the course. visial aids " BT e
Symbols: a = Section 1 included the following content: crides 3 16

introduction of the microbiology; bacterial wmorphology
and ultrastructure; b = Section 2 included the following
content: bacterial reproduction and growth; bacterial
physiology, genetics and taxonomy; basic mycology; ¢ =
Section 3 included the following content:  basic
virology; control of microorganisms; physical and
chemical factors affecting growth and survival

Transparencies 7 %6 0

The visual aid materials - A set of 51,35m - 2,5 x 3,5cm slides were photographed
fram textbooks and Jjournals with a Leica M3 camera in black and white kodak £iim
high contrat 5069. s

In addition, 10 slides of the same type were prepared fram specimens used in our
experiments of soil microbiology.

Thirty-three transparencies presenting tables, graphs, charts and taxoncmic keys
were made by specialized draughstmer .c the URE at UFV.

These materials were not evaluatrl prior to the experiment.

he instruments of evaluation — The whole population was tested for homogeneity by
an inteliigence test {G-36) at the beginning of the experiment. G-36 is a nonverbal
intelligence test constructed by E.R. Boccalandro when he was a psychologist
responsible for the selection of personnel for admittance o a Metailurgic Company
in Brazil. This test involves 41 graphic problems and multiple choice questions.
The construction of the tast is discussed in the Menual de Pplicagdc by Boccalandro
{4). During the semester; control and experimental groups were posttested by a2 set
of three *ests, identical for both groups, at the end of each course section.
Posttests, constructad by instructors A and B, were criterion-reference tests and
included self-esplanatory questions. They contained a varisble maber of questions:
20, 20 and 13 respectively for the 1st, 2nd and 3rd posttests. The tests examined
material related to the visual aids used for the experimental group according o
the following proportions: 7/20, 12/20 and 3/13 for the 1st, 2nd and 3rd posttests.
CQuestions were muitiple—choice and disgertative and directed to measure
knowledge, carprehension, application and analysis. The content validity of the
posttests was determined by a panel of three other professors in Micrcbiclogy
section, each of whom had taught the cowrse for at least 10 years. Internal
validation of the posttests did not preceed their spplication.
Posttests were applied simultanecusly for all groups and were limited to 90
. minutes. Instructors A, B and other professors fram the department participated in
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the application of all tests. They were applied outwith schedule hours of the
ca:rseaﬁattheaﬁofﬂxepresmtatimofeadlsmti;nof&eprogram.

Statistical treatment of the data - The design selected for this investigation was
the posttest-only design with nonequivalent groups (8). The treatments were for
instructor B: a) Experimental-class 4 f{visual aided); b) Experimental-class 5
(visual - aided}; «c¢) Control-class 2 (conventional teaching technigue). For
instructor A: a) Experimental-class 1 (viswal aided); b} Control-class 3
(conventional teaching technique).

Treatment of the data for each posttest, posttest sum and G-36 followed a t-test
procedure.

Also,ananalysisofccvariam:ewasappﬁe& to the data considering G-36 as
covariate.

The o~value was defined as 0.05 prior to the treatment.

Table 2 ~ Mean, standard deviation and t-test for instructors A and B.
Symbols: Maximm points of 15T posttest = 15.0, 2%d posttest = 20,0,
3rd posttest = 15,0; 1St posttest = axb t=0.23, cxd t=1.15, cxc t=
1.23; 2nd posttest = axb t=0.23, cxd t=1.45, cxc t=0.82; 3¥d postrest
= axbh t=0.72, cxd t=0.58, cxc t=0.66; SUM posttest = axb £=0.11, cxd t
=0.62, cxc t=0.07

Posttests

Ins— Class st 4 3xd Sum
tructer N Mean S N #em S0 N Heam S §  em D
A C3da) 55 9.8 177 55 10.82 2,72 51 10.20 1.7 5T 31.25  4.68
B-1 (b} 53 9,95 2,04 53 10.68 2.9 48 9.89 2.54 48 2112 6.79
B C2{a) 56 923 200 56 11.04 2.3 52 10.22 1.86 52 30.76 5.12
B-4 () 55 9.63 1.63 55 10.23 2.95 52 10.01 1.80 52 30.15 4.86
E-5(e) 52 3,70 1.97 52 10.56 3.07 48 10.48 2.13 48 33.21 1.95

Results

The experimental and control classes will be designated as follows: Experimental
class 4 = E-4; Experimental class 5 = E-5; Experimental class 1 = E-1; Centzol
class 2 = C-2; Contyol ¢lass 3 = -3,

The mean scores, standard deviation and t—test of differences for the posttests
and posttests sun are presented in Table 2. There were no significant differences
in posttests scores and posttests sum between the two treatments given v both
instructors.

Also, there were no significant differences on G-36 scores between groups for
both instructors (Table 3).

The application of covariance analysis using G-36 scores as the covariate
revealed no significant differences between the two methods as far as student
achievement was concerned (Table 4).

Apaztfrunsbatistjcalcaxsidemtims,msmmtorAhadﬂlehigi&stmm in
control class 3 and instructor B had the highest score sum in the experimental
class 5. MSideringtheanposttestmly,ﬂwmstmportantevaluatim for the
visual aids, both control classes for instructor A and B cbtained the highest
scores.ﬁmsecmtxolclassesalsohaiﬂxehigimstvaluesm&eintelhgam test
{G-36) .
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Discussion Table 3 ~ Mean, standard deviation
and t-test of G-36 for both

Our results do not reveal any instructors
statistically significant differences

experimental teaching techniques. Instructor Class N Mean D tetest
Consequently there are no clear-cut resuits a c-3 85 37.05 26,17 1.14
sapporting the use of slides and Bt 53 31,9 19.74

transparencies in the General Microbiology
Course — BIO 160 at UFV, Vigosa, Brazil with
the AIrpose of increasing student
achievement. However, a nonsignificant
slight advantage was noticed in favour of
the conventional technique when considering
exclusively the 2nd posttest, the most representative test for testing the visual
material because of the mmber of slides and transparencies used.

Biblmgraphymreseardinediaisbuucymxmstlydedicatedmﬂmmchanicsmﬁ
application of several types of educaticnal media. It is a general assurption that
the use of visual aids stimulates and enhances both teaching and learning although
scme researchers have gquestionated this proposal (3, 9, 17). Relatively few
publications, however, report experimental camparisons between teaching techniques
when visual aids are involved. Summaries of these, show a very high number of
results revealing statistically nonsignificant differences.

Aocording to the excellent review paper by Townsend (21) on the audiovisual
revolution and its impact on the nursing profession in the United Kingdom "mo
significant difference" (N$D)} findings are commorplace throughout seventy years of
media research and have been responsible for the lack of expansion on the use of
educational media. Also, he stresses that researchers inability to owvercome this
dbstacle have extremely restricted the progress cn media research. .

56 40.80 29.3% 1.66
BE-4 55 32.67 21.63
E-5 52 33.21 19.56 1.57

Table & - Analysis

. Instrwetor B Instructor A
?f covariance for Source Classes 2 % 4 Clasges 3 x 5 Classes 3 x 1
instructors A and ar S T ar e F ar S F
B
Covariate
1 2446.316  §.982 1 34.920 0.048 1 4.907 {.002
test (G=36}
Instzuction 1 1369.871 5.550 1 26.888 0.0003 1 40.825 06.014
Error 101 2491.964 - 97  3035.100 - %6 3022.054 -

Rodwell (18) emphasizes the implications of N&D results and refers to the
confusing consequences resulting from the nonconsistent pattemn of the results
cbtained. Considering ten relevant studies, in the area of natural sciences, which
campare teaching technigues involving wvisual aids, seven of them found no
significant differences: (1) Brechbill (5} and Stwathers (20) compared the
microprojector with the microscope; (2} Novak (16) studied the use of labelled
photomicrographs when supplementing cutline drawings vs. outline drawings only in
teaching college general botany; (3) Wessel & col. (22) ccmpared a self-learning

with audio-video and conventicnal classroom instruction; (4) Wittich & col,
{23) used the Harwey white physics film series in comparison with conventional
techniques; (5) Earl {10) studied the effectiveness of programmed visual materials
{microscope slides and 3%mn color photomicrographs) and non-programmed visual
materials in the laboratory sections of a college biology course; (6) Anderson &
col. (2) employed a series of films in teaching physics in experimemtal classes in
camparisen with control classes; (7)) McCowen (12) studied the use of films and
slides in teaching general science. Three studies, wusing films, favored
conventional techniques (3, 14, 19). Specifically in the area of microbiology Noble
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& col. (15) made a comparison of the efficacy of slide/tape and cine loop
preservations in teaching a manipulative activity to a grow of wundergraduate
students in the U.K. and found no significant differences between the two teaching
techniques. On the other hand, Brown & col. {7}, conducted an experiment in an
introductory course in microbiology using 35mn slides as a supplementary aid, Their
results demonstrated that +he use of this aid gave significantly superior (0.01)
results, as far as informaticnal gains, when compared with the method using no
suwplementary  visual aids. Cbviously, it seems difficult to establish any
generalizations for the teaching of microbiology since these experiments differ as
to the methodological approach and student population.

Suggestions that NSD phenciencn are the result of an artefact of the design used
are presented in the literature {6, 11). With reference o our experirent sone
aspects arising from these suggestions may have been responsible for the results
obtained and should demand some modifications in future work. Our experimental
set-up followed a posttest only design with nonequivalent groups as commonly used
by other researchers. However as noted by Cook & Campbell (8}, two experts in the
subject, a pretest—posttest design wouwld be preferable, in this particular
situation, since our school groups are nonrandomic, Consequently, an initial
pretest would allow for cheking for similarities among  groups as far as the
instrument used. Instead, an intelligence test (G-36} was applied initially to the
groups and since it uses different measures than those of the posttest possible
differences among groups were not detected. Here we differed fram Brown & col. {7),
since they amloyed three different instruments for the testing of achievement in
basic microbiology, understanding of laboratory technique and wmderstanding science
and scientists. These three instruments were used as pre -~ and posttests at the
beginning and final meetings, respectively.

We must also mention the fact that the sensibility of the instruments used may
have been extremely low. Considering the posttests globally only 42% of the
questions evaluated the utilization of visual aids. However, if we refer separately
to the 2nd posttest which 60% of the questions related to presentations with visual
aids still no significant differences were noticed. It may be proposed that if the
achievement of the students exclusively on those questions involved with visual aid
was considered, the highest differences would be observed. Tn these circunstances,
however, we would be testing the effectiveness of visual aids on the achievement in
specific subjects, those which fitted better with visual aids, and not on glchal
achievement in the course and its consequences on the reduction of failures.

As for the construction of our instrments we must improve their validation in
future studies, since the internal reliability of the posttests was not determined.

Another interesting and wnexpected finding at the end of cur experiment may also
have affected our resuits. We suggest further studies to elucidate the crigin of
the negative predisposition of cur students towards the visual aid materials. As
McReachie (13) says "presenting pictures is more effective than presenting words as
stimidi in rote association tasks such as learmning a foreign language”. If the
study of basic biclogy is freguently compared to the study of a foreign language,
because of unfamiliar terminology {10), then a positive tendency from the students
towards a more effective teaching technicque should be noticed. Tn the specific case
of the use of educational television sumaries of experiments show that students
accept this media favourably especially after they have experienced it. However,
scre researchers also stress that resource based learning is more suitable for scme
individual students than others and a high nurber (20-30%) within a pepulation
positively favour either visual or verbal presentations (15). Although our opinion
survey could not determine the tendency of the total population (& sample was  used
for the survey) and the reasons involved same students referred to their previous
experiences with visual aids as tedicus and negative. The swvey was superficial,
however, ard could not detect whether the students found their experience in the
study of microbiology negative. If the reasons for their negative predispositicn
towards visual aids rely on negative preuniversity experiences there is a need to
educate instructors to employ adeguate visual aids in grade school.

Since no data on media research are available with the student population at UFV,
Vigosa, it seems important, before the implementation of visual aids, to do further
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studies for detecting the real reasons for the negative attitude towards visual
materials.

The possibility of a nonadequate presentation of visual aids in our experiment,
was eliminated since two different instructor with dJifferent approaches and
attitudes were involved in the experiment.

Considering the number of visual aids used we must recognize a great difference
as far as the experiment of Brown & col. (7) in & similar course during a
comparable teaching pericd. Their experiment included during 2-quarters, 500 color
slides, 200 illustrations cbtained from scientific jownals and textbooks and a
nonspecified mmber of photomicrographs taken with light and electronic
microscopes. ‘fhe reduced mumber of visual aids (94) presented during our experiment
may have had an insignificant impact as an altermative technigue in the course. The
reasons for presenting such a number, however, is based upon the conclusions of
same experiments favoring conventional methods in which students camented on the
excessive nurnber of visuwal aids used (7).

The construction of the visual aids seemed adequate since most slides and
transparencies followed the wmodels of rhotamicrographs and schemes presented in
basic textbocks in Microbiology. To confirm this we should perhaps have a panel of
professors and students judging the material as in Brown & col. approach.

"The expectation of solving our educaticonal problems with media is illusive
before the effective techniques and coriteria for its use are defined" {21).
Presently, it is important to create an awarmess of the consequences of the
substitution of a traditionally orientated teaching attitude by a less personally
crientated method such as the visual aided one. The decision to use an awdicvisual
mediizm  has very wide implications and as Townsend (21) says "the strategy based on
the misconception to use what one has {(however badly) than to leave it gathering
dust on the shelf must he abandoned". )

It seams dangerous to establish a generalized cosmitment to visual aids in our
school before determining the real usefulness of this type of technolegy with cur
students. If several researchers have gquestioned the assumption of iImproving
learning with visual aids, and if NSD findings were once more obtained with our UFV
students, we should pursoe our research not taking the use of this media for
granted.

Although our experiment followed a methodological approach which is easily
criticized, since we tried to establish our hypothesis in the absence of
philosophical or theoretical framework, some advantages arose even fron this
preliminary expsrience. Some characteristics of cur student population were
detected, group planning and working on educational problems was stimuiated and
future eperiments for the clarification of sare problems on the teaching-learning
activities were plamed.
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InForacAD TECNICO-CIENTIFICA SEM

Gerhardt, P. - The International Union of Microbiological Societies (IUMS): What is
it? what does it do? Michigan State University, East Lansing, USA, May 19, 1984.

Microbiological scientists around the world often have mly a vague notion  about
the nature of the international organization with which their national
microbiological societies are affiliated. This article provides answers W
questicns that are usually raised about IUMS.
what is TMS? - IMS, the International Union of Microbiclogical Societies, is a
worl&videfederaﬁmof%mtimﬁlmieti%oroﬂnrtypesofmgmizaﬁalsmﬁ
coamtries, together with a mumber of intermational societies, all having a comon
interest in microbiological sciemces and representing about 75,000 individual
scientists. IUMS is non-govermmental, non-political, ron-discriminatory, and
not-for-profit.

Within IMS there are three Divisions representing the disciplines of
bacteriology, mycology, and virology. Seven Comittees, eight Camiissions and two
Federations (COMXOFs) represent special fields within ar between the Divisions.

Among the COMOOFs are a number of international societies such as the World
Federation of Culhwre Collections and the International Society for Human ard
Animal Mycology.

m1982mma£ofzﬂscimﬁficmimsaffﬁiatedvﬁththemtermtiaml
Council of Scientific Unions (ICSU). ICSU membership is vitally ijmportant +o
micrchiclogical sciences internationally because it recognizes the status of
microbiology equally with other major disciplines, brings microbiology into the
primary scientific council of the world, and enables microbiology to play a more
active role in the national academies which make up the national mexbership of

JCsU.

Qrganization (NESCD) and its Microbiological Resource Centers in assisting the
m,mmmmm@mmmmmmﬁm.

Programs that involve medical microbiology are operated jointly with the World
Health Organization (ED). OMS is affiliated also with the Council of

IMS in 1980 mwodified its name from the International Association of
i i Societies{lnm)axﬂwiﬁﬁxemasanivisimmithintte
mteaaﬁmalmiachﬁologial&im,vﬁﬂlmidlit}adbemafﬁﬁﬂtedsﬁm
1967.?heoriginsofm~$t:acebacktothemternatima130ciety of Micrcbiology
which was fomded in 1927.

Thus, IUMS has becxre a large, widely affiliated and actively functioning
international scientific organization. Its goal is to represent microbiological
sciences internaticnally with the broadest possible membership and to advance
microbiclogical sciences globally with the best possible services for the benefit
of mankind.
phat is JCSU? what does it G@? - ICSU is a worldwide scientific organization

of 20 intermational scientific wnion members, 65 national academy members,
and 21 scientific and national associates. Established in 1931, IcsU facilitates
scimtiststh:mx;tmtthevmldjoinjn;ina:tivitiesof camon  interest without
regard to race,rehgim,politimlphilosoﬁmy,eﬂmiccrigin,dtmship,sexor

ﬁnprﬂnipalgoalofxﬁﬂismamnageglobal scientific activity for the
benefit of mankind. ICSU initiates, designs and coordinates worldwide scientific
ramr&,mﬁﬂe&mlmmtofmﬂn&hgyaﬁmhmmﬁs.msof
theICSUfamilyammallyacganizeInmdmdsofscim’ic congresses, conferences,
symposia, and meetings in mawparlsofﬁxemrld.mmlz\ssembliesaxﬂoﬂm
administrative meetings are convened to decide ICSU policies and programs.

Rev. Microbiol., S30 Paulo, 15{3)



184

ICSU produces a wide range of publications including scientific jowrnals,
handbocks, proceedings of meetings, and newsletters. ICSU now has its own
publishing house, the ICSU Press.

Camittees of Commissions of ICSU organize programs in transdisciplinary fields
that transcend the aegis of a single Union. Problems of the Environment, Genetic
Experimentaticn, and Teaching of Science exemplify such programs.

ICSU maintains close relations and works in cooperation with & nutber of cther
internaticnal organizations, UNESCO in particular.

To facilitate union activities, ICSU has a permanent secretariat which is located
at 51 Bd. Montmorency, Paris 75016, France (Telephone 33-1-325 0329; Telex ICSU
6305537) .

What does TS do? — Intermational Congresses of Microbiology have been organized
regularly by IUMS since the first cne in Paris, France, in 1930. The fourteenth
will be heild in Manchester, U.K., in September of 1986.

Each Division also regqularly organizes Congresses, +those of Bactericlogy and
Mycology usually in conjunction with the general. ones. The Virology Divisicn
convenes a separate Infernational Congress of Virology, the sixth to be held at
Sendai., Japan, in September of 1984.

Several other IIMS groups also regularly convene major meetings. For example, the
Fifth International Congress of Culture Collections will be held at Bangkck,
Thailand, in 1984. The Ninth Congress of the International Society for Human and
Animal Mycology will be held at Atlanta, USA, in 1985. The Fourth International
Microbial Ecology Symposium will be held at Ljubljana, Yugoslavia, in 1986. Many
other international meetings are nominally sponsored by IUMS,

IUMS has two established journals. The International Journal of Systematic
Bacteriology is the official organ of the International Coamitiee on Systematic
Bacteriology. Intervirology is the official organ of the Division of Virology.

Two new Jjournals are starting in  1984. Micrcbiclogical Sciences succeeds a
Newsletter published regularly since 1976. A new International Jownal of Food
Micrebiology is the official organ of the International Combtice for Food
Microbioloyy and Hygiene.

A major activity is conducted by IUMS committees in the classification and
namenclature  of bacteria, fungi and viruses. A main wdertaking of the
International Committee for Systematic Bactericlogy is the International Code of
Bacterial Nomenclature and the Approved Lists of Bacterial Names. A parallel task
is wndertaken by the International Committee on the Taxoncmy of Viruses in the
preparation of regular Reports on the Classification and Nemenclature of Viruses.,
Similar efforts in systematics have beun undertaken within the Mycology Division,

IMS collaborates with other ICSU Unions, UNESCD, WO and CIOMS in gickal
programs such as cceanic and space research, science and technology in developing
countries, genetic experimentation, and application of science to agriculture and
Inman health,

How is TOMS governed? - The Statutes of IUMS consist of a Constitution containing
the principles of governance and Bylaws containing the guidelines for governance.

A Geneval Assewbly responsible for overseeing the governance of TUMS meets
quadrennially, and consists of representatives from the Member Societies, Divisions
and COMCOFs together with members of an Executive Board.

The Executive Board directs affairs of the Union in campliance with the Statutes
and decisions of the General Assembly. The Executive Board meets anmually and
consists Of six officers, three Divisicnal chairmen, and three members-at-large.

A Steering Cammititee consists of the President, Secretary General and Treasurer.
It conducts affairs’ of the Union between meetings of the Executive Board and
inltiates recomrendations concerning Union activities.

The major governing bodies are constituted primarily cn the basis of merit but
also reasonably representative with regard to scientific discipline, geographical
distribution, and other considerations of the Union constituency.

The governance of IUMS is currently under study. The intent is to modify the
organizational structure so that TIMS becomes better recognized as a federation of
international member sccieties as well as of national ones, with each society
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independent in its intermal affairs yet mited for the common good in estternal
affairs. A further intent is to provide a level of associate as well as full oS
mambership, the two levels distinguished by governance authority coupled with
financial responsibility.

How is IMS financed? - Annual dues from the Member Societies are based o the
mmber of resident micrcbiologist in their country. The total dues are not less
than US$ 100 and not greater than 25% of the sum of the dues payable by all. The
anmual dues payable each year are based on the adjusted value for the US dollar
according to the World Bank, with a base of US$ 0.75 per resident micrcbiologist in
1983. )

Congress registration fees represent another source of incame. At each
international congress, the sun of US$ 10 (based on the adjusted value of the US
dollar) is included in the registration fee for all participants.

Two types of grants are awarded to IIMS by ICSU: a basic allocation equal to the
sun of TIMS dues to ICSU plus a fixed amount, and special grants hased on the merit
of specific project proposals.

Crants fram UNESCO are awarded in response to specific projet proposals,
especially those which relate to their major microhiclogy programs for developing
nations.

Other sources represent growing opportunities of financial support for IUMS.
Supporting mewmberships by oommercial and philanthropic organizations are being
actively sought, and new publications should provide additional inccme.

2 major source of support for IIMS activities also comes indirectly from the
volunteer sevice of individuals and the subsidies of their institutions.

Income collectively is used to fund various Unlon activities. Substantial IUMS
subventions and qrants are provided for activities of the Divisions and COMXOFS.
Trane are available for advance costs of congresses, and s=mall grants may ke
awarded to assist other meetings. Funding is necessary of operating the office of
the Secretary General. Other operational costs include informational publications
and meetings of governing bodies.

Greater amounts will be used tco support scientific activities as the relativel
fixad costs of administration are exceeded more and more by growing income.

Where is Further information? — The IUMS Secretariat is the best sowrce for more
information: Stuart W. Glover (Secretary General); Department of Genetics, Ridley
Building; The University, Claremont Place; NewCastle Upon Tyne, NE1 7RO, United
Kingdam; Telephone: 44-632-328511 ext 3897; Teles: UNINEWG 53654.

Members of the TUMS Executive Board also are good sources for more information:
Philip Gerhardt (USA) President; ILP.R. Seelinger (FDR) Past-President; Kei Arima
(Japan) Vice-President; W. Kurylowicz (Polland) Vice-President; Stuart W. Glover
(UK) Secretary General; Mirian C. Horzinek (Netherlands) Treasurer; Rita R. Colweel
[USA} Bacteriology Division Chaimman; Norman L. Goodman (USa} Mycology Division
Chairman; Frederick A. Murphy (USA) Virclogy Division Chairman; Frederick Brown
(UK} Mamber—at-large; P.R. Mahadevan {India) Member-at—large; R.G.E. Muray
(Canada) Member-at-large.

Copies of a pamphlet containing most of the above information, the Statutes, and
a Directory can be obtained from the Secretary General or President.

Continuing news about microbiolegical sciences woriwide as well as TUMS can be
abtained by subscribing to the new IMS journal, Microbiological Sciences.

Informactes adicionais

A representagdo do Brasil, na IUMS, & feita pela Sociedade Brasileira de Micro-
biclogia. De acordo com os estatutos da Unifc, cada pais deve ter seu Canité Nacio-
nal, ao qual sdo submetidos os diferentes assuntos, relacionados 4 participacdo da
entidade naquela organizacac Internacional.

Idealmente, a Sociedade Brasileiva de Microbiologia deveria indicar representan-
tes brasileiros para a composicio dos Comités (Microbiologia Econdmica e Aplicada;
Proteinas Unicelulares; Microbiologia de Alimentos e Higiene; Documentagao Micro-
bioldgica e TmumolSgica; Ecologia Microbiana; Sistemitica Bacteriana, este Gltimo
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com 24 subcamites; Taxonamia de Virus, com seis subcomitds; e Camitd Interdiscipli-
nar de Microbiologia M&dica); Comissdes (Associacio Internacicnal ge Padronizacio
Bioldgica; sociedade Tntermacional para Micologia Humana e Animal; Comissio Inter-
nacicnal para Genetica Microbiana; Comissio Intermacional schre Especificagao Mi-
crobicldgica para alimentos; Comiss3o Internacicnal scbre Genética de Fungos: Co~
missac Internacional schre Micotoxicologia; Comissdo Internacional scbre leveduras
e Microrganismos Leveduriformes).

A ativa participagao de brasileiros, nas distintas widades da TOMS & desejavel.
O principal fator limitante, contido, prende-se 3 dificuldade financeira em garan-
tir a presenca de brasileiros nos Congressos e outros eventos patrocinados pela
IS e suas subumidades.

Jodo Salvador Furtado

Scciedade Brasileira de Micrchiologia
Caixa Postal 4005

01000 Sac Paulo SP

Arcos, J.C.; Argus, M.F. & Woo, Y.X., eds. - Environmental carcinogenesis reviews.
J. BEnviron. Sci. BHealth, C1 (1) iii. New York, Marcell Dekker, 135p., 1983.
U$ 219.50 (assinatura amual).

Uma nova publicagao de Marcell Dekker Inc., visando a rapida disseminacio de in—
formacbes sobre um assunto de extrema importincia, a nivel muitidisciplinar, que &
a carcinogénese relacionada & contaminacio ambiental.

Esta publicacao & a parte ¢ do Jowrnal of Envirommental Science and Health, onde
estdo englcbados: Parte A: lnvironmental science and engineering (ja no wvol.
18(6 n9s); Parte B: Pesticides, food contamination and agricultural wastes (tambam
vol. 18{6 n?s} e a Parte C: Envirommental carcinogenesis reviews vol. 1 (em 2 nime—
ros}. ’

A finalidade & novo jornal & a publicacdc de revisdes criticas, integradas e
multidisciplinares schre compostos quimicos relacicnados i carcinogénese, relacio
entre estrutura e atividade carcinogénica, sinergismo e antagonismo, metabolismo,
mecanisme de agao, levantamento dos riscos ambientais e ccupacionais, estudos epi-
demiologicos, correlac3c entre mitagénese e carcinogénese, etc.

Os artigos serdo encomendados a especialista, porém os editores encorajam suges-
toes schre temario e autores.

Cmtribuioé%mrlivremiciativaseréoaceitasdesdeqmotanaem sajam
sulmetidos 4 aprovacio prévia dos editores.

O volume C n? 1 contém os seguintes artigos:

— Hecht, 5.5, & col. - Tobacco specific nitrosamines: carcirogenicity, metabolism
and possible role in uman cancer

- Hemuin, XK. & col. — &n estimation of the exposure of the population in Finland to
suspected chemical carcinogens

- Woo, Y.T. - Carcinogenicity, mutagenicity and teratogenicity of carbamates,
thiccarbametes and related compounds: an overview of structure - activity,

As referéncias bibliograficas, embora em grande nimero e diversidade, concen-
tram-se principalmente em 7 publicacdes: Cancer Res., J. Natl. Cancer Inst.,
Carcinogenesis, Cancer lett, Mutat. Res. Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. e na
coletania do IARC {Internaticnal Agency for Research on Cancer. Iyon, France): IARC
monographs on the evaluation of the carcinogenic risk of chemicals to humans (série
de volumes publicados pela OMS - Suica).

A apresentagao émdeﬁtaobedwaﬂoasituacéoatualdecmtmcéoded&;p&asea
impressio & direta, visando acelevar a disseminacdo da informacio. Dos  tres
artigos, um e de interesse especifico: 1evant§mento de uma situacao na Finlandia,

Maria Therezinha Martins - Cetesb
Av. Prof. Frederico Hermann Jr., 345
05459 Siao Paulo SP
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Céres: Revue de la FAO sur 1'agriculture et le developpement, 853(1):1-30, 1982.
s$ 15.00.

0 nimero de Cérés, corresponde ao primeiro bimestre de 1982 contém 80% de artigos
dedicados a aspectos econfmicos de agricultura. No restamte, ha dois artigos em
hiotecnwlogia: Pixagio de Azoto e Convers3o de Bicmassa.

Ospaisesendﬁmwlvmﬂlmtensemteressadopelasmssmlhdadeﬁqnofm
pequenas quantidades de adubos quimicos. Una alternativa promissora & a fixagdo
bioldgica do azoto (FBA}, que consiste na inoculagso em leguminosas de cepas espe-
cificas de microrganismos simbiontes, visando a otimizaco da fixacao natural d&o
azoto presente no solo. A témica mostra-se interessante devido a sua simplicidade
& baiwo custo em investimentos e transportes. A FAD realiza projeto para determina—
¢io das melhores condicgdes de aplicac®o dos microrganismos, alertando scbre a ne-
cessidade de melhores conhecimentos das cepas apropriadas, sob o ponto de vista
pratico.

Tor conversso de bicmassa em escala industrial, as Filipinas pretendem econcmizar
cerca de 500 milhdes de dSlares amais, utilizando dejetos agricolas, como casca de
coco, palha de milho, casca de arroz e outras matérias celulosicas. Em 1987, 47
destilarias deverac substituir 30% dos barris de petrdlec importados, proporcionan—
& a criagio de 340.000 empregos. O texto discute dois métodos alternativos, um de-
senvolviments pelo proprio pals, com auxilio da INIDO; e outro pelo Canselho Nacio-
nal de Pesquisas do Canada.

Em artigo schre a transfer&ncia de tecnologia na regifo do Caribe, Frank Yang,
conselheiro do governo da Guiana, para politica tecnoldgica, caracteriza a economia
damgiéoeapresautamdjdasparaocmmledesmwferénciaeprmncéodam—
pacidade tecnoldgica indigena: a) estimilar PSD em nivel regional com racionaliza-
cio, evitando duplicacbes; b) intensificar os contates entre os usuarics de  becno-
logia visando o conhecimento das tScnicas existentes ou em vias de elaboragao; )
prawc&depmjetosregiamisqee@reglmdmtostémﬁmsdaxegi&:;d)aia-
cho de um programa de estimulo visando favorecer a introdugdo da tecnologia regio-
nal no desenvolvimento industrial e agricola.

Os demais artigos versam sobre inflago, crescimento e balanca de pagamentos ex-—
teriores mos paises em desenvolvimento nos anos 70, causas de perdas de alimento
ocorridas entre a colheita e camercializacao, reservas alimentares e coméxcio ile-
gal de espécies selvagens.

Roberto Silva Waack

Brbrabio - Fmpresa Brasileira de Bio-
tecnologia

R. Marqués de Ttu, 58/69
01223 Sap Paulo SP

IV Encontro de Microbiologistas UNESP -~ Faculdade de Ciéncias Agririas e Veterina-
rias de Jaboticabal. Campus de Jaboticabal, UNESP, 17 de maio de 1984.

ReallzadopelonepartmmmdemlogmdaFamﬂdadedecléznmsAgrénas e
Veterinarias de Jaboticabal, an colaboragdo oom a Sociedade Brasileira de Microbio-
logia - SBM, teve como chietivo principal, integrar os docentes pesquisadores da
WNESP, ernvolvidos nas diferentes reas da microbiologia, atraves da divalgacao das
m&mm,memmqwmmmemmm,mm-
se das dificuldades e possibilidades de cooperagio mitua.

Teve como enfoque principal, conferéncia do Dr. Wilson Chagas de Aratjo ~ FINEP,
scbre as possibilidades de financiamento de pesquisa, nas diferentes &reas da mi-
crobiclogia. Baseado nos esclarecimentos desta confer@ncia, os grupes de pesguisa
"afins” rewniram-se e detenminaram diretrizes a serem seguidas, dagui para frente.
Contou ainda com a participacio do Dr. Jo3o Salvador Furtado - Presidente da SBM
e Dr. Carlos Solé Vernin, professor hamenageado.’

Deste Encontro, ficaram fortalecidas algumas sugestSes e decisbes, visando a con-
tinuidade dos trabalhos iniciades nos primeirgs Encontros, a saber:
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- Reunido de grupos de pesquisa ~ wnido de grupos de trabatho que dardo continuida—
de as atividades, através de reunides, commicacdes particulares, elaboracd de
trabathos e cutros

- Sugestles para apresentacio de palestras sobre diferentes temas de interesse na
microbiclogia por especialistas de diferentes entidades de pesquisa, durante a
realizacao dos fuburos Encontros

- Determinacao do V Encontro de Microbiologistas UNESP, a ser realizado no mds de
noverbro de 1984, no "Campus" de SHo José dos Campos, sob a coordenacio da Prof.
Vera Fantinato Damette, com sugestio de subvencio do evento, através do (NPg e
FAPESP

~ Necessidade de relatos de pesquisa em andamento dentro da UNESP, visando maior
disseminacao da informagdo produzida pelos diversos departamentos, com vistas a
maior integracdc entre os microbiclogistas,

~ Cooperacdo institucional em fagotipagem.

Leila Vasconcellos
SBM

Caixa Postal 4005

0100C S3c Paulo SP

FundacZo Faculdade de Agromomia "Luiz Meneghel”. Poliagro, 15(1):1-90, 1983,

A Fundacdo Faculdade de Agronomia “Iuiz Meneghel® de Bandeirantes, Parani, edita
desde 1977 a Revisa Poliagro, estando a mesma no seu 79 anc de edican e 5¢ de volu-
re. Apds dois anos de interrupcdo, de 1978 a 1979, a mesma vem saindo regularmente,
com dois nimeros por ano. Apresenta formato 16, de facil manuseio e acomodagdo. O
niwero de indexagic inpresso na capa mostra que a mesma tem penetracio no exterior.

Camo o prdprio nome diz, a Revista Poliagro trata de assuntos cientificos agrond-
micos. Interessa, em particular, aos pesguisadores e estudantes relacionados as
ciéncias agrarias e, de modo geral, aos agricultores que tenham necessidade de co—
nhecimentos mais profundos, porém, de natureza mais apiicada, como mostra o fasci-
culo n? 1 editado neste ano. Este apresenta assuntos que foram reunidos em dois -
piccs: artigos cientificos e informagio técnica. No primeiro topico, citamos: "Vi-
ruléncia do Metarhizium aniscpliae {Metsch.) Sorck. e Bequveric bassigna (Bals.)
Vuill. pera duas castas de Aita sexdens rubropilosa (Forel., 1908) ", "Estimativa do
uso consuntivo de agua e da irrigacio suyplementar, para algumas cultwas no vale do
Rio 830 Francisco", Efeito de diferentes dosagens de inseticidas no controle da la—
garta Spodopiera frugiperds (J.E. Smith, 1797), na cultura do trigo”, "Estudo com-
parativo entre a longevidade, nimero de posturas, de &vulos e ovos de f&reas vir-
gens e fecundadas do percevesjo “manchador do algodoeiro”, Dysdercus maurus Distant,
1901 (Hemiptera: Pyrrhocoridae)”, "Inseticidas em pulverizacdo ne controle da broca
da raiz Eutinobothrus brasilisnsis (Hambleton, 1937) na cultura do algedoeiro”, "U-
S50 de vermiculita e casca de arroz em diferentes profundidades na semeadura direta
de sementes de café em viveiro". No sequndo tem-se: "Formacdo de nuvem devido a
queima de canavial®.

Ely Nahas

Dept? de Microbiologia

Faculdade de Ciénciag Agrarias e Ve—
Terinidrias de Jaboticabal UNESD
Campus de Jaboticabal

14870 Jaboticabal 8P

Gluzman, Y., ed. - Eukaryotic viral verors. New York, Cold Spring Harbor Laborato—
ries, 221p., 1982,

"Bukaryotic Viral Vectors" apresenta o sundric dos trabathes relatados em confe-
réencia realizada no Centro Banbury do Celd Spring Harbor Laboratory, em dezembro de
1981. Recentemente, se tem obsexvado uma verdadeira revolugao do conhecimento a
cerca do mecanismo genético das células eucariSticas. Este sucesso advim da habili-
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dade tacmico-cientifca de clonar e propagar sequéncias de DNA eucaritico em  veto-
res procaridticos, propiciande, diretamente, a determinacio de uma gama imensa de
sequéneias nucleotidicas, corroborando também, para a agquisicdo de conhecimento,
nic sb da organizagio geral do cromossamo eucaridtico, cam do estudo especifico
dos genes en si. Tendo por base estas primicias, os conferencistas arpesentam di~
versas pesquisas e resultados de modernos trabalhos em Engenharia Genética, bem co-
mo propoem novas metodologias neste canpo., Quanto ao uso de vetores procaridticos
na propagacio de sequéncias de DNA de eucariontes, oS estudos mais desenvolvidos
ainda s36 con o virus SV 40 e policma, como enfatizam Treisman & col., que a partir
de plasmidios construidos cam DNA SV 40 e fazendo uso da técnica de recamhinacao in
vivo, esclarecem particularidades em Talassemia através da analise molecular da es—
trutura e expressao de genes mutantes de beta-globina; uanto ao virus do policma,
conhecimentos do seu mecanismo de requlacio génica, favorecem a sua utilizagdo como
vetor para clonagem e caracterizagic de genes promotores de celulas de mamiferos,
em particular de roedores, segundo os informes de Hassel & col. Por cutro lado, fi-
ca notdrio aoc leitor que a técnica de construgdo e clonagem de vetores de DNA re-
cambinante, em bactérias, antes da "transfeccdo” em células animais vem sendo ado-
tada, por exemplo, por Gheysen & col., guando do estudo da expressao do gene de in-
rerferen de fibroblasto mmano em cBlulas de macaco. (utra abordagem interessante
se volta para os virus animais que tém sido a adaptados para serem utilizados como
vetores, tal cam © SV 40 e que tange propriamente a determinadas limitacbes de
uso, por exemplo, o pesc molecular do INA a ser introduzido. Nesta linha, Tabin &
ool.  descreveram ma série de experimentos tomedo como alternativa técnica 08 re—
trovirus, citando neste caso, a inserc@o do gene timidinaquinase do herpes {(tk) em
MLV {Maloney lukemia virus) camo modelo de pesguisa. A publicagfic presente totaliza
cerca de 30 titulos de trabalhos apresentados no evento cientifico. Pela aluzdo ra-
cional, concisa e, particularmente, atualizada da informacso, & de real interesse
aos que se dedicam a Genética Molecular.

Akira Homea :
Instituto de Tecnologia em Produtos
Bioldgicos

Bio-Manguinhos da Fundagao Oswaldo
Cruz

Caixa Postal 926
20000 Rio de Janeirc RJ

Zna Carclina Paulc V. Madureira

& José Cavalcante de A. Ribeiro Dias
Taboratorio de Genética Bacteriana
Dept? de Bacteriologia FICCRUZ
Caixa Postal 926

20000 Rio de Janeiro RJT

Linn, S.M. & Roberts, R.J. — Nucleases, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York, 1982.

Trata—se de mais um livro de wma série de excelentes monografias publicadas pelo
Cold Spring Harbor Iaboratory. Jares Watson, ganhador do Prémio Nobel em 1962 &
atual diretor do Cold Spring Harbor Laboratory, foi o auter da idéia deste livro,
asgim como da conferéncia realizada em agosto de 1981 sobre as mucleases € que reu-
niu varios pesquisadores que estudam estas enzimas.

Historicamente, as nucleases nfo tém sido estudadas como tal, mas sobretudo pelo
seu papel em varios fenfmenos bioldgicos, tails como os quatro Rs: yeplicacao, re-
combinacso, reparc e restrigao. Scb essa dencminacdo incluem-se enzimas canc espe—
cificidade varizvel, indo desde exonucleases ou nucleases especificas para acidos
mcleicos de fita simples, até as endonucleases de restricdo altamente especificas.

O livro estd dividido em 12 capitulos escritos por diferentes autores. Muitos dos
capitulos procuram dax énfase no papel das nucleases em diferentes processos. AS-

sim, dignos de nota s3o os seguintes capitulos: Papel das nucleases na recarbinacdc
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genética (P.S. Sadowski), abordarﬂoosmcanimnsdar&anbﬁmcéogerale&arecm—
binacdo “site-specific"; Nucleases envolvidas no reparo 4o DA (S. Linn), que dis~

énfase na replicacio do bacteridfago ¢X 174 e também abordando as diferentes ativi—
dades de mxclease (3" 5' exonucleases, 5' 3 exonucleases) associadas com as Qi
ferentes INA polimerases; Nucleases que processam RVA (S. Altman & col.), explican-
Is'e) camasvériasclassesdemﬁmimais, como MRNA, tRNA ou rINA sofrem a aglo
de processos, onde estio envolvidas nucleases, que levam & alteracdes no tamanho &o
transcrito original de R@., Outros capitulos, camo o das DNA topoisomerases (I, C.
Wang), que fazem o relaxamento do VA superior enrolado, o das nucleases espcificas
de cadeia simples (K. Shishido & T. Ando) e ¢ das ribonuwleases H (R.J. Crouch &
M.L. Dirksen) sao extremamente interessantes. HA dois capitulos scbre as endonu-
cleases de restrico: as endomucleases de restricio dependentes de ATP (T.A. Bick-
le} easenzimaséanmjficacéoederestriqéodotipoli {P. Modrich & R.J. Ro-
berts}. 2s endonucleases de restricad tiveram um efeito profundo na biologia mole-

fragmentos reproduziveis, dai a sua utilizacio na tecnologia do DNA reconbinante,

Este livro & valioso tanto para os que trabalham em biologia molecular ou que se
utilizam das téomicas de engenharia genética, camo para acqueles que, fora deste
campo, desejam se inteivar do papel das nucleases nos diferentes fenirmencs biolégi-
cos: replicacdo, recombinacio, reparo, restricio e maturacdo de RAs. Cano  apéndi-
Ce, para oS que pretendem utilizar estas enzimas, hi uma lista das diferentes nu-
cleases ja isoladas, com as respectivas caracteristicas.

Maria Helena Juliani
Instituto de Quimica USP
Caixa Postal 20780

01000 Sao Paulo 8p

MGG - Molecular & General Genetics: an Intermational Journzl, 185(3):373-522, 1982,

Trata-se de uma publicagdo periddica, na verdade, a primeira revista intemacio-
nal sobre genética, fudada em 1908, sob nome de Zeitschrift fur induktive
Abstammmgs wd Vererbungslehre., De 1958 g 1966, passou a ser chamada de
Zeitschrift fur Vererbumgslehre. Do volume 98 em diante, foi intitulada de
Molecular and General Genetics. O seu corpo editorial campreende especialistas de
rencee intermnacional no campo da Biologia Molecular, e esta indexada no Current
Contents/Life Sciences.

Esta revista procura refletir o papel da genética molecular dando &nfase aos as—
pectos bioldgicos e binfisicos do estudo da genética moderna. S3o ainda publicadas
contribuicles originais tratando de aspectos moleculares da genética de crganismos
superiores, :

Assim, no nimero da revista que nos foi entreque para andlise, encontramos 8 ar—
tigos descrevendo experiéncias de Engénharia Gendtica envolvendo as bactérias Es-
cherichia coli, Salmonella bLyphimurizm, Proteus mirabilis, Strepiococcus sanguis,
os bacteridfagos T3, T7, ¢ X174, alén de genes clonados de milhe e 3a descoberta da
possibilidade de transformacdo gendtica de embrifes de peixe. Na drea de radicbio-
logia, ha 6 artigos, referentes & sensibilidade aos raios gama de noves mutantes de
Saccharomyces cerevisiae, ao reparo de tipo 505 em E. coli, & mutagénese UV-induzi-
da no bacteridfago M13 e & reparacio de lesdes UV-induzidas em fibroblastos em cul-
tura de pessoas portadoras de anemia de Fanconi. Outros artigos, de enfogue mais
bioquimico, incluem estudos scbre a biossintese da RNA polimerase em E. colZ, a
sintese do fator de elongagio Tu em E. col, © papel de R poliadenilado na espo-
rulagdo em Bacillus subtillis, a requlacdo da trasncricio em fago lambda, a COIpO—
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si¢io da proteina ribossamal da arquecbactéria Sulfolobus, a descrigio de una mita—
&0 de gene de proteina ribosscmal de E. coli e un estudo de hibridizacan de RB
de Drosophila melanogaster.

Consideramos portanto, este periddico camo indispensavel em biblictecas requen—
tadas por pesquisadores das areas de biologia molecular, genética micrcbiana e bio-
quimica.

Ana Clara S. Frascino
Caixa Postal 20780
01000 S3c Paulo SP

Robertson, H.D.; Howell, S.H..; Zaitlin, M. & Maluberg, R.L. ~- Plapt infectious
agents: current commmications in molecular biology. New York, Cold Spring Harbor
Laboratory, 230p., 1983. US$ 27.60.

A;mbljsacéoomtén&trabaﬂnsapresentaaﬂsnammﬁéosobrevirusde Plantas,
que se realizou de 27 de fevereiro a 2 de margo de 1983, no Balbury Center de Cold
Spring Harbor, USA.

S, Howell, M, 7aitlin e H. Robertson selecionaram os conferencistas da rewnizo,
os quajsapresentaramtrabamosrecentes,anvirologiavegetal, schre virus de DVA
e B, virdides, virusdides e satélites, assim como ticnicas desenwolvidas, nos
fltimns anos, para o seu estudo.

Entre os assuntos apresentados, foram incluidos o virus do mosaico da couve-flor,
fnico fitovirus conhecido até o momento que possui, no gencma, cadeia dupla de DA
e os geminivirus, descobertos em 1976, caracterizados como sendo particulas
geminadas ou bipartidas, constituidos de uma cadeia simples, circular de DA,
famban foram asbordados os virus de dNA e sRNA, sua replicacdc, estnrtura,
organizacio genética, RMAs dos "strains® e RBs subgenfmicos. Além disso, foram

descobertos em 1980, cuja denominacdo foi sugerida em 1982, pequenos RIBs
circulares, necessarios a infectividade de alguns virus e que apresentam algumas
semelhancas com os virdides e os sat&lites.

0 volume inclui uma excelente introdugao feita por A.D. Rebertson scbre os
patbgenos virais e subvirais, em plantas, e a metodologia que tem sido usada nesse
tipo de pesquisa, além de um resumo escrito por B. Burr e T. Shenk scbre os virus
de DVA e WA, virtides, virusbides e satélites.

No final do livro estd incluida wma Llista da sequéncia de muclectidecs de
Jdiversos virus de DA e RA, extraida dos artigos originais.

Ecse dooumento & de grande interesse para os virologistas, pois contam
informacbes recentes scbre fitovirus, apresentadas numa rewnido de alto nivel,
cujosresmmsosoriganizadomsccnsseguirampubﬁsarmmeamaawdesua
realizacao.

Marly Vicente

Secio de Virologia Fitopatoldgica
Instituto Bioldgico

Caixa Postal 7119

01000 830 Paulo SP

Schlesinger, M.J.; Ashburner, M. & Tissieres, A. — Heat shock from bacteria to man.
Hew York, Cold Sprimg Harbor Laboratory, 439p-, 1982.

A publicac@o resultou do primeiro Congresso, organizado para discutir problemas
relacionados com a inducio e repressao de proteinas nos seres vivos, ocasionadas
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por choques térmicos. A reunifo foi realizada de 5 a 9 de maic de 1982, no Cold
Spring Harbor Iaboratory, a ela camparecende cerca Jde 130 especialistas,
apresentando 90 commicacBes, das quais 53 estio publicadas no presente livro,
contendo  infommactes que vio desde a apnslise das proteinas, envolvidas no fenfmeno
do choque témico, até a clonagem de genes hgp, que codificam essas proteinas,
Neste capitulo introdutéric, & relatado o histérico do fentmeno “"chogque t&rmico",
que fol descrito pela primeira vez em 1962, guando, em Drosophila, foi wverificado
que  altervacbes na temperatura induziam a formacio de algquns pufes espacificos, nos
CromoSSomOs; em 1974 o chogue térmico revelou ser indutor da sintese de alguns
polipeptideos e repressor a formacao de outros; en 1978 o processo, até entdo
restrito a Drosophila, foi estendido a outros seres vivos, incluindo bactarias,
protozoarics, leveduras, plantas e animais superiores. o modele mostrou-se
universal, e ndo sé com relacio a choques de temperatura, mas também, induzido por
cutras condigSes de ‘“stress® POr que passam Os seres vivos, ocasionados, entre
outros, por substéncias quimicas e infeccdes virais. O livro aborda o controie do
processo, a nivel de transcricio e traducao, da regulacic dos genes envolvidos e
das proteinas relacionadas cam o choque térmico. O volumne de dados apresentado &
consideravel, no que se refere 3 express3do dos genes envolvidos, o significado
funcional dos mesmos e sua requlacio.

Cerca de 25% dos capitulos & destinado a estudos em microrganismes, mas ainda o
grande volume de dados ven do organismo onde ele foi descrito pela primeira vez, ou
seja, a Drosophila. No entanto, ficou demonstrado que a resposta em bactérias &
similar agquela que ocorre en Droscphila e que as proteinas, envolvidas no fendmeno
em bactérias, sao também importantes para a morfogénese de bacteridfagos.

cam relagdo aos chogues térmicos, mas incluindo também as causadas por infecsles,
i de envenenamento e danos externos zos tecidos.

E | livro indispensivel para aqueles que trabalham no assumts e para 0s que
des. am se familiarizar com o Processo, que, inclusive, deve adquirir improtancia
clinica, wma vez que, a inducao dessas proteinas pode ter relevincia na
hipersensibilidade de cé&lulas tumorais.

Jogo Licio de Azevedo
Dept? de Genética

Instituto de Genética ESAID
Caixa Postal 83

13400 Piracicaba Sp

UNESCO/UNEP/ICRO — Mircen News, 5, May 1983.

& publicacdo apresenta um complets resuo das linhas de pesquisa, programas de
treinamentc de recursos humanos e remides cientificas realizadas e programadas que
recebem financiamento da UNESCO. A rede de centros cientificos financiados pela
UNESCO abarca onze paises.

0= relatdrios tratam sobre diversos temas, entre Os quais corresponde ressaltar,
a modo de suscinto resumo, Biodegradag3o, Microbiologia Aplicada, Biotecnologia,
Engenharia Genética, Fusdo de Protoplastos e Fixacio Simbidtica de Nitrogénio.

Neste Oltimo tdpico, se apresenta o resumo das atividades que a este respeito vem
desenvolvendo o grupo crientado pelo Prof. Jardim Freire, Faculdade de Agrono-
mia, Universidade Federal do Ric Grande do Su}, Caixa Postal 776, 90000 Porto Ale—

@ RS,
gISugerim:)s que os interessados em chter a publicacdic ou mais informacdes a respei—
to de algum dos temas mencionados entrem em contato cam o Dr. Freire.

Juan L. Carrau

Instituto de Biotecnologia
hiversidade de Caxias do Sul
Caixa Postal 1352

95100 Caxias do Sul RS



