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Resamo

Verifica-se a infludncia da agua de maceracao de milho  (AMM)
na propagacao de (. wfilis tendo comoc substrato principal o
licor sulfitico (licor negro). A medida que a AMM é adiciona-
da aos meios, o rendimento aumenta. Conclui-se que a adicdo
de 2,57 de AMM apresenta © mais alto rendimento, egquivalente
a 50,4%, o que representa um incremento de 16,3%Z, ja que nos
meios sem AMM o rendimento foi de 43,1%. '

Summary

Influence of corn steep Iligquor on growth of Candida wtilis in
spent sulfite liquor

The influence of corn steep liquer on (. uiZlis growth is
checked where spent sulfite liquor {black liquor) is the main
substratum. Yeld grows up while corn steep liquor is supplied
te media. A 2.5%7 corn srteep liguor supply showed the best
veld giving about 50.47% comparing to 34.137 in a corn steep
liquor free medium.

Introducac

A dqua de maceracdo de milho & un sub-produto criwmde da maceracac do wmilho para
obtencdo da glicose € sua composicdo & muito variavel, dependendo de infmeros fato-
res. Suas propriedades enrviquecedoras dos meios de crescimento microbiano ba-
seiam-se no equilibrio da sua composicac (17, 18). Por cutro lado, Inglett (12) re—
lata que a camposicdo da agua de maceracao de milho possui um pobre balango de ami-
noacidos e & una boa fonte de vitaminas do complexo B e as quantidades de fosforo,
magnésio e potassio sdo criticas. Entretanto, Moraes (15) trabalhando com B. #hu-
ringtensis, encontrou excelente substrato na agua de maceragao de milho, © mesmo
acontecendo com outros trabalhos (1, 2, 14, 19, 21).

0 fato de ¢, wtilis utilizar um grande nimero de compostos de carbono o torna um
microrganismo muito significativo.

Quando. a fonte principal de carbone & aglicar, além das hexoses, também as pento—
ses provenientes da hidrdlise de pentosanas, podem ser assimiladas, © que represen—

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 16{1):1~8, Jan./Mar. 1985.
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ta uma vantagem sobre muitos outros microrganismos. Outro fato gque caracteriza a
versatilidade de €. utilis & que a mesma sintetiza biotina (5). Outras vitaminas do
complexo B, enbora nao sejam sintetizadas pela levedura ndo sio requeridas para o
seu cresciments. Tambén ndo reguer aminodcidos especificos e utiliza sais de andnia
como  fonte de nitrogénio. Estes fatos possibilitaram avanco significativo, do pe-
riodo pds-guerra até os presentes dias, na pratica de obtencdo de proteina tmicelu-
lar, principalmente na utilizagio de uma variedade muito grande de substratos.
Quanto ao licor sulfitico, efluente aguosoc cbtido na producio de papel ou celulose
pelo processe sulfitico, myitos s8o os autores que ratificam a sua condicio de po-
luente (8, 9} e, a0 meso tempo, demenstram que . wtilis conseque desenvolver—se
razoavelmente bem (4, 6, 7, 10, 20).

Material e Metodos

A levedura utilizada foi £, wtilis IZ-1840, cedida gentilmente pelo Instituto Zi-
motéenico da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz. O microrganismo f£oi.
adaptado, conforme Sant'Anna & col. (20}, ac licor sulfitico.

Para as centrifugacdes usou-se sempre Centrifuga Fanem Mod. 204N,

A &gua de maceracio de milho (AMM) utilizada foi formecida pelas Refinagdes de
Milho Brasil Ltda., sendo comercializada cam o name de milhocina., A AMM foi diluida
a 50% can &gua destilada esterilizada. 2 solucdo foi centrifugada a 3000rpm por 15
mitntos e o schrenadante distribuido em tubos de ensaio de 20ml. Em segquida, foi
corgelado a 209C. A composicdo da AMM cedida pelas RefinacGes de Milho Brasil Ttda.
{informagdo pessoal, 1981) & apenas ilustrativa devido ds grandes variacdes a que
esta sujeita.

Nos experimentos em que foram usados cinzas da milhocina tomaram-se 100ml de AMM
diluindo-se na proporgaoc de 1:2 com gua destilada. A mistura foi agitada por 30
minutos e, em sequida, centrifugada a 3000rpm durante 15 minutos. O sobrenadante
foli dessecado, carbonizado em chama livre e muflado a 5509C. As cinzas foram
solubilizadas em 100ml de &qua destilada.

Figura 1 — Crescimento de (. wu#i- 2
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]?igura 2 — Efeitos da adicao de
0,5% de AMM sobre a multiplicacao
de €. utilis em frascos agitados

Uma parte dos experimentos fermentativos foi desenvolvida em frascos erlenmeyer
de 500ml, oom algumas modificacdes, de tal forma a terem trés aletas internas que
permitissem uma maior turbuléncia e consequente aevagdo. O agitador utilizado foi
de rotagBo fixa em 180rpm com passo de 3cm e a temperatura de propagacdc dos mi-
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crorganismos foi regulada em sala teymostatizada, a 309C. Camo anti-espumante,

utilizado © silicone SE 2 da Wacker Quimica do Brasil, o qual foi diluido na pro-
porcio de 1:10 e desta diluigdc tomou-se 0,7ml para cada 100ml de meio.

Candida utilis , previamente
adaptada, foi mantida em Agar Sa-
bouraud inclinade, contendo licor
sulfitico. Uma al¢ada do micror-
ganigmo foi transferida para um
tubo de ensaio o qual continha
200ml de meio com 0,5% de glico-
se, 0,1% de uréia, 0,05% de fos-
fato dibisico de potassio e 1,0%
de extrateo de malte, am licor
sulfitico. © pH do meio foi ajus—
tado em 4,5. A levedura desenvol-—
vida neste meio fol utrilizada pa-
ra inocular 100ml do mesmo nmelio
em um dos frascos de 500ml. O
frasco foi agitade dwrante 24 ho-
ras a 180rpm e, apds este perio-
do, 50ml do meio foi centrifugado
a 2000rpm durante 5 minutos; as
células centrifugadas foram lava-
das com aqua destilada esterili-
zada e novamente centrifugadas. O
sobrenadante foi entdo desprezado
e as celulas foram ressuspensas
no volume original e usadas para

Tabela 2 - Crescimento de
meios contendo licor sulfitico e concentracgdes
crescentes de AMM durante 15 horas (experimen—
to em agitador). Concentracdo inicial de ART =

0,99%

Candida utilis

Concentracio ARY oonsumido Tevedura pro-  Rendimento schre

Meio ge (8 (mey®) zida (gt} ARY comsumido ()
1 o 99,8 25,3 25,35
2 2,5 105,7 27,69 26,20
3 1,0 170,6 50,12 29,38
P 1.5 20,8 84,52 32,45
5 2,0 395,7 152,77 38,61
3 2,5 526,0 219,86 41,80
7 3,0 585,2 266,85 15,60
8 3,5 90,3 330,65 47,90
3 4,0 860,9 428,72 45,80
10 4,5 930,5 468,04 50,30
11 5,0 940,5 473,82 56,38
12 5,5 940,5 471,09 50,00




4

inocular 1 litre do meio a ser estudado, o cqual foi distribuido em frascos erlen—
meyer de S00ml com volume 4til de 100ml. Os aglicares redutores totais foram deter—
minados por Samogyi (25), o dlcool conforme Palicio (16}, o peso celular foi deter—
minado por método gravimétrico (3) e as hexoses e pentoses, conforme a ACAC (3).-

Resultados e Discussso Figura 3 - Efeitos da adigdo de 1,07 de AMM
sobre a multiplicacac de C. utilis em frascos
Crescimento em meio sem AMM - A agitados

Figura 1 apresenta o crescimento
de . wtilis en licor sulfitico
enriquecido ocom fosfato dibasico
de potassio (0,05%) e uréia
(0,1$}, O total de cé&lulas mo
melo, ao térming de 10 horas, am
peso, foi de 405,75mg/100ml para
un indchlo iniecial de  71,25mg/ml.
Levando-se at consideragdo que a &
concentragio inicial = de
17,25mg/100ml, e que a concentra—
¢cao inicial de aglhcares redutores
totais do meio foi de 0,98% (p/v),
obtem-se um rendimento de 34,13%.
Isso ndo chega a ser wm  resultade
muito satisfatorio, jA que nas
mesmas condigCes, normalmente, es—
ses resultados atingem 50% (11, 3o0f 30k
27, 28). Praticamente todo o agi-
car aproveitdvel, foi desdobrado ssr
an oitoc horas de fermentacao e o 200F 20
crescimento maxime deu-se em tormo
de 10 horas. O baixo rendimento
obtido pode ser atribuido, entre 100F 10f
outras causas, 4 ineficiéncia o
sistema {18, 22, 23, 24). Normal-
mente, sob condigdes aerdbias, a 1 i L 1 1 :
utilizacdc do carbono para produ- o E 58 & 2 20
¢do de &lecool & muito pequena,

Neste caso, entretanto, a biosin- Tabela 3 - Crescimento de (undida wtilis em
tese de alooel foi crescente nas meios contende licor sulfitico e conceantra-
primeiras gquatro horas, atingindo ¢coes crescentes de cinza: de AMnm  durante 15
36,0mg/100ml de meio. ILevando-se horas (experimento em agitador). Concentragio
em consideragas que o aclcar dis— inicial de ART = 1,02%

ponivel para a produgic do &lcool,

era de 0,709 e que a sintese do - -

aloool pelos microrganismos chede- Mo Cimmmmiy om0 Loy pro-  fendimento sobee
ce & equagdo de Gay-Tussac, apro-

(PS)

B LEVEOURAS PROCUZIDAS
e ALcool

O ART

ALCOOL {mg/ 100 ml)

g 7100 mi)

ARY {(*a}

=
&5
T
o0
=4
T

LEVEDURAS PRODUZIDAS

% % e}

TEMPO {h)

ximadamente 10% do provavel aclcar : s ol e o
disponivel foi utilizado para essa 3 1:0 1684 119 304
sintese, Imbora possam ser oconsi- R LS 26,6 75,31 33,5
derados _altos os valores obtidos 5 2,0 12,0 138,75 37,3
para ¢ alcool produzido, outros 6 2,5 180,3 203,16 42,3
autores encontraram, para O Nesmo 7 3,0 510,6 235,38 46,1
pericdo de tempo, uma quantidade 8 3,5 32,7 296,10 46,3
de &lcool equivalente a 57,Twl de 9 4,0 866,3 421,88 8,7
alcool por 100ml de meio, para 10 4.5 910,8 449,02 19,3
0,95¢ de aclcares redutores to- n 5,0 925,4 460,54 19,8
tais. A partir da quarta hora de 12 5.5 938,6 466,48 43,7

13 6,0 937,9 468,01 49,9

fermentacdo, a producao de &lcool
comega a diminuiy, bem cam a
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quantidade de dlcool existente no meio, provavelmente a partir do momento em que as
hexoses sio consunidas (teoricamente a glicose) ou desdobradas. O substrato (fontes
de carbono disponiveis) passa entio a ser pentoses e etancl. O fato de (. wutilis
metabolizar mais facilmente as hexoses que as pentoses {13} pode justificar wm
"slatd" que se forma na curva de crescimento celular a partir da -sétima hora, ocon-
forme rostra a Figura 1. Esta queda no crescimento expanencial pode ser em funcdo
de um breve periodo de adaptacic dos microrganismos frente ao novo substrato a ser
desdaobrado.

Crescimento em meios com AMM - As Figuras 2 a 7 correspondem & adigdo de 0,5 a 3,0%
de AMM ao meio, contendo licor sulfitico enriguecido com fosfato dib&sico de potas—
sic e uréia nas mesmas concentragdes ja indicadas. Vé-se que a concentragao celu-
lar, nos meios, awmenta a medida que se aumenta a concentracdo de AMM nos meiocs
desde 433,5mg/100ml até 567,0mg/100ml. Esse maior crescimento celular 80 aparece ao
nivel de 2,5% de AMM. Observa-se que adicionando AMM, © "nlatd” da curva de cresci-
mento celular, vai diminuindo & medida que a concentracdo de AMM aumenta. Sequndo a
literatura (26}, ¢. utilis cresce muito bem em meios livres de vitaminas, arbora
muitas linhagens tenham o seu crescimento estimulado pela tiamina. & adicdo de AMM
de alquma forma favoreceu o desenvolvimento destes microrganismos, seja pela adigdo
de um complexo vitaminico, seja pela adicdo de qualgquer outro micronutriente ac
meio. Em termos de rendimento, o efeito da adicio de AMM pode ser resultado pela
comparacio com a Tabela 1. A biosintese de dlccol tanbém diminui & medida que se
adiciona AMM. Ouando se adiciona 0,5% o miximo de alcool produzido & da ordem de
31,00mg/100ml descendo atd 20,50mg com 2,5% e 21,50mg com 3,02 de AMM {Figquras 2 a
7). Através do consumo de acicares também nas meswas Figuras 2 a 7, se pode chbser-
var este fato. ’

Consumo de hexoses e pentoses — A Figura 8 apresenta O CONSURG de aglcares por C.
utilis em meio camposto por licor sulfitico, contendo 1,063% {(p/v) de agicares re-
dutores totais, 0,1% de wréia, 0,05% (p/v) de fosfato dibasico de potissio e 2,5%
{v/v) de AMM.

Figura 4 — Efeitos da adigao de

wn
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PO 5 Swl E .
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wEl E| 2
<E o -
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00} sa( 18
400 40-
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Figura 5 — Efeitos da adiciac de
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O total de hexoses (em relacdo ac licor sulfitico) & da ordem de 0,76g/100m1
{72,34%) e o de pentoses 0,299/100ml de meio {27,65%) . Nas primeiras 6 horas de
fermentacgac ocorre wma utilizacio intensa das hexoses e uma utilizacdo lenta das

. pentoses, caracterizando uma preferéncia pela metabolizagdo das hexoses. Pratica—
mente toda a hexose foi ocomsumida em wm periocdo de & horas; o meamn acontecendo com
os agicares determinados camo sendo pentoses.

mn
<
Figura 6 - Efeitos da adicdo de 2. ® LEVEDURAS PRODUZIDAS
2,57 de AMM sobre a multiplicacio 28 e ALCOOL
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Figura 7 — Efeitos da adigdc de 3,07 de AMM Figura 8 — Consumc de agucares por
sobre a multiplicacao de (. utilis em frascos {. utilis em meio composto por licor
agitados sulfitico comtendo 1,065g% de ART,

0,1% de uréia, 0,05% de fosfato di-

@ basico de potassio e 2,57 de AMM
g 1. B LEVEDURAS PRODUZIDAS
Bl E ® ALCOCE 2
3d| s -]
- o ART & © ART TOTAL
=i g o
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&
a
00 401 W
300} 301
os-
200} 20f
05
106 ‘lar
L i i 1 L i
o 2,8 40 50 80 09 1z
TEMPO Lh)
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Crescimento em meios com AMM e sem nutrientes - A Tabela 2 apresenta o crescimento
de C. utilis em meios contendo licor sulfitico e concentragbes crescentes de AMM
durante 15 horas de fermentacdo. Desta forma, a dnica fonte de nitrogénic e mine-
rais passa a ser aguela fornecida pela AMM. Chserva—se que O percentual de levedu-
ras produzidas aumenta d medida que @ aumentada a quantidade de AMM até 5%, gquando
entio a produgdo parece ficar limitada pelas caracteristicas do proprio microrga-
nismo e do meio de crescimento.

Crescimento em meios com cinzas de AMM e 0,1% de ursia - CObservando a Tabela 3, ve-
rificaros que 5% de cinzas de AMM & o maximo rentavel para suplementar os meios.
Nessa concentracdo, a producdo de células foi de 460,84mg/100ml de weio e o rendi—
nmento de 49,8%.

Frbora o crescimento e o rendimento tenham sido melhores com suplerentacbes de
5,5 e 6,08 de AMM, pode-se dizer que esta melhoria ndo foi muito significativa,
podendo-se considerar as trés (ltimas concentragoes oomo um patamar no crescimento
celular e no rendimento. Comparando-se as Tabelas 2 e 3, verificamos que para a
mesma concentracio de 5% de AMM, © crescimento e o rendimento variaram muito pouco.
Para. o primeiro case, encontramos 473,82mg/100ml e 50,38% e, para o sequndo, Cas0,
de 460,84mg/100ml e 49,8%, respectivamente; parece, pois, gue © que infiui no cres—
cimenty celular com relagdo a agua de maceracac de milho &, principalmente, sua
porgdo mineral. '
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Resnn

A microbiota fingica anemdfila de Presidente Prudente foi es—
tudada no pericdo de um ano, através de 156 exposigOes de
placas de Petri, contendec meio de cultura, em diferentes pon-
tos da cidade. Foram isolados 30 géneros de fungos anemofi-
los, sendo 18 com frequéncia acima de 10Z. A distribuicdo dos
géneros variou nos diferentes pontos de coleta. A maioria dos
fungos apresentou frequéncia maior na primavera e minima no
outons. 0s géneros Monascus, Newrospora, Trichotecium e Cryp-
tococeus ocorreram em frequéncias altas, ao contririo de que
ocorre em outras cidades brasileiras. Alternaria, generc de

erande importancia alergoldgica, foi isolado com frequéncia
de 16,0%.

Suary

Lirborne fungi of Presidente Prudente SP, Brasil

The airborne fungi of Presidente Prudente, SP, Brasil, was
studied during a period of one year by means of 136 exposures
of Petri dishes with culture medium, at different localities
in the city. 30 genera of fungi were isolated; 18 with a fre-
quency above 10%. Their distribution varied at different col-
lecting points. Mest of presented higher frequencies in
spring and lower in autunm. The genera Momascus, Neurospora,
Trichotectun and (ryptococeus occured with higher frequency
values quite different from the values observed in other
Brarilian cities. The genus Alternaria with strong allergenic
power nas been isolated with 16,0% frequency.

Intyoducao

A partir dos trabalhos de Blackley (4), foram realizados estudos cam o intuito de
estabelecer, em varias regides, a microbiota fingica anemdfila, visando principal-
mente a elaboragio de mapas alergénicos, para auxiliar o diagndstico de problemas
alérgicos respiratérios provocades por fungos (12).

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 16{1}:9-14, Jan./Mar. 1985.
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Tabela 1 — Frequéncia relativa dos Cladosporiun  M,3  Pewioilliun 17,9  golmintiosporium 2,7
generos de fungos anemdfilos isola- Aspergillus 55,8  Mucor 17,3 Pedroreilaeae 1,9
dos na cidade de Presidente Pruden- Monascus ¢ 44,2 Altermariz 16,0  Monospordum 1.3
te, no periodo de maio/1982 a Auveckasidium 31,2 spicocoum 16,0  forulopsts 6.6
abril/1983 Heurospora 33,9 Phoma 13,5 Absidia 0,8
Fusariim 26,9 Trichotecium 10,2 Geatrichion 0,6
Fhizopus 26,9 Curvularia 10,2 Peecilomyces 0,6
Trichoderma 24,4 Cryptococeuns 16,2 Cephalosporiun G,6
Rhodotorule . 22,4 Trichosporon 3,8 #igrospore aq,6
Camdida 0,5 Pusidium 3,8 Myeelia sterilia 44,2

Tabela 2 — Nuwero de coldnias dos fungos com Tabela 3 — Distribuicao sazonal dos
frequéncia dcima de 107 nos diversos bairros fungos com frequéncia acima de 10%,

de Presidente Prudente na cidade de Presidente Prudente
- ) Locais CENRLs Primavera Verdo Qutene  Inverno
Miseu é&. e Jard. Centro Aﬁ:ééo Total  Cladesporiun e 66,7 63,9 88,1
Cladssportin 232 124 198 157 6% 139 1029 Aspergilius 52,8 47,6 52,8 69,0
Aspergillus 67 147 76 43 B4 B4 60t Monascus 66,7 38,1 1.7 54,8
Homasous 21 2 12 - 3 25 19 Aureobasidivm 44,4 26,2 38,9 40,5
Aureobasidium 4 L3 33 35 20 ] 188 Heurospora 35,5 33,3 3,1 24
Neurospora 86 09 51 109 68 72 495 FPugarium 33,3 35,7 13,9 23,8
Fusarium 10 65 25 5 22 26 153 Rhizopus 36,1 23,8 13,9 33,3
Bhiuopus 22 83 53 59 51 73 341 - Trichoderma 38,9 21,4 13,8 23,8
Trichodsrma 33 23 17 38 2 oz 155 Rhodotomida 16,7 7.1 36,5 35,7
Fhodotorula 4 25 27 4 12 3 86 Candida 19,4 31,0 8,3 21,4
Gendida 20 58 36 6 23 3 156 Penieillium 1,1 4,8 25,0 31,0
Penicilltum 45 1 30 2% 14 12 138 Hazor 22,2 ;0 8,3 7.1
Hucor ] 21 17 35 10 22 140 #lternaria : 27,8 16,7 19,4 2,4
-Alternaria 12 4 14 11 3 0 82 Spicoceum 8,3 9,5 19,4 2,2
Epieoecum 50 2 30 9 0 s 106 Phoma T 28,0 3,5 5,5 4,3
Phroma 7 3 15 12 8 € 51 Trichotecium - 21,4 19,4 -
Trichoteeium 23 H t3 & 1 13 &7 Cumularia 5,5 26,2 2.8 4,8
Curvularia 15 4 22 9 -3 1 (4] Cryptococeus 8,3 _ 22,2 1,5
Crypococeus 12 2 1 4 4 6 ¥ weelia sterilic 55,5  $0,0 19,4 50,0
Mycelia sterilia 52 40 7 €5 51 49 334
Total 895 792 776 708 642 602 4416
Nivero de coletas 26 26 2 % 2 26 156

No Brasil, poucas sdo as publicagles sobre fimgos anemSfilos, resumindo-se ds se-
guintes cidades: Belem (4), Belo Horizonte (5}, Piracicaba (14}, Porto Alegre (9},
Recife (11), Rio de Janeiro {10), Santos (15), SHo Paulo (7) e Curitiba (8).

Através desses trabalhos, observa-se que o8 fungos mais fregquentes nas cidades
brasileiras pertencem acs géneros Cladosporium, Rhodotorula, Penictlliuwm, Aspergil-
lus. Além desses, verificam-se cutros géneros, que s3o 1s0lados em uma oW oubra ci-
dade, mas ndo em todas (7). ¢

Sequindo as recamendacdes de Mendes (12}, a presente pescqruisa visa detectar a mi-
crobiota fingica anembfila de Presidente Prudente, estabelecer variagies Sazonais
dos géneros mais frequentes e comparar oS resultados com os obtidos nas outras ci-
dades hrasileiras.

Material e Metodos

Presidénte Prudente estd situada a 2207'00%S e 51 O27'57"W, mana altitude de 472m.
Seu clima & enguadrado na classificacio de Kdppen camo cWa. Apresenta inverno seco
e verdao chuvoso. A temperatura média amial & de 22,5¢C,
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Figura 1 — Locais de
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A maioria dos génercs ocorreu com frequéncias mais altas na primavera, resultado
nio condizente com © obtide am Belo Horizonte (5), S3o Paule (7), Santos (13}, ci-
dades em que a concentracdo maior de funges ocorre no invernc e &m Curitiba (8) no
verso. Nossos resultados mostraram que o aumento da frequéncia da maioria dos gene-
ros de fungos ceincidiu, no pericdo de chservacoes, com o aumento da velocidade do
vento, no invernc (Tabelas 3 e 4). No entanto, conforme Faria (5), a concentragio
de esporos na atmosfera varia de acordo can diferentes fatores, tais camo: elevacéo
da press3o atmosferica, evaporacdc, e velocidade do vento, e cam a diminuicdo de
temperatura, wunidade relativa e precipitacio. Gambale (6} encontrou acdo diferente
dos fatores climaticos, scbre um mesmo fungo, em diferentes periodos do dia. Chamou
atencdo para o fato de que a agdo desses fatores deve-se i resultante das agles,
sobre cada génerc existente num ecossistema, sugerindo as causas pelas contradicdes
chservadas entre inimercs pesquisadores.

0 nimere de colonias de fungos foi maior nos locais das zonas Norte e Oeste, de
peciena densidade demografica e menor nas zZonas leste e Sul, urbanas, de maior den-
sidade demogriafica. Os ventos atingem a cidade pelo flanco NO (Fig. 1), onde se si-
tuam os locais com maicr nmero de fungos.

Na Tabela 5 verifica-se que em Presidente Prudente, & semelhanga de cutras cida-
des brasileiras, ocorre em maior frequéncia os "dominantes universais” (13). Apre-
senta, ainda, em alta frequéncia, alguns fuUngos que nNao ocorreram nas outras cida~
des brasileiras: Monascus, Neurospora, Trichotecium e Cryptoccccus.

Dentre essas cidades brasileiras, observa-se que Sao Paulo e Belo Horizonte apre-
sentam semelhancgas entre si e con Presidente Prudente, quanto & microbiota anemofi-
la, fato que para as duas primeiras, segundo Gambale (7) pode estar relacionado can
semelhancas ambientais. No eptanto, qualguer afirmacdo neste sentido, carege no mo—
mento, de dados estatisticos significativos, ainda ndo disponiveis na literatura

O presente trabalho demonstrou ainda, a acorréncia do género Alternaria, fimgo de
importancia alergolégica, considerado até ha pouco tempo ausente no Brasil. FEsse
funge foi isolado em Presidénte Prudente, em todos os locais estudados, assim como
em todas as &pocas sazZonais.
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Tabela 4 - Media sazonal dos fatores
climaticos na cidade de Presidente

Primwera Verdk | Ouboxe Invemo

Prudente, obtidas junto a Estacao Pres. Ber. /By 727,86 72,6 21,9 73,3
Meteoroldgica do IPEA, no pericdo de Insol. Har. aBrinos/h 1,8 20,7 1,8 2,7
maio/1982 a abril/1983 Precipitacio m %,0  140,0 65,9 30,0
tmid. Rel. 2 #0,7 81,4 83,5 80,6
Velec. do vento  Rm/h 3,3 2,2 3,1 2,8

Temperatura o 22,4 24,6 18,0 18,6

Tabela 5 — Fungos anemofiw
los com frequencia acima  cEero
de 10%Z, isolados em diver-

PP RE 23 = EE RT BS PI PA CR

sas cidades brasileiras Cladosporium 74,3 20,8 64,8 90,3 17,5 15,06 48,8 50,0 -~ 32,9
(expressas em 2). Aspergtiius 55,8 58,9 23,3 56,6 63,8 10,0 23,7 43,7 d6,6 43,4
Simbolos: PP = Presidente ms:‘sw_ .z - - - - - - - T -
Prudente (presente traba-  oooocodnm 3.2 10,8 19,9 31 - - B - - "
lho); RE = Recife (11); §p  Lowwwem %/ - - - - - - - - -
b Pusariun 26,9 19,6 .0 24,7 4,5 - 17,4 - - -

= Sao Paulo {(7); BH = Belo i
; L opus 8,9 - - - - - 10t 18t - 10,5
Horizonte (5)5 BE = Belém  pnigerm #4 - 12 - 10 - . N _ ;
(4); RI = Rio de Janeiro  pogeomia 24 - 8,9 220 - 10,0 - 12,5 - 14,5
(10)}; BS = Baixada Santis- Candida 20,5 30,6 14,7 16.7 _ _ - w2 = _
ta (15}; PI = Piracicaba  peasisiim 17,9 41,4 41,7 6,7 36,6 20,0 S,2 623 - 431
(14); PA = Porto Alegre Musor 17,3 _ - - 2,9 _ - - - _
(9); CR = Curitiba (8) Alternaria 16,8 - 17,0 2,1 = - - - - 10,9
Bptlcooeum 16,0 - 51,7 31,0 - - 23,7 - - 14,5
Phoma 13,5 19,4 17,7 29,7 - - - - - _
Prichotectum 10,2 - - - - - - - - -
Curoutaria 10,2 189% - 33,3 §8,3 - 10,5 - - -

Cryptococeus 16,2 - - - - - - - - -

A coleta dos fimgos foi feita, através de exposicdo ao ar de placas de Petri com
dgar Sabouraud, em seis locais da cidade (Fig. 1): iMusen (zona urbana industrial):
Jardim Bongiovani (zona wurbana); Parque Cedral (zona uwrbanc-rural); Jardim Brasilia
(zona urbano-industrial); Centro e Jardim Aviacio (zona urbama).

As placas foram expostas 15 minutos, a cada 15 dias, em todos os locais, &s 9 ho-
ras e a 1,20 retxos de altura do solo, durante o pericdo entre maio de 1982 e abril
de 1983. Apos as exposigdes, as mesmas foram incubadas a 279C, durante 4 dias, e as
coldnias crescidas, contadas e isoladas. A identificacio dos fimgos foi feita atra-
vés de metodologia pertinente (1, 2, 3).

Resil tados

Através de 156 exposicdes foram isolados 29 géneros de fungos e um conjunto de
formas ndo esporuladas, agrupadas como Mycelia sterilia, cujas frequenciags encon—
tram-se na Tabela 1. Desses fingos, os de frequéncia acima de 10% foram isolados
pratlcamente en todas as &pocas sazonais e em todos os locais, sendo Cladosporium ©
género mais frequente {Fig. 2}. Major nimerc total de coldnias verificol-se no Mi—
seu, sequido em ordem decrescente por: Jardim Bongiovani, Pargue Cedral, Jardim
Bras:.lla, Centro e Jardim Aviaczo (Tabela 2}.

Os géneros Aspergillus, Rhodotorula, Penicillium e EBpicoccwn atingiram maiores
frequéncias no inverno; f/or?ascus, Aureobaszdwm Newrospora, Rhizopus, Trichoderma,
Altermaria, FPhoma e Mycelia steriiia na primavera; Fusarium, Candida, Mucor e Trio
choteciuwn N Verao e scmente (ryptogoccus no cutono {(Tabela 3)
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Figura 2 — Variacdo sazonal: fungos com frequencia acima de 107.

Simbolos: 1 = Cladosporium; 2 = Aspergillus; 3 = Monascus; 4 = Aureo-
bastdium; 5 = Neurospora; & = Fusarium; 7 = Rhizopus; 8 = Irichoder-
ma; 9 = Rhodotorula; 10 = Candida; 11 = Penietllium; 12 = Mucor; 13 =

Alternaria; 14 = Epicoccum; 15 = Phoma; 16 = Trichoteciwn; 17 = Cur-
vularia; 18 = Cryptococcus
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SummAry

Human mononuclear and polymorphonuclear cells were tested for
their ability to kill promastigote forms of Leishmania
donovani in an antibody-dependent system. The parasite
killing was measured by the release of incorporated
|3H1—uridine. Neutrophils and eosinophils were the main cell
populations responsable for isotope release from the
parasite. Both of them were effective at a very low
effector/target cell ratio.

Resumo

Lise celular dependente de anticorpos de Leishmania donoveni
per celulas de sangue humano periférico

Células mononucleares e polimorfonucleares, obtidas de sangue
humano, foram testadas quanto a capacidade de destruir formas
promastigotas de Leishmania donovani, num sistema dependente
de anticorpos. A morte do parasita fol verificada pela libe-
racio de |3Bi-uridina previamente incorporada. Neutrofilos e
eosinofilos foram as principais populagdes celulares respon—
saveis pelo processo, sendo eficazes, inclusive, quande em—
pregadas em baixa relagdc célula efetora/céiula alve.

Introduction

The protozoa of the genus Leishmania are responsable for visceral (Kala-azar),
cutaneous and mucocutanecus disease in humans. The immune response is invariably
altered. Infection by the viscerctropic leishmanias (lLedshmania donovant) evckes
specific antibodies (14) and elevated levels of total immmoglobulins (8), whereas
delayved hypersensitivity reaction to Leishmenia antigens is always absent (6, 13).
In contrast, dermotropic leishmanias (L. brasiliensis brasiiiensis and L. mewicana
amazonensie) stimulate a strong delayed Thypersensitivity and the serum
immmoglcbulin  concentration is normal. Specific anti-leishmania antibodies may or
may not be demonstrated.

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 16{1):15-20, Jan./Mar. 1985.
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Antibody—dependent cellular cytotoxicity (ADXXC) as a possible mean of dJdefense
against metazoa and protozoa has been described in models using Sehistosoma mansont
and  Trypancssoma cruzi as target organisms (2, 12, 21)}. Human polymorphonuclear
cells were shown to be responsible for the killing of T. cyuzi epimastigotes (12,
18) and bloodstream forms (19) in the presence of specific antisera or of the
lectin Concanavalin A {Madeira & col., unpublished data). ADCC by eosinophils has
been described for schistosemula in humens (3, 4) and for 7. eruzi in rats (21). Im
mice both eosinophils and neutrophils were more efficient than mouse spleen cells
in mediating ADCC against bloodstream forms of 7. cruzi (i1, 17).

In this paper, we study the lysis of L. domovani and L. mexicana amazonensis by
wman peripheral blood c¢ell subpopulations in the presence of antibody. The main
cytotoxic activity was found in the polymorphonuclear neutrophil and eosinophil
fractions.

Material and Methods
Target cells - Promastigotes of L. donovani {(Ld-18) and L. mewicana amasonensis
(B-21) were grown at 269C in modified of liver infusion tryptose (LIT) medimm (11)
supplemented with 10% fetal calf serum and containing 10ugCi/ml of |°H|-uridine
{5,6-]3H[—uridine; 36.8 Ci/mmol; New England Muclear Corp., Boston, Mass.) (22).
After 6 days of incubation the parasites were washed 4 times in RPMI 1640 medium
plus 0,5% bovine serum albumin (BSA fraction V, Sigma Chem. Co., St. Iouis, Mo.)
ag;{l ressuspended to a final concentration of 2 x 10° forms per ml. The natwre of
|H|-1abelled materials released from the leishmanias was investigated by enzymatic
degradation and chramatography. The paresites were disrupted by freezing and
thawing in phosphate huffered saline (PBS) and centrifuged at 1000 x g. The
supernatant was divided in three aliquots. One of them was tveated with RNBse type
I-A  (Sigma) for 30 minutes at 369C and to another e an excess of free
|38 |~uridine was added. The three samples were analysed by chromatography on a
Sephadex G-25 column (Phavmacia, Uppsala, Sweden).

Fignre 1 — Chromatography on Sephadex Pigure 2 - Serum titration curves at an
6~25 of I3K§—labe11ed material from L. effector (PBL) target ratic of 5:1.
donovani disrupted by  freezing and Symbols: —— and —— = immune sera; —.—
thawing., = mnormal rabbit serum. The spontaneous
Symbols: --~ = Supernatant; —..— = refgease has been substracted Ffrom all
Supernatant plus free 3H}—uridine; ——  experimental values
= RNAse-treated supernatant
40
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Figare 3 ~ Titration curve of effector
cells (PBL).

Symbols: — = immune; ——- = normal serum .0
dilution of 10~%, The spontaneous release
has been substracted from all
experimental values
30
Table 1 — Cytotoxicity of human normal w
leukocytes to  promastigotes of L. 2
donovant. , g
Symbols: *# = PBL contained 4% w 20
eosinophils, 61% neutrophils, 33Z% 2
lymphocytes, 27 monocytes im Exp. 1; 22 2
eosinophils, 647 neutrophils, 29% N
lymphocytes, 57 monocytes in Exp. 2 and
4%  eosinophils, 717 neutrophils, 227
lymphocytes, 3% monccytes in Exp. 3. PME
contained 77 eosinophils, 897 el o - —
neutrophils, 3% lymphocytes, 1% monocy;g; EFFECTOR/ TARGET RATIO
in  Exp. 13 47 eosinophils, Z
neutrephils, 6% lymphocytes, 2% monocytes
in Exp. 2 and 127 eosinophils, 83%
neutrophils, 5% lymphoeytes in Exp. 3.
NEU had 100% neutrophils. MC contained 5%
neutrophils, 907% lymphocytes, 5% % Isotope release
monccytes im Exp. 1; 8% neutrophils, 88% mcfalﬁm. Tomme serun Normal serum
lymphocytes, 47 monocytes in Exp. 3. The Bl B2 Be.d Bed B2 Bed
MCFe populations had 100% lymphocytes in PEL. 46 53 - 43 25 2 23
Exp. 1 and 2, and 99% lymphocytes in Exp. o a x it = 2 =
3. %% = 7 of isotope released from M 34 S{ - 48 24 % 20
labelled parasites in the absence of eolvt 18 a I s 32 a
effector cells, with immune or normal
sera

Effector ce?,1§—Hmrm bleed leukocytes (PBL) fram heaithy adult donors were cbtained
fram heparinized (Roche Iab.) peripheral blood, by dextran sedimentation (m.w.
200.000; sSigma) and fractioned into mononuclear (MC) and polimorphonuclear (PMN)
cells by Ficoll-Hypague density gradient sedimentation (1, 12).

] The MC fraction was further purified by treatment with 100ug per ml of carbonyl
iron {GAF Corp. New York, H.Y.) for 15 min at 37¢C (M Fe). The cells were imnmersed

in an ice bath for 5 min and the iron-containing cells were eliminated by means of
a magnet.

In order to cbtain a sufficient amount of eosinophils to be used as effector
cells, individuals with high peripheral blood eosinophil rate were selected. One of
them was a seeningly healthy individual from the laboratory personnel. The other
two ones were patients recovering from post-traumatic encephalitis and snake bite,
respectively. The eosinophils were cbtained from the PMN fraction resuspended in
RPMI 1640 containing 0.15 gelatin and 30mg/ml of DNase (DN-25, Sigma) by
centrifugation over discontinuous 18, 21, 23, 25% metrizamide gradient (grade I,
Sigma) at 1200 x g for 45 min. The metrizamide gradient procedure was also used to
parify neutrophils from normal blocd.

All cell fractions were washed 3 times in RPMI 1640 supplemented with 15mM  Hepes
{-2-hydroxyethil piperazine-N'~2-ethanesulfonic acid; Sigma), 0.5% BSA, Penicillin
G (100 units/ml)} and streptamycin {100ug/ml) , resuspended and cownted. Cell
v%ability was assessed by trypan blue exclusion and only subpopulations with
viability grecver than 96% were used. The purity of these cell populations was
analysed by morphology after Giemsa stain. '
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Antiserg - Antisera were obtained from rabbits immmized with pramastigotes of I,
donovani in complete Freund's adjuvant and tested by direct agglutination with and
without 2-mercaptoethanol. Normal rabbit serum (NRS) was used as control. All sera
were heat inactivated, menbrane filtered {Millipore Corp., Bedford, Mass.) and
stored at -40°C.

dssay system — The assay system has already been described (12). Briefly, 100ul of
a suspension of [3H|-urid:ine labelled parasites (2 x 10° organisms), 100ul of
diluted serum and 100ul of an appropriate concentration of effector cells were
incubated for 4 hours at 379C. After centrifugation at 400 x g for 10 minutes,
200mt of supernatant were collected and counted in a Tiquid Scintilation Comter
(Beckinan IS-250, Beckman ILab, Instruments Inc.). The total isotope release was
cbtained by lysis of 2 x 10° parasites with Triton X-100 (Sigma). The spontanecus
release was given by a mixture of 7. eruzi with medium and was subtracted fram all
data presented. The percentage of isotope release was calculated as described (21).

Results

Labeling of Leishmania donovani with f3HI—urid:Ine was analysed by < tography -
oo Sephadex G-25. The elution profile is shown in Figure 1. The | H|-labelled
material released from the leishmanias displayed three peaks: a major peak which
represents molecules excluded from the colum (using blue dextran as marker) ; a
central and a minor peak. In order to define the peak given by free ]3H|—urid:i.ne,
we added an excess of this radio-labelled material to the supernatant released from
the labelled leishmania and ran the chramatography using the previous colum. Free
|3H]-uridine was eluted as the most retarded peak (Figure 1). Next we ran the RAse
treated supernatant. The previous first peak, which corresponds  to molecules
excluded fram the colum was no longer seen. In contrast, the radicactivity was
rostly concentrated in the second peak which corresponds to the products of Riase
-degradation, namely, nuwlectides. Therefore we could conclude  that the
|| -1abelled material released from I. donovani is native RNA, thus implying cell
lysis. : :

Cytotoxicity of PBL for leishmania cells was investigated using rabbit anti-i.
donovant sera. Figure 2 shows the results cbtained at a 5:1 effector/target cell
ratic ror two different antisera. It is clear that the cytotoxic effect of PEL for
L. donovani was highly enhanced hy the specific antisera when capared with
pre-immume sera. Similar results were cbtained for L. mexicana amasonensis (data
not shown) . .

Figure 3 shows the titration curve of the effector cell using a serum dilution of
10-°. The best cytotoxic effect was achieved with a broad range of effector/target
cell ratios varying fram 5,5:1.0 to 0.7:1.0. In contrast, NRS was unable to enhance
cell cytotoxic campared to mediun. The "prozone"-like effect cbhserved with the
antiserum is apparently a common phencmenon in cytotoxicity when the target cells
are protozoa {12).

Table 2 -  Cytotoxicity of eosinophils from -
eosinophilic  patients to promastigotes of L. ien * T Legtope Eﬂﬁfe
donovant. ) . ) Br.1 Bp.2  Bp.l  Exp.?
Symbols: * = PBL contained 422 eosinophils, 137 PEL o5 54 5 ™

i 7 4 1 . a3 57 55 32 30
neutrophils, 467 lymphocytes, 17 monocytes im Exp. 1 - s 2 E

and 37% eosinophils, 18% neutrophils, 437
lymphocytes, 27 mondcytes in Exp. 2. EOS contained
100% eosinophils in Exp., 1 and 922 eosinophils, 7%
neutrophils, 1% lymphocytes im Bxp., 2; #*%* = I of
isotope released from labelled parasites in the
absence of effector cells, with immune or normal
sera
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Tn order to characterize the effector cells involved in the killing of L.
donovani, the cell populations were assayed separately at an effector/target cell
vatio of 5:1. Table 1 shows that MC and PMN cells in a higher extension were
effective in releasing |3H|-lakelled RVA from parasites. The MC were invariably
contaminated with less than 10% of gramalocytes. The PMN population contained less
than 8% of M cells. The MFe, depleted from iron—containing cells, were no more
capable of inducing isotope release fram labelled parasites.

Two typical experiments using eosinophils fram hipereosinophilic patients are
presented in Table 2. It was cbsexrved invariably a high 1lytic activity by
eosinophils at an effector/target ratio of 2:1.

Dj -

The results presented in this peper show that the killing of L. domovani can be
studied by using |3H|-uridine which is incorporated in to RNA as a label for the
target cell.

The consistent presence of a high lytic activity in the PMN fraction suggests
that the cytotoxicity to L. donovani and L. mexicana amazonensis is associated with
the presence o f gramulocyte rather than monomuclear cells, as has been shown for
other parasites (2, 11, 12, 24). The activity of these cells was further stwdlied
both with neutrophil-rich populations, sometimes coampletely depleted of
eosinophils, and with eocsinophils preparations. Both cell populations mediated the
killing of antibody coated parasites. The significant isotope release observed with
the MC population can be due to granulocytic contamination, since the iron—depleted
lyrphocytes did not operate arymore. The possibility that carbonyl iron damages the
lymphocytes seems not +to be the case (12, 15, 16) with antibody-dependent
phencmena, Human monocyte—derived macrophages can phagocytize promastigotes but
instead of lysis they allow the conversion of pramastigotes to an amastigote-like
state and support intracellular multiplication {19).

The efficiency of neutrophils, monocytes and eosinophils in the phagocytosis of
L. donovani without cpsonization (7) is in keeping with the small lytic activity
chserved with these cells in absence of immune sexnm.

Tt is possible that our results can be atributed to an increased intracellular
destruction of parasites in the presence of antibody as previous described for T.
orugi (20, 23). Although L. donovani is an obligate intracellular parasit we camnot
in our experiments eliminate the possibility of an extracellular killing of
parasites.
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Resuam

Trezentas e vinte & trés amostras de Escherichia coli, isola-
das de suinos com diarréia em Porto Alegre, RS, pertencentes
aos sorogrupos 08, 09, 010, 035, 045, 064, 0108, 0113, 0119,
0138, 0139, G141, 0147, 0149 e 0157, considerados enteropato—
geénicos para suinos, foram examinadas gquanto a presenca de
fatores de virulsncia. A enterotoxiua termolabil (LT) foi de-
tectada atraves do teste de imunohemdlise passiva em 56 amos-
tras (17,3%), principalmente nos sorogrupos 08 e 0149, gue
totalizaram 52 amostras (92.85%) das 56 LT, Amostras perten-
centes aos sorogrupos 035, 0141 e 0157 também produziram LT,
a0 passo que as amostras pertencentes aos demais SOTOgrupos
nio produziram esta enterotoxina. & enterotoxina termoesta-
vel, detectavel pelo teste do camundongo recem-nascido,
(STa), foi encontrada em 33 (10,2%) amostras pertencentes aos
sorogrupcs 09, 064, 0138, 0141 e 0149. Entre as 122 amostras
STa~, examinadas para a detecgao  de enterotoxina
termoestavel, pelo teste de alga ligada de leitac de 6
semanas, (STh), 31 (25,47) foram positivas e pertenceram aos
sorogrupos 035, 064, 0108, 0113, 0119, 0139, 0149 e 0137. Ao
que se sabe, & a primeira vez que se relata no Brasil a pro-
ducic de STb por amostras de E. ¢oli de origem suina. Quanto
as provas de microhemagiutinacdo manose-resistente com hema-~
cias de cobaia & cavalo, para a detecgdo dos antigenos K88 e
K99, respectivamente, ObSeTVOu—S$2 uma frequéncia maior de po-
sitividade entre as amostras LTY. A presenga do antigenc
987P, tambem relatado pela primeira vez em nosso pais, foi
detectade sorologicamente em 12 (8,75%) das 137 amostras exa-—
minadas.
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SurETry

Virulence  factors present in  strains of poreine
enteropathogenic Escherichia coli isolated in Brasil

Three-hundred and twenty-three strains of FEscherichia ocols,
isolated from pigs with diarrhea in Porto Alegre, RS, Brazii,
belonging to serogroups 08, 09, 010, 035, 045, 064, 0108,
0115, G119, 0138, 0139, 0141, 0147, 0149 and 0157, considered
as enteropathogenic for swine, were examined for the presence
of wirulence factors. Thermolabile enterotoxin {LT), as
detected by the passive immunehemolysis test was found in 56
(17.3%) strains. Fifty-two (92.857) out of the 56 LTT straing
were serogrouped as 08 and 0149. Strains belonging to
serogroups 035, 0141 and 0157 produced also LT whereas
strains from the remaining serogroups were LT—. Thermostable
enterotoxin, as detected by the infant mouse test (STa), was
found in 33 (10.2%) strains belonging to serogroups 09, 064,
0138, 0139, 0141 and 0149, Among 122 STa™ strains examined
for the detection of thermostable enterotoxin by the b6-weeks
old ileal loop pig assay {STb), 31 (25.4%) were positive and
belonged to sercgroup 035, 064, 0108, 0115, 0119, 0139, 0149
and 0157. As far as we know this is the first report on the
production of STh by poxcine E. coli strains in Brazil. With
regard to the mannose-resistant microhemagglutination test,
carried out with guinea~pig and horse red blood cells, for
the detection of K88 and K399 antigens, respectively, a higher
frequency of positive tests were observed among LT' strains.
The presence of 987P antigen, reported by the first time 1in
our country, was detected serologically in 12 (8.75%) strains
out of 137 examined,

Trntrodugac

Nas amostras de Escherichia coli, enteropatogénicas para suinos (ECEPS), via de
regra sd3o detectados fatores de viruléncia, representados pela producio de antero—
toxinas e presenca de antigenos de aderdncia, As enterotoxinas podem ser de dois
tipos: 1) termoldbil (LT}, de natureza proteica, ndo dializdvel, alto pesoc moleci—
lar, immogénica e muito samelhante i enterotoxina produzida por Vibrio cholerae
(5, 11, 12, 26); 2} termoestivel, de natureza peptidica, baixo peso molecular, dia~
lizdvel, reconhecendo-se relo menos duas variedades: a) 5Ta, soliwel em metanol,
detectavel pelo teste do cammndongo recém-nascido; $Tb, insolivel em metanol, de-
tectavel pelo teste de alga ligada de intestino de porco de 5 a 7 semanas, mas ina—
tiva no teste do cammdongo rec&mnascido (1, 6, 9, 11, 13, 17, 22, 27.

Os fatores de colonizago, presentes nas amostras de ECEPS, s&c o K88, K99 e
987p. Destes, os dois primeiros sdo dotados de atividade hemagiutinante manose-re-
sistente, respectivamente para hemicias de cobaia e de cavalo (15, 16, 18). O anti-
geno 987P ndo & hemaglutinante e, ao contrdrio de K838 e K99, niio & coodificado por
plasmidios (14, 18, 19).

_Enbora existam varios twabalhos relativos 3 distribuicdo destes fatores de viru-
lencia, em amstras de ECEPS, isoladas em outros paises {11, 13, 16, 18, 19, 22,
23, 24, 27), ao se consultar a literatura nacional sobre o assunto, verifica—ce que
apenas Simbes & ool. (21) relatam a ocorréncia da producao de enterotoxinas IT e
STa, bem camw a presenca dos antigenos de ader@ncia K88 e K99, em amostras de
ECEPS, isoladas de suinos com diarvéia, As amostras enterctoxigenicas encontradas
foram posteriommente identificadas, sorologicamente, tendo-ge verificado que algu-
mas delas nac se enquadravam no grupo das ECEPS, descritas por Sojka (24).
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Tabela 1 ~ Distribuicde da produczo de enterotoxinas
LT, STz e STh, em sorogrupos de ECEPSE.

Simbolos: a = Escherichia coli entercpatogenica para
suines; b = Numerc de amostras produtoras de entero-
toxina LT em relacdo ac numero total de amostxas
examinadas dentro de cada sorogrupo; ¢ = Numero de
amostras produtoras de enterotoxina 5Ta em relagao
ao numero total de amostras examinadas dentro de ca-
da sorogrupc; 4 = Nimero de amostras produtoras da
enterotoxina STb em relagde ac mumero total de amos-
tras examinadas dentro de cada sorogrupo; e = Amos—
tras n3o examinadas pele teste de alg¢a ligada de
porco; £ = As 4 amostras apresentaram o perfil LTt
sTat STbRt:; g = As 11 amostras apresentaram o perfil
LT+ STa™ STbY; h = Uma das amostras apresentou o
perfil LTt sTa” STH*

Total Eominade® Total Bxaminado® Total Baminadod Total de amostras

o {¢) STt (5 ST+ £8) positivas
08 16/22 {72,7%) 0/22 (0%} e 6

a3 0/ (0%) 18 (12,5%) 9/7 10%) 1
03s 1/1% {5,2%) 0/19 (08 2/16 (12,5%) 3
064 0/6 (0% 2/6  {33,3%) 1/3 133,38 3
0108 0/27 (0%) 0/27 10%) 2/18 (11,18 2
6115 0/3  (0%) 0/3  (0%) 1/3 (33,38} 1
o11s 0/11 (08) 0/11 (0%} 3/8  {37,5%) 3
0138 0/64 (0%} 13/64 (20,3%) NF - ' 13
0139 0/12 (0% 1712 (8,38} 3/10 {30,0%) 4
o1 1776 {1,3%) 12/76 (15,7%) W - 13
0149 36/38 194,7%) 1738% (10,58%) 11/348(32,3%} 36
0157 2/25 18,0 0/25 (0%} 8/23%(37,7%) 9
Total 56/323(17,33%)  33/323(30,M%)  31/122{25,40%) 104

No presente estudo, houve uma inversao da metodologia, isto &, amostras de E. co-
17, iscladas de suinos cam diarréia, foram inicialmente identificadas sorelogica~
mente (24), procedendo-se, posteriormente, a pesquisa dos fatores de viruléncia,
nas amostras classificadas como HCEPS. Por cutro lado, a pesquisa da producdo de
enterotoxina SThb, bem como do antigeno de aderéncia 987P ndo havia sido feita ante-
riormente en amostras de ECEPS, isoladas no Brasil.

Material e Metodos

dmostres — Foram examinadas 323 amostras de Escherichia coli, isoladas de suinos
com diarréia, em Porto Alegre, RS, entre setembro de 1979 e wmargo de 1981. Todas as
amostras foram classificadas, sorologicamente, de acordo cam esquena proposto por
Sojka (24), sendo enquadradas DOS SOICGIUROS oonsiderados enteropatogénicos para
suinos.

Caro controles positivos da produgao de enterotoxina LT e STa, foram utilizadas,
respectivemente, aseamostras de E. eoli 40T, sorotipo 078:H12 (L.R. Trabulsi, Esco-
1a Paulista de Medicina, S3o Paulo SP, Brasil) e E. coli 3, sorotipo 0128ac:H21
(25), isolado de um caso de diarréia em Campinas. Camwo controle positivo para a
producio de Sth, _foi usada a amostra de E. eoli 1790 {H.W. Moon, National Animal
Disease Lab., Amwes, Iowa, USA). Caw controle negativo, ndo enteropatogénico, foi
usada a amostra de E. colf K12/711 (Nal), (W.X. Maas, University of New York, Usa).
Na obtencio de antiscros especificos contra os antigenos de aderéncia, foram utili-
zadas, a saber: a) Para o preparc do antisoro K88 - Amostra O-:K88ac:H68 (P.AM.
Guinée, Rijks Institut voor de Volksgezondheid, Bilthoven, Netherlards); b) Para o
preparo do antisorc K99 - Bmostras K12/711 pro, his, trip, fen; K99t e XK12:99 -
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(N.P. Silva, Escola Paulista de Medicina, Sio Paulo SP, Brasil); ¢) Para o preparo
do antisoro 987P - Mmostras 1592, sorogrupo 09:K103:987P% e sua variante 987p~
(H.W. Moon, National Animal Disease Laboratory, Ames, Towa, USA).

Todas as amostras foram mantidas em meio de Ligniéres, a temperatura ambiente, e
a —70°C, em meio de infusio de cérebro e coraco (BHI, Difco, Laboratories) adicio-
nando-se 15% de glicerina, apds o cultivo (7).

Prgparc das enterotoxinas - Para a detecgdo das enterctoxinas LT, STa e STb, foram
utilizados os scbrenadantes de culturas em meio de "Casamino-Acids-Yeast—Extract
(CAYE)" (7}, incubadas a 379C, durante 24hs, em estufa cam agitacdo {(150zpm}. Os
scbrenadantes, a serem utilizados na pesquisa de enterotoxina IT, foram cbtidos de
culturas processadas da maneira descrita acima, exceto que, antes da centrifugacao,
ao cultivo @e cada amostra foi adicionado Tml de polimixina B, Qiluida em tampdo
fosfato 0,04M, gH 6.7, na concentracio final de 0.22mg da droga por ml de meio. As
culturas foram entiic reincubadas a 379C, com agitagdo, por 715 minutos adicionais
para, em seguida, serem centrifugadas a 5000rpm, por 30 minutos.

Detecpao das enterotominags LT, 8Ta e 5Th - O teste da immohemdlise passiva {(IHP),
para & detecgdo de enterotoxina IT, foi realizado de acordo oo O descrito por Se-
rafim & col. (20), com as medificactes propostas por Castro & col. (4), que consis—
tiram, basicamente, em se utilizar canc diluente nessa reagdo, ao invés de tampdo
fosfato (0,04, pH 6,7}, recamendado na técnica original, o tampao veronal, adicio—
nado de ions cdlcio e magnésio.

A pesquisa ‘da enterctoxina STa foi feita através da técnica do cammdonge re—
cém-nascido (6, 17). Foram considerados camo positivos valores iguais cu superiores
a 0,085, para a relacdo peso dos intestinos sobre peso das carcacas dos cammndongos
inoculados, com uma determinada preparacac. Para a pesquisa de enterotoxina STh,
foi utilizado o métode da alga ligada do intestino de porco (ALIP) de 6 semanas
(13}, om ligeiras modificacdes, sendo que apenas amostras STe™ foram examinadas
por esta técnica. leitdes, de 6 semanas, da raca Landrace, foram mantidos em jejun
24hs antes da cperacdo, fornecendo—se apenas agua "ad libitum", Apds tricotama da
pele da parede abdaminal, os animais foram anestesiados, por inalagdo com  &ter,
procedendo-se, em seguida, & assepsia, com mertiolato (tintura 1:10.000) da regiso,
realizando-se ‘a laparatomia, ac longo da linha alba. ApGs a exposigdo do intesting
delgado, este foi lavade intra-lmminalmente com solugio fisiologica estéril, ligei-
Famente agquecida, esvaziando-se o conteldo fecal com cuidado. Realizou-se, am se-
guida a ligadura das algas intestinais, da parte anterior do intestino delgado. Pa-
ra cada animal foi feito wm total de 15 a 17 alcas de 10cm, nas quais foram inocu—
lados 2ml de sobrenadante de cultura por alga. Na técnica original (13), o volume
de scbrenadante, injetado por alga, fol cinco vezes superior, ou seja, para uma al-
¢a de 1t0cm, foi utilizado um infculo de 10ml de sobrenadante. Dezesseis horas apds
& incculacao os animais foram eletrocutados com uma corrente de 220 volts e as  al-
¢as examinadas para a presenca de dilatagdo, calculando-se, para cada alca, a rela—
cao volure de liguido acumulado (ml) vor corprinento de alca (om). Com base ros re—
sultados medios, obtides com controles rositivos e negativos, valores iguais ou su-
periores a 0,7 foram considerados positivos. Para cada sobrenadante em exame, 0s
ensaios foram realizados em tr8s andmais.

Detecodo de fatores de colonizagdc — Para a detecgdo do antigeno K88, as ampstras
de E. coli foram cultivadas em &gar glicose fosfatado (15). Culturas a serem exami-
nadas, uanto a presenca do antigeno K99, foram semeadas em meio de Minca (10) e
agquelas a serem testadas quanto 3 presenca do antigeno 987P, foram cultivadas em
&dgar sangue (19). Todos os meios foram incubados a 37°C, por 24hs. Cam suspensdes
bacterianas padronizadas (15), preparzdas a partir dos cultivos realizades camo
descrito acima, foram feitas provas de microhemagiutinacdo manose-resistente (MHAMR)
{15, 21}, utilizando-se, para tal, hemdcias de cobaia e de cavalo, respectivamente,
para a pesquisa presuntiva do antigenos X838 e X99 (15, 1g). Posteriomente, as
amostras hemaglutinantes foram examinadas através de provas de sorcaglutinacio em
lamina, com antisoros especificos para os antigenos K88 e K99, preparados conforme
desCrito por Simdes & col. (21). A pesquisa de amostxas de £ cols portadoras &o
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antigeno 987P, ndo hemaglutinante, realizada entre 137 amostras escolhidas ao acaso
e pertencentes a todos os grupos estudados, foi feita unicamente através de provas
de soro-aglutinacdo em l&mina, cbedecidos os critérios de selecio de c¢oldnias pi-
liadas, recomendados por Nagy & col. (19). Em todos os testes de aglutinacdo em 14—
mina, para a pesquisa destes antigenos de aderéncia, foram incluidos, como contro-
les positivo e negativo das reagfes, suspensGes concentradas de amostras portadoras
e nfo portadoras dos fatores de colonizacio pesquisados, citadas anteriommente e
que também foram usados no prepare dos antisoros especificos (21).

Tabela 2 — Correlacio entre a producao de enterotoxinas (LT, STa efou STh),
provas de microhemaglutinacdo manose-resistente e a presenga de antigenos de
aderencia K88 e K99 ‘identificados através de provas de soroaglutinagao em 13-
mina.

Simbolos: a = STbBL amostras nio testadas no teste de alga ligada de porce; b
= Porcentagem de amostras positivas nos testes de MHMR, realizados com. hema-
cias de cobaia e cavalo, em relagcao ac n? total de amostras examinadas; ¢ = Os
nGmeros’ entre parénteses representam amostras que reagiram na prova de soroa-
glutinacdo em lamina com antisoro especifico anti-K88, dentre aquelas que
aglutinaram com hemécias de cobaia. d = 0s numeros entre parenteses represen-
tam amostras  que reagiram ma prova de soroaglutinacao em l3mina com antisoro
especifico anti-K99, dentre aquelas que aglutinaram com hemacias de cavalo

Hmerc de amostras MEMR Nimero total de amostras Total
Tt L

Perfil enterc- + 3 PR e . +, o oty -, 2 e NP +/D9 % d8 amOS—

TgEnico STatSTNE®  STa"sTht STaSTONE SraTSIET  STatSIMY SETST STaTSTHRS STaSIN : b
Microchemagiv—
cinagio cam:
Hew. cobaia 376 (S 910 (31, 13720 (1) 12/22 16)  2/2% (1) S/ 22/150(6) 11/65 (3} TI/321(27) 23,98
Hem. cavalo 0/4 5710 (¥4 3720 (1) 2722 (1) 0/29 1/23 (0) 47150031} 1/65 (0} 18/32144) 5,60
Fesultados

Produgdo de enterotowing — Bs amostras enguadradas nos SOrOJYULOS 010 (trgs amos~
tras): 045 {(oito amostras) e 0147 (uma amostra) ndo produziram nenhuma das entero-
toxinas pesquisadas {dados nic mostrados em tabela) . Na Tabela 1, encontram-se re-
presentados, para cada SOrogrupo, o nimero de amostras de &, coli examinadas em re—
lacdo & produgio de enterctoxina LT, detectivel pele teste da THP. Verifica-se que,
das 323 amostras estudadas, 56 (17,3%) produziram esta toxina, sendo que a maioria
dos resultados rositives esteve incluida entre as amostras dos sorogrupos 08 e
0149, totalizando 52 amostras entevotoxigénicas, que corresponderam a 92,85% das
amostras LT+ de todos os sorogrupos examinados. As cutras quatro amostras {7.15%)
estic incluidas no sorogrupos 035 (uma amostra), 0141 (ma amostral e 0157 {(duas
amostras, nio tendo sido verificada a produg3o desta enterctoxina em amostra de so-
rogripos 09, 064, 0108, 0115, 0119, 0138 e 0139.

A producdo de enterotoxina STa foi detectada em 33 {10,2%) das 323 amostras exa-
minadas (Tabela 1). Percentualmente, a maior parte das amostras STat foi verificada
entre os sorogrupos 064, 0138 e 0141, tendo também sido cbservada a producdo de STa
nos sorogrupos 09 {wea amostra), 0138 (uma amostra) e 0149 (gquatro amostras). Nao
foram encontradas amostras $Ta® entre os sorogrupes 08, 035, 0108, 0115, 0119 e
0157.

Na Tabela 1, encontram-se ainda os resultados do teste de ALYP, utilizado na de-
tecclio da enterotoxina STh. Conforme cyitério previamente estabelecido, de se exa—
minar apenas amostras STa~ foram estudadas 122 amostras, das guais 31 {25,4%) fo-
ram positivas neste teste, cujos valores da reagio volure de liquido/camprimento de
alea (VL/CA) variaram entre 0,76 a 3,5. As amostras St encontradas foram enqua-
dradas nos sorogrupos 035, 064, 0108, 0115, 0118, 0139, 014% e 0157. Na Figura 1, &
mostrado o teste de ALIP, realizadoc com cultwras positivas e negativas para a pro-
dugio de STb.
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Tabelza 3 - Amostras K88+
de ECEP52 que reagiram no
teste de sorcaglutinacido
com antisoro especifico
anti-¥88 e seus respecti-
vos perfis enterotoxigéni-
COo8.,

Simbolos: a = Escherichic
ecli entercpatogénica para

-Iabela 4 — Amostras K99
de ECEPSE que reagiram
no teste de soroagluti-
nagao com antisoro es—
pecifico  anti-K99 e
seus respectivos perfis
enterotoxigénicos

Simbolos: a = Escheri-
ehia coli enteropatoga-—

Tabela 5 — Amostras 987PF
de ECEPS? que reagiram no
teste de sordaglutinacic em
lamina com antisoro especi-
fico anti-987P e seus reg-
pectivos perfis enterotoxi-
génicos.

Simbolos: a = FEscherichia
¢ol?l entoropatogenica para

suinos; * = Os valores en— nica para suinocs suinos; * = Os valores en—
tre parenteses representam - tre parénteses representam
O numero de amostras en— P o numero de amostras dentro
contradas dentrc do res-  Sorognmo examinado  Terthl do respectivo perfil ente-
ective perfil enterctoxi- rotoxigenico
g P 0138 /3 LT sTa~STHRT g
genico
049 3/9 13*9nf¥nb+t
LT*+STa"STe™
LT*STa ST~
Serogrpo ", 2ot Perfi) Sorogrupo k#ﬁ, Pertil
08 7/18 IE*S.'z‘a-S'iﬂ‘E {6) a9 1/2 LI™STa ST
LI sT SRt (1) e
0108 2/7 LI7STa ST (1} girs 3 prrsteTsm
ITShaSTh- (1) a4 748 LT STa ST~ {6)*
0138 2/8 STa~sTHE (2) L STRTSERE )
LT 0149 2/36 LItSTRTSTS (1)
0139 1/8 LISTatsIht (1) LTHSTaTsts™  {1)
0141 2/11 LT sTa STt (2) 0157 17 LTSTaSTEY
0149 13/25  LT'STaSTH (6)
LI*STa*STHRE (1)
LI*STa sIEPt (1)
LT*STa STHY 3
ITSTa"STh™  (2)
Correlagdo entre MEMR e a produgdo dz enterotoxina LT, S8Ta e STh -~ ILevando-se em

consideragiic que: a) ndo nos preccupar em detectar a enterotoxina STh an amostras
gue ja haviam sido positivas no teste do camundongo recéu-nascido, haia vista que
esta rpositividade ji era uma indicaco de enteropatogenicidade e b) nos era imMpos—
sivel tecnicamente, realizar o teste de ALIP em todas as amostras por nos pesquisa-
das, selecicnamos para serem estudados por este feste alqumas amostras que haviam
side negativas para STa e que pertenciam aos sOrogrupos ja descritos na literatura
oo produtores de STb {13, 18}, ou sejam 08, 0%, 064, 0138, 0133, 0141, 0147, 0149
e 0157. Algumas amostras, pertencentes a outros sorogiupes (035, 0108, 0115 e 0119)
ndo descritos ccmo produtores de STb, foram tambén incluidas, para fins camparati-
vos.

Assim sendco, ac examinarmos o perfil de enterotoxigenicidade das amostras estuda—
das, além das possiveis cambinacces entre IT, STa e STk, sio encontrados agrupamnen—
tos de amostras onde aparece a designacio SThnt, relativa as amostras nio examina—
das, pelos critérios ja expostos.

Na Tabela 2, estfo representados os nimesros de amosivas dentro de cada pexfil de
enterctoxigenicidade e os  respectivos resultados chservados nas provas de MHMR,
usando hemicias de cobaia e de cavalo. Podemos verificar que o maior nimerc de teg
tes positivos de MEMR ccorreu cam hetdicias de cobaia, com predoninio de amostras
LT+, ou seja, entre 56 amostras produtoras desta enterotoxina 37 (66,73%) foram po-
sitivas do teste de MHMR. Par cutro lado, nas amostras ndo produtoras de IiF, das
265  examinadas apenas 40 (15,09%) foram capazes de aglutinar hemicias de cobaia na
presenga de D-manose.

Epbora o nimero de testes de MHMR positivos para hemacias de cavalo tenham sido
inferior aoc cbservado com as hemdcias de cobaia, podemos verificar na Tabela 2, que
a frequéncia de provas de MEMR positivas para hemacias de cavalo foi significativa-
mente maior entre as amostras LT, isto &, das 56 amostras com esta caracteristica
10 (17,85%) fovam capazes de aglutinar hemicias de cavalo, ao passo. que apenas 6
{2,26%) das 265 amostras LT mostraram atividade hemaglutinante. '



Ao analisar, agora, na Tabela 2, a
presenca dos antigenos K88 e K993, de-
tectados através de provas de sSOroa-
glutinagio en l8mina, observa-se que
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Figura 1 - Teste de alga ligada de porco
realizado com sobrenadantes de culturas
de Escherichia coli positivas (a) e nega-
tivas (&) para a producao da enterctoxina

nem todas as amostras positivas mwo
teste de MEMR oom hemacia de cobaia
aglutinaram frente ac antisorc Ka8.
Assim  sendo, das 37 amostras Lot
MHMR*, apenas 17 {45,9%) demonstraram
possuir o antigenc K88. Can relacdo s
amostras LT, d&as 40 MBMRY com hewa-
cias de cobaia, 10 (25%) foram K88*.
Das 10 amostras LTY MAMR® com  hemd-
cias de cavalo, trés (30%) aglutinaram
.frente ac antisoro K99, enguanto das
seis amostras LT, apenas wma (16,6%)
aghutinou frente a este antisoro (Ta-
bela 2). Os perfis enterctoxigénicos
das amogtras K88*, identificadas por
provas de sorcaglutinagdo, e respecti-
YOS SOorogrupos a gue pertenceram  en—
contram-se na Tabela 3. A nica amos—
tra K99+, do sorogrupo 0138, apresen—
tou o perfil enterotoxigénico LIT STa~
s, As tr8s amostras K99 do soro-
gripo 0149 apresentaram, respectiva-
mente, og perfis LT+ STa~ STht; LTH
STa~ STHB“ e 1T STa~ STh~ (Tabela 4).
Das 137 amostras escolhidas ao acaso, entre todos os sorogrupos estudados, 12
(8,75%) foram positivas no teste de soroaglutinacio em lamina, para o antigeno
987P, conforme mostra a Tabela 5, onde encontram-se apenas os resultados positivos.
Pode-se verificar que apenas uma das amostras, pertencentes ao sorogrupo 0141, pro-
duziu a enterotoxina STa.

termoestavel STb. As inter alcas, nao
inoculadas estao desigradas pela letra c.

Discussao

Entre os sorogrupes de BCEPS estudados neste trabalho, a producao de enterotoxina
IT foi detectada apenas nos sorogrupos 08, 035, 0141, 0149 e 0157, causando surpre—
sa o fatc de ndo serem encontradas arostras LT nos sorogrupos 0145, 0138 e 0147 ja
relatados anteriormente como produtores desta enterotoxina (2, 21, 22, 23). Con re-
lacio a este aspecte, embora todas as amostras que nos foram enviadas tivessem sido
examinadas, t30 logo quanto possivel, & importante lembrar que, alguns dos ultimos
sorograpos  citados, podem diferir dos anteriores, em especial 08 e 0149, quanto &
maior instabilidade da mamutencdo do plasmidic responsavel pela sintese dessa ente-
rotoxina, & samelhanca do que cocorre com algumas amostras de crigem humana (7).

A producio de enterotoxina Sfa, pelos sorogrupos 09, 064, 0138, 0139, 0147 e 0149
{Tabela 1)}, tem sido relatada por varios autores (17, 18, 23, 27). Nossos resulta-
dos foram semelhantes e, ambora o nGmeros de amostras estudadas, no sorogrupc 064,
tenha sido relativamente pecuenc, este sorogrupo apresentou maior frequéncia (33%)
de amostras STa®, em relacio aos demais sorogrupos, onde a porcentagem de amostras
positivas variou entre 8,3% e 20,3%.

A producio simultdnea de LT e STa tem sido relatada camo freguente em amostras
dos sorogrupos 0141 e 0149 (23). Enquanto entre amostras do sorogrupo 0149 foi ab-
servada wna frequéncia maior de colibacilos produtores de LT, estes foram mais ra-
vos nas 76 amostras do sorogrupo 0141, mostrando que, talvez, neste sorograpo esta
caracteristica nfo seja muito estavel. _

A0 se fazer uma andlise dos sorogrupes por nds estudados, que deixaram de  produ-
zir as enterotoxinas IT e/ou STa, vé-se que amwostras pertencentes aos SOrXogrupos
01G, 045, 0108, 0115, 0119 e 0147 ndo produziram nenhuma destas enterotoxinas. Em-
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bora, em alguns destes sorogrupos, esta afimacio possa ter ficado prejudicada em
virtude do baixo nimero de amostras examinadas, nao se pode cmitir o fato de
estes sorogrupcs, em conjunto, representaram 53 amostras que, sequndo Sojka (24) e
Suith & Halls (22), estdo incluidas entre as BCEPS, cujos scbrenadantes de culturas
sdo capazes de dar um teste de ALIP positivo, indicando a predugdo de enterctoxing
STb. De fato, os resultados, por nds obtidos, com alqumas destas amostras, revela-
ram aspectos interessantes que vieram, ainda que parcialmente, explicar porgue, em
ndo produzindo LT e/ou STa, amostras dos sorogrupos 010, 0108, 0115 e 0119 poderiam
ser coonsideradas cono ECEPS. Em trabalho anterior, Gyles (13) demonstrou que amos—
tras dos sorogrupos 08, 09, 064, 0138, 0139, 0141, 0147, 0149 e 0157 eram. capazes
de produzir a enterotoxina STb, o que foi também por nds confimmado, para alguns
destes sorogrupos (Tabela 1). Ainda com relagdo & produgio de STh, pareceu impor—
tante sua alta freguéncia, ou seja: entre 122 awostras, nada menos do que 31
(25,4%) produziram esta enterotoxina, sugerindo que a mesma desanpenhe um papel re—
levante na etiologia da diarréia suina.

As amostras dos sorogrupes 0119, 0115 e 064 foram as que apresentaram maior fre—
quéncia- de producdo de STb, respectivamente 37,5%, 33,3% e 33,32, anbora em dois
deles, ou seja, 064 e 0115 tenham sido examinadas apenas trés amostras de cada (Ta—
bela 1}. .

As amostras dos sorogrupos 0149 e 0157 apresentaram alta frequéncia de producio
de STb e no caso particular do sorogrupo 0149, todas as 11 amostras STb™ produziram
tambén LT. '

No sorogrupo 0157, embora a frequéncia de amostras STo' temb@m tenha sido alta,
gpenas 1 das 8 amostras STb* produziu LT. Sequndo Gyles (cammicagfo pessoal) ,
existem evidéncias de que a producdo simultinea de LT e STb possa ser codificada
por uw mesmo  plaswidio, © que, de acordo com os nossos resultados, seria valido
talvez apenas para as amostras do sorogrupe 0149, isto &, amostras deste SerCgrupo
que produziram STb produziram também LT. O reverso, entvetanto, ndc ocorreu, pois,
25 outras amstras deste sorogrupo produziram, apenas LT, Entre estas Ultimas, quaw~
tro produziram também STa e nio foram examinadas quanto a producio de STh.

Os resultados das provas de MHMR e sua correlacido com a producdo de enterotoxina
mostrados na Tabela 2, permitem verificar que, entre 37 amostras LTV, que foram ca-
pazes de aglutinar hemacias de cobaia mo teste de MBMR, apenas 17 (45,94%) tiveram
a presenca do antigeno K88 confirmada sorologicamente. Estes dados sugerem a possi-
bilidade de existirem outros antigenos de aderéncia diferentes, antigenicamente, de
K88 e que seriam também capazes de aglutinar hemicias de cobaia, 4 semelhanca do
que ocorre com o antigeno F41, recentemente descrito (3). A chservagio de que, an
amostras LT, também fol encontrado o antigenc K88, ndo colide cam outros relatos
da literatara (3, 21, 23).

Uma associagdo intevessante, e que deve ser comentada em detalhe, foi cbservada
com o fenotipo LTY sTa~ STbT,onde entre 10 amostras, 9 foram capazes de aglutinar
hemicias de cobaia (Tabela 2}, das quais 3 {33,3%), possuiam o antigenc K88. Estes
achados podem significar que, nas amostras em questdo, o antigeno X88 seja a adesi-
na que permite a acao da enterotoxina STe a nivel da luz intestinal nos anjmais in—
fectados por amostras de HCEPS STb*.

Os resultados obtidos, mos testes de MR cam hemacias de cavalo, discordam da-
queles cobtidos por Simbes & col. {21), pois ndo foi ohservada a associagio K99™
STa' que, provavelmente, & uma caracteristica apenas das amostras dos SOYOgTUpOS
0101 (10, 16, 18, 21}. Nesta investigacfo este sorogripo nio foi estudado e, entre
os diferentes fenotipos, nos quais foi constatada a producdo de STa, renhuma das 33
amostras, neles enquadradas, foi capaz de aglutinar hemdcias de cavale (Tabela 2).
Por outro lado, entve 56 amostras LTY, 10 foram capazes de aglutinar hemicias de
cavalo, das quais trés foram K99, sendo que, em pelo menos uma  delas, pertencente
a0 sorogrupoc 0149, a produgdo de STh fol confirmada (Tabela 4). Seria, portanto,
admissivel supor-se também,a participacio do antigeno K99, na viabilizagdo da ati-
vidade diarreiogénica desta enterotoxina.

O antigeno 987P foi detectado em 12 amostras, enguadradas nos sorogrupos 09,
0115, 0141, 0149 e 0157, sendo interessante notar que, ao contririo do relatado nma
literatura (8), cam excecdc de uma amostra, pertencente ac sorogrupo 0141, a asso—
ciagdo 987F e STa ndo foi chservada.
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Concluindo, os estudos realizados cam 323 amostras de BECEPS, isoladas no Rio
Grande do Sul, tendo como dojetivo determinar a distribuicdo dos fatores de viru-
l8ncia presentes em anostras suinas, embora tenham confirmado, em grande parte, da—
dos relatados na literatura internacicnal, & esta a primeira pesquisa que se faz no
Brasil, com grande nimero de amostras, previamente classificadas sorologicamente
{24), incluindo todos os fatores de viruléncia até agora descritos para as amostras
de E. coli de origem suina. Alquns aspectos relevantes foram a producdo de Sth,
descrita pela primeira vez no Brasil, por amostras des sorogrupos 035, 064, 0108,
0115, 0119, 0139, 0149 e 0157, em especial no que concerne a0 sorogrupo 0119 (dados
nao publicados), com relacio ao qual ainda ndc haviam sido descritas amostras STh*.
Finalmente, & também a primeira vez que Se identifica a presenca do antigenc 987P,
an anostras de BECEPS isoladas no Brasil.
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Sumary

An outbreak of type C botulism involving 12,000 seven-week
old breiler chickens is described. No direct source of toxin
was found. Toxin of C. botulinum type C was demonstrated in
sera and in gizzard, crop and iptestine washings from
broilers with botulinal symptoms. Extracts of these tissues
produced fatal toxemia of mice in 12 hours. The lethal toxin
was specifically neutralised by C. botulinum type C antitoxin
anéd was inactivated by heating to 1000C for 10 minutes. After
removing the carcasses and desinfecting the sheds, no more
deaths occured. Botulism by toxin type C is strongly
suspected as the cause of death.

Fesumn

Surto de botulismo ¢ em frangos ne Estado de Sao Paulo, Brasil

Um surto por botulismo tipo C acometeu 12.000 frangos de sete
semanas de idade no Estadc de Sdc Paulo. A fonte direta de
toxina n3o foi detectada. Toxina de (lostridium botulinum
tipo € foi demonstrada no sorc de aves vivas e nos extratos
do conteddo do papo", moela e intestinos de aves com
sintomas de botulismo. Estes extratos provocaram toxemia
letal para camundongos em 12 horas. A toxina foi
especificamente neutralizada pela antitoxina de (. botulinum
tipe € e inativada pelo aquecimento a 1009C por 10 minutos.
Depois da retirada das carcacas e a desinfecgao dos galpoes
nic ocorreram mais mortes. Toxina botulinica do tipe C e
considerada como principal suspeita das moxtes.

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 16(1):31-35, Jan./Mar. 1985.
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Introdoction

The vast majority of the cases of botulism in Brazil have been provoked by
Clostridium botulimen types C and D, attacking principally bovines with to mineral
defjciency, which makes them eat bones (Osteofagyy (3, 7, 13).

In 1976, Saraiva (10) showed the presence of (. botulinwn type C in hens in the
region of Rio Grande do Sul, having as its cause the consumption of contaminated
ration. In 1960, Jeffiman (5) reported the presence of C. botulimwr type A in camned
fish. In Ceard, Brazil C. botulinwm, types A, B, C and ¥, were isolated in marine
sediments (14).

In birds, botulism attacks principaily ducks and other wild waterfowl. The most
frequently responsible agent is 7. betulinum type C which probably develops in the
carcasses of gmall invertebrates, being, swallowed thereafter by the migratory
birds, together with the +toxin (4, 6, 8). Botulism in wild birds and in broiler
chickens has been yeported in recent years in Great Britain, the United States and
Burcpe - (1, 2, 4, 11).

The purpose of this paper is to draw attention to the ccourence of botulism  in
this cowmntry.

Material and Methods

The outbreak occurred in March, 1983, in Sao José do Ric Freto, State of S3o
Paulo, PBrazil, on a farm with 80.000 birds in twelve sheds, with approximately
seven thousand birds in each ane.

There was no history of disease resembling botulism, and the birds nad been
vaccinated against Newcastle disease virus. They were fed with meal rations
produced on the farm consisting of corn, bones and meat meal. The supply of water
was stagnant.

The first signs of disease appeared when the broilers were 6 to 7 weeks old,
after the holidays of carnival, with high mortality of birds. During this pericd,
the carcasses of birds that died by no specific causes {(nearly 2%, which is
considered normal), were not removed from the sheds, Clinical signs ranged from
caplete flaccid paralysis of limbs and neck to drowsiness and loss of mobility
caused by wing and leg weakness. The feathers became ruffled and were easily
removed. Byelid paralysis was present. The head was distended to the front, with
the beak resting on the floor. The birds did not eat nor drink water and died 3 to
4 hours after the symptoms were cbserved. The carcasses decouposaed rapidly. On
"post-morten”  examination undertaken in the Instituto Bioldgico of Descalvado, SP,
no other cause of death was suspected. Material was alsc sent to the patology
laboratory of Merck, Sharp & Dohme in Valinhos SP, where botulism was suspected.

The material was analyzed in our laboratory in Jaboticabal. The crops contained a

emall amount of clear fluwid, some grit and pileces of maggots. The gizzards
contained a dark grit, ration, fibre and small pieces of hay, perhaps litter. The
cantents of the smail intestine were scanty. The birds were in good condition, with
no significant lesions in the internal organs. After the removal of all carcasses
and litter, a careful cleaning and desinfection, no wore death occured. (The sheds
were washed with copper sulphate solution and desinfected with
orthodichiorobenzene) .
a) Confirmation of diagnosis - One half ml of serum from each bixd brought to the
laboratory was inoculated intraperitoneally (ip) into each of four mice. Two other
mice received 0,5ml of the serum but after heating by 10 minutes at 10000, Mouse
inoculation tests were repeated but with serum neutralised with botulinal antitoxin
types C and D from the Institut Pasteur (Paris).

b) The towin - Samples of the oontents of the crop, gizzard, intestines and pleces
of liver, feces and feed, were extracted separately at 4°C with 0.24
gelatin-phosphate buffer (pH 6.5) to determine whether the toxin was present, After
extraction for 12 hours, the supernatant was centrifuged at 4°C at 12000 x ¢ for 20
minutes and samples of 0.5ml injected intraperitoneally intoc mice, according to
gmith (12}.



e} C. botulinum - Samples of 4g of feed and
washings of crop, gizzaxd and intestine
content, together with liver and feces, were
examined separately for the presence of C.
botulinwn by enrichment in cooked meat medium
(Difco) , submitted to a thermal shock at 80°C
for 10 minutes, and cooled with tap water,
then incubated at 35°C for five days. The
supernatant was centrifuged free of debris
and most bacterial cells, diluited 1:5 with
gelatin—phosphate baffer containing
chloramphenicol 1,2ng/mouse  {to minimise
non—specific deaths), and injected (ip}, into
mice which had previously received tetanus
antitoxin {Syntex, Pinheiros) and chserved
for botulism synptoms or death (12). The
sediment from each culture was surface spread
on reinforced clostridial agar (Oxoid),
incubated under anaerobic conditions with the
gas-pak system (BBL) in anaercbhic jars and
incubated at 300C for 3 davs. These were then
observed for the presence of C. botulinum
colonies as described by Smith (12).

Results

The data in Table 1 shows that all the mice
injected with the samples of untreated
broilers serim died after 12 hours with
typical symptoms of botulism, while the mice
inoculated with material denatured by heating
at 100°C survived.

We ohserve in this table that, in the mouse
neutralisation test, the animals injected
with material previously neutralised with
botulinal antitoxin type C survived, while
the animals injected with serum neutralised
with antitoxin type D d&led with clinical
symptoms of botulism.

The clarified extracts of the oontents of
crop, gizzard, intestines and feces, when
injected without treatment, caused the death
of all mice, with the symptoms of botulism,
except for the extracts cbtained fram the
liver and ration. The antitoxins of
Clostridiwn botulinum types A, B, D and E
failed to neutralise the toxic extracts.

The samples of the crop, gizzard and
intestine contents, when applied fto an
enrichment medium, exhibited growth of
clostridia, with presence of anaerobic rods
having subterminal spores. When this material
was centrifuged for toxin tests and injected

in to mice, they died with botulinal symptoms after 20 hours, except for the
The samples of feces, liver and ration were

neutralised with antitoxin type C.
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Table t — Test for presence of
botulinal toxins.

Symbols: * = Death with typical
¢linical sigons of botulism; the
diluition ievel of the test samples
with antitoxin in the
neutralisation test was f:1 by

volume; the untreated samples were

similarly diluted using
gelatin-phosphate buffer
Effect
Samples Treatment o

Serum of affected Untreated =

birds Heabed at 1000C/10 min  None

+ type C antitoxdn Mone
k]

Crop Conrtent Brtreated
Heated at 1009C/10 min
+ type C antitoxin

+ type D antitexin

Guizzard content tintreatad
Beatad at 1009C/10 min
+ type C antiboxin

+ type D antitondn
Untreated
Beated at 100°C/10 min
+ type € antitoxin

+ type D antitcedn

Untreated
Heated at 100°C/10 min

55688 55 0y 51

Table 2 - Test for Dbetulinal
toxins of samples submitted to
growth enrichment medium.

Symbols: * = Death

Effect
Samples Treatment an

Crop cantent Untreated *
Neutratised + Antitoocin o
ype C

Guizzard centent Untreated *
Neutralised + Antitoxin None
type C

Intestine content Untreated *
Nesrtralised + Antitoedin Nene
type C :

Feces Untreated Wene:

Liver Untreated Hene

Ratlon Untreated Were

oares

negative for toxins (Table 2). The waterial from the enrichment tubes with growth
that was streaked in reinforced clostridial agar presented typical colonies of (.
botulinum but showed no toxins when tested in mice.
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Discussion

Botulism in broiler chickens has been yeported by Roberts & col. {8) in England
and by Saraiva (10) in Rio Grande do Sul, Brazil. Botulism is normally caused by
the ingestion of preformed toxin, The general features of this outbreak were
similar to those described by Roberts & Collings (9) when a large mumber of birds
died of botulism, but when a source of preformed toxin was not found. In  another
outbreak, Blanford & Roberts (2} found that putrefying chicken flesh was the source
of toxin, and that the crganism could have been in the carcasses prior to death, or
in the litter. In this outhreak the mmber of decomposing carcasses of broilers
that died from no specific causes was aproximately 1600, added to a number of other
birds (such as wild pigeon) that remainded cn the litter for 4 to 5 days, in the
month of March, when the temperature in the region is over 309C. When the litter
was removed, all carcasses eliminated and the water supply changed, the deaths
stopped. If the carcasses had been removed pramptly fram the sheds, this outbreak
would not have occcured.

Dipterous fly larvae feeding on rotting material infected with £, botulinum,
though not affected themselves, carry toxin and kill animals feeding on them. This

maggots were foumd in the <rops of the birds. The maggots on the carcasses of
earlier victims of the disease may have contained toxin and further perpetuated the
disease. It may be also that the stagnant water was contaminated by some chickens
after pecking contaminated carcasses, turning the water into another source of
contamination.

Ouxr results suggest that the decarposition carcasses of the chickens were the
contaminating material, because birds may carry this organism as part of the
intestinal microflora and, when they die fram any other problem, they give
anaerobic conditions for the spores of Clostridiwn botulinum to grow and produce
toxin. As these carcasses were not removed fram the sheds, they were pecked by the
other birds.
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Fesuno

Pela primeira vez no Brasil, duas amostras de H. hammondi fo-
ram isoladas de fezes de gatos, a partir de exames COPropara—
sitologicos realizados em gatos ne cidade de Sio Paulo. Foram
encontrados dois animais  eliminande ococistos medindo
11,9x13,3um. Apds a esporulagdo continham dois esporocistos
contendo cada qual quatro esporozoitas e um corpisculo resi-
dual. Administracdo oral de cocistes esporulados produziram
grandes cistos (12,5-68,8 x 43,8-178um) sem septacdes , mnos
misculos esqueléticos e cistos subesféricos (poucos) nos co-
rebros de camundongos. A maioria deles ndo desenvolveu anti-
corpos anti-Toxoplasma pelc Teste do Corante, mas ums poucos
apresentaram baixos niveis de anticorpos pelo mesmo Teste.
N30 foi possivel tramsferir os cistos teciduais de camundongo
para camundongo por via intraperitonial. OGocistos nio esporu-
lados foram eliminados nas fezes de gatos 5-6 dias apos a in-
gestdo de carcacas e cérebros de camundongos. Entretanto, ga-
tos oralmente infectados com cocistos esporulados nio elimi-
naram oocistos nas fezes. Mos dois Gltimos grupos o Teste do
Corante foi negativo.

Summary

Hanmondia hammondi in the feces of cats in the eity of Sdo
Paulo, Brazil

For the £first time din Brazil two strains of Homondia
‘hammondt were isolated from cat feces. Parasitological

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 16(1):36-40, Jan./Mar. 1985.
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examinations carried out in cats of the city of Sdc Paulo
revealed that two animals shed ococysts of 11.9 x 13.3um in
the feces. After sporulation the oocysts contained two
sporocysts with four sporozoites each and a sporocysts
residuum. Sporulated oocysts administered orally to mice
produced large cyst (12.5-68.8 x 43.8-178um) without septa in
skeletal muscles and a fewsubspherical cysts in the brains of
these mice. Most of the mice did not develop antibody titers
to toxoplasma when the Dye Test was used. Nevertheless, a few
mice showed low antibody levels. It was mnot possible to
transfer tissue cysts from  mouse to mouse by the
intraperitonial route. Unsporulated ococysts were found in the
feces of cats 5-6 days after the ingestion of carcasses and
brains of mice. However cats given orally sperulated oocysts
did not shed oocysts in thelr feces. In the latter two groups
the Dye Test was negative.

Introdugao

Hammondia hammond:, wma coccidia estruturalmente semelhante a Toxoplasma  gondit,
tem sido encontrada nas fezes de gatos naturalmente infectados, nos Estados Unidos,
em Iowa {2}, Ohio (1) e Haval (7) e na Alemanha (6).

4. hammondi & um parasita cbrigatoriamente heteroxeno, envolvendo, no  seu cicio
evolutivo, wa hospedeire da fase assexuada - camundongos (Mus musculus} e ratos
(Rattus rattus), sob condicdes naturais (4) e, além destes, oobaios e hamsters (scb
condicfes experimentais) (2), e un cutro da fase sexuada - gatos.

Face aos raros encontros de H. hammondi, camo se pode apreciar pelas publicagbes
existentes, objetivou-se relatar, pela primeira vez, €m S&0 Paulo e no Brasil, a
presenca desse parasita em gatos, sob condicOes naturais.

Material e Metodos

Animais ntilizados - Foram utilizados 12 gatos, sem raga definida, de 6 meses a 2
anos de idade, comprovadamente livres de infecgdes parasitarias; camundongos albi-
nos sulcos, de 20 a 30y, em aimero de 4 a 6 por incculagdo.

Origem das amostras -~ Fnomm prévio inquérito coproparasitoldgico em gatos, realiza-
do na cidade de S3o Paulo (5}, foi encontrado um animal {no total de 100 animais) -
ura gata, Siamds, de 2 anos de idade, positivo para cocistos tipo Tomoplasma-Ham-—
mondia (HG=1, 1979}, Numa sequnda fase, um outro animal (num total de 40 animais) -
una gata, sem raca definida, 3 meses de idade, apresentou O xesmo tipo de ococistos
em suas fezes (HG-2, 1981). Alén da coccidia citada, © primeiro animal apresentava
ovos de Ancylostoma sp. e o sequnde, de Ancylostoma sp., Texocara Sp. & oocistos de
Tsospora felis.

Os ococistos tipo Towoplasma-Fanmondia, apds a esporulacdo, foram oralmente admi-
nistrados em cammdongos. Ao redor de dois meses apds a inoculacao, esses animais
foram sacrificados e suas carcagas e visceras fornmecidag a gatos. As fezes destes
gatos foram diariamente examinadas para a pesquisa de oocistos. N&o houve qualquer
mortalidade de camundongos durante o periodo de cbservagdo.

Os ococistos, assim obtidos, foram esporulados e estudados, como segue:

Tnoeulagdo de cammdongos - a) Inosulacdo oral de cocistos - Os oocistos eliminados
nas feres de gatos foram re-inoculades em camndonges, na dose aproximeda de 10° a
105. Esses camundongos foram sangrados e sacrificados um cu mais meses depois; b)
Inoculagdo intraperitonial de suspensdes musculares e de cerebros de caomundongos
contends cistos - As suspensOes foram preparadas sequndo Christie & col. (1) e ad-
ministradas na dose de ml, por 2 dias consecutivos. Decorridos um més cu mais, fo-
‘ram sangrados e sacrificados. Os soros de todos foram testados frente a antigeno de
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Toxoplasma gondii, pela reacho de Sabin & Feldman (RSF) ou Teste de Corants {3); o)
Exame de eistos - Ob cistos intramusculares e cerebrais foram examinados a fresco,
conforme Christie & ool. (1) e em cortes histologicos corados pela hematoxilina
eosina. Foram feitas mensuracdes de cistos livres.

Inocculagdo de gatos - a} Administragdo oral de cocistos esporulados — Na dose apro-
xirmeda de 1,5x10°, wma vez cu por dois dias consecutivos: decorridos um mes, foram
administrados aos mesmos animais, cammdongos infectados e, sacrificados apds wm
wmes; b) Administragdo oral de careacas e cerebros de camindongos  infectados - Os
gatos, assim infectados, foram, apds um mes de observacio, sacrificados.

_Bm ambos os casos, 0s gatos foram sangrados, antes e depols de cada administra—
cao, para pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasmz, pela RSE e, diariamente, proce-
deu-se a0 exame de fezes para o encontro & cocistos. Para cada amostra isolada fo-
ram utilizados ¢ gatos.

As técnicas utilizadas e cutros detalhes relativos foram publicados antericormente
5). -

Resultados

Oocistos - Os ococistos n3o esporulados eram esféricos ou ovais, incolores, medindo
10,0-14,1 x 11,0-17,3um (%= 11,9 x 13,3um). Apds a esporulacic que levou de 2-3
dias a 25-26°C, mediram 12,6-14,1 x 10,4-12,6um (%= 12,9 x 11,6um} ; com Sois espo-
rocistos elipsdides, contendo cada qual quatro esporozoitas e um corpisculo resi-
dual esporocistico. .

Infecedo em camundongos - a)Inoculagdo oral de cocistos - Resultou no desenvolvi—
mento de cistos, nas musculaturas esqueléticas e cardiacas e no cérebro, oo as
amostras HG-1-e HG-2. Cistos nos misculos foram vistos a fresco, com auvento 100x e
em cortes histoldgicos, corados pela hematoxilina eosina. Os cistos eram alongados
& sem septagbes (Fig. 1).

Cistos subesféricos foram vistos a fresco, em preparagdes diretas de wm fragmento
do cérebro ou nas suspensdes cerebrais, embora em pequeno mimero. Os cistos ndo fo-
ram encontrados em cortes histoldgicos {Fig. 2).

Os cistos extraidos das musculaturas de camundongos sacrificados, um mds apds a
inoculagic de cocistos, medirvam 43,8-118,8 x 12,5-56,2um (%= 66,9 x 38,1um). Foram
medidos 50 cistos. Em camundongos sacrificados seis meses apbds a inoculagdo, os
cistos intramusculares mediram 81,2-17,8 x 37,5-—68,8um_ (x= 128-53um) , num total de
37 cistos; os cistos cerebrais, 20,6-68,8 x 18,8-50um (%= 39,1 x 36,8um), corres-
pandentes a mensuragdes de 20 cistos livres.

Figura 2 ~ Cisto de
H. hamnondi no cére-
bro de camundongo.
Aumento original
400x

Figura | — <{isto de
H.  hammondi extraido
de musculatura esgue—
lética de camundongo.
Aumento original 40Q0x
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Nio se verificou morte, nam qualquer sintawatologia nos  camundongos inoculados
durante todo o periodo de cbservagao. A maioria dos cammndongos infectados com oo-
cistos esporulados ndo desenvolveu anticorpos anti-Tozoplasma pela RSF, no entanto,
alguns inoculados com 5x10° cocistos desenvolveram baixos titulos (21:16); B) Ino-

culagdo intraperitonial de suspensoes musculares e eerebrais de eamindongos — Nao

foram encontrados cistos nos misculos, nem nos cérebros e os SOros ndo apresentaram
anticorpos anti-~Toxoplasma.

Infecgdo em gatos — al Inoeulapdo oral de cocistos — Os exames de fezes foram nega-
tivos, durante os 30 dias de chservacio e seus soros também negativos pela RSF. Es-—
ses meamos gatos, apds a administragdo de carcacas e cérebros de camundongos infec—
tados, eliminaram cocistos 5-6 dias depois e continuaram por 1 a 2 semanas. Sacri-
ficados um mds depois, seus soros ainda eram negativos pelo mesmo teste; b) Inccu-
lago oval de earcagas e cerebros de camundongos infectados ~ A eliminagao de oo~
cistos n3o esporulados iniciou-se 5-6 dias apds a infeccdo e persistiu por 1-2 se-
menas, mas o exame soroldgice fol negativo, em todos os antimais, pela RSF.

Discussao

Cocistos, semelhantes aos de Toxoplasma, foram isclados das fezes de duas gatas,
sob  condicPes naturais. A administracdo oral de oocistos egporulados produziu cis—
tos no misculo esqueldtico e cérebro de camundongos. No entanto, a majoria n3o de-
senvolveu anticorpos anti-Toxoplasma, contudo, alguns chegaram a apresentar balxos
titulos (21:16). Nio foi possivel produzir infecgdo de camundongo a cammdongo, com
cistos e os soros destes animais foram negativos pela RSF. Estes resultados SE0
concordantes oom os relatados por outros autores (1, 2, 6) cowo caracteristicos de
infecgdc por Hammondia, en cammdongo.

Infecgdo toxoplasmica, com formagdo de anticorpos, pode ser cbtida com a inocila-
céo de oocistos. A infecgio toxoplasmica, em ~ammndongos, pode sex mantida indefi-
nidamente, pela inoculacdo de taquizoitas ou de bradizoitas, o que o distingue de
Hammondta (1) . .

A infeccio nfo se estzbeleceu em gatos, infectados, oralmente, com oocistos espo—
rulados de ambas as amostras (HG-1 e HG-2), pois nfo houve eliminagao de oocistos e
seus Soros permaneceram negativos pela RSF. Entretanto, & suscetibilidade desses
animais pode ser cawprovada, pela administracdo oral de carcagas e cerebros de ca-
mundongos, contendo cistos, porquanto eliminaram cocistos nas fezes sem, no  entan-—
to, haver alteracado no titulo do soro. Este camportamento foi tambémn cbservado no
gripo de animais, alimentados gpenas COl Carcacas e cérebros de camundongos infec-
tados. Bn contraposicdio, h3 eliminagdo de cocistos nas fezes e formacac de antico-
ropos anti~Toxoplasma em gatos, alimentados com cistos de Toxoplasma (1}.

Hr vista das caracteristicas mencionadas, concluimos que as amostras HE1 e HG-2,
tratam—se de Hammondia hamnondi isoladas pela primeira vez em Sao Paulo e pelo que
pudemos apurar, pela primeira vez no Brasil. Cabe aqui salientar que & distingao
entre Hammondia e Towxoplasma € de importdncia epidemiolégica, uma vez que estes
dois agentes s80 estruturalmente semelhantes e porgue camundongos  infectados com
Hommondia desenvolvem anticorpos que podem reagir com antigeno do 7. gondii (8).
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Resumo

Quarenta e cinco amostras de Staphylococcus aureus, iscladas
de doentes com conjuntivite estafilocécica e de portadores
sdos, foram estudadas sob os seguintes aspectes: susceptibi-
lidade a antimicrobianos e a fagos e produgdo de coagulase.
Vinte das amostras foram do modelo de antibiograma RSSS de
Barber e Burston e 6 do modelo RS5R. Nao houve correlagao
entre fagotipo e tempo para coagulagao do plasma. Foi obser-
vada maior frequéncia de amostras com fagétipos do grupo III,
sendo que nenhuma das amostras isoladas de secrecdo ocular
foi fagotipavel.

SummaAry

Staphylococeus aureus. II - Ocurrence in healthy carriers and
patients with staphyloeoccal conjunctivitis

Forty five strains of Staphylosoccus aureus were isolated
from healthy carriers and patients with staphylococcal
conjunctiviris. Susceptibility to antimicrobial agents and
phages and production of coagulase were studied. Twenty of
the ijsolates were from the Barber and Burston  R335
antimicrobial susceptibility pattern and 16 of the R3SR
pattern. There was no correlation between phage types and
time for plasma coagulation to cccur. Phage types of group
III accounted for the majority of staphylococcal isolates and
none of the strains isolated from eye cultures was phage
typable.

Introducan

Devido a elevada prevaldncia de Staphylococcus aqureus na maioria de portadores
extra-hospitalares, & possivel que estes desempenhem um papel importante na etiolo-
gia das infecgdes estafilocdcicas em comunidades fechadas, tais come, consultorios,
fihricas, restaurantes e reparticOes piblicas (1, 5, 9). A presenca de lisozima na
secrecio conjuntival & um fator desfavordvel a colonizacao de S. aursus nesta area.
Contudo, & conhecida a participagdo deste microrganismo na conjuntivite purulenta.
Um surto dessa manifestacdo, diagnosticado entre funcionarios que trabalham numa
secio municipal de processamento de dados em Ribeirdo Preto, SP, resultou na pre-
sente investigagdo, na qual foi pesquisada a ccorréncia de 5. aureus neste grupo de
individuos, formado tanto pelos pacientes com conjuntivite, como pelos portadores
sZos; foram estudadas algumas caracteristicas das amostras isoladas.

Rev. Micrcbiol., Sao Paulo, 16(1}:41-45, Jan./Mar. 1985.
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Tabela 1 — Ocorréncia de es— Tabela 2 — Ocorréncia
~abe - = . NP de amostras
ta}fllococos nas areas anato de_ estafllgcocos = isoladas o oo Total
mLCES mals de uma area ana- Doemtes | Portadores
_ tgmlca. Neo T p
a— Simbolos: * G = Gar- xex 4 4
individos com . = Tar N o N, MeG 3 2
Area estafilococns o QLo oo ganf.:a, M = Mao; N = ¥ Meo 6 &
toentes  Portadores Rarina; ¢ = Qlho N, M GCe0 2 2
Gargarta 2 4 &
Mo 8 7 15
Narina 8 8 16 .
Otho 8 8
Total 26 19 .45

Material e Metodos

Material elinieo - Os espécimes de 16 servidores mmicipais de Ribeirdc Preto Sp,
foram colhidos em inico dia, no ano de 1981, utilizando-ee zaragatoas. Entre os ine
dividuos examinados, distinguiramse 2 grupos: o designadn por "Doentes", aqueles
que se referiram a ardor ou pruride, vermelhidio, lacrimejamento e/ou secrecdo cone
Jjuntival purulenta e o designado como "Portadores” s correspondendo aos individuos
sem quelxas e sem manifestagbes oculares. As Areas anatimicas amostradas foram:
garganta, m3o, narina e olho.

Isolamento das amostras de estafilococos - Os espécimes foram imediatamente inocu—
lados em placas com meio de agar sangue e em meioc para o teste da utilizacio do ma—
nitol, sendo incubados a 37°C por 24 horas. Coldnias tipicas de $. aureus, foram
submetidas & prova da coagulase em tubos, cuja leitura foi efetuada a intervalos de
0,5, 1, 1,5, 2, 3 e 6 horas {4). .

Susceptibilidade a antimicrobianos - A susceptibilidade das amostras aos antimicro-
biancs foi determinada utilizando-se a técnica de Bauer & col. {3). As amostras fo—
ram classificadas sequndo os modelos de Barber & Bursten {2},

Classificagao das amosivas através da fagotipagem — A fagotipagem obedeceu 4 téoni-
ca de Blair & Williams (5). Foram utilizados os seguintes fagos: Goupo I - 29, 52,
52, 79, 80; Grupo II - 3, 3C, 55, 71; Grupo IIT - 6, 428, 47, 53, 54, 75, 77,
837, 84, 85; Nao classificados - 81, 94, 95, 96; Fagos experimentais - 86, 88, 89,
90, 92, D11, HK2; e Fagos extra - 42D, 187.

Fesultados

Presenga de estafilococoe nas pessoas estudadas - A prevaléncia de S. aureus r O
grupo de 16 servidores mmicipais examinados, foi de 100%. Em relacdo 3 positivida-
de, nas areas anat@nicas amostradas, verificou-se que, no grupo de doentes, todos
0s 0ito individuos apresentaram o microrganismo no material colhido de clho ¢ mip;
no  grupo  de portadores, am nenhuma das culturas o estafilococo esteve presente no
olho (Tabela 1}. Na narina a prevaléncia foi de 100%, em ambos os grupos. Na gar-
ganta, a positividade foi menor, isolando-se o microrganismo samente em seis dos
individuos estudados. )

Quanto & associagho de &reas positivas para estafilococos, verificou—se que os 16
individuos estavam colonizados em mais de uma area do corpo, sendo. que, no  grupo
"Coentes”, a positividade foi de atd quatre Areas e no grupo "Portadores" foi de
duas en cinco das pessoas examinadas (Tabela 2).

Modelos de antibiograma - Das 45 amostras, 20 (44,4%) foram do modelo RSSS de Bar-
ber e Burston, das quais 13 isoladas de portadores (Tabela 3). Em sequida, o modelo
mais frequente foi RSSR, com 16 amostras, das quais 13 isoladas de doentes. Fm qua-
tro dos oito doentes foram isoladas amostras de estafilococos do olho e outras
areas do corpo can o modelo RSSR(Tabela 4) . O modelo RSZS, que Zoi isolado das mdos
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de quatro portadores, tamb@m esteve presente na narina de trés desses individuos e
na garganta do quarto (Tabela 4}. :

fabela 3 — Susceptibilidade a anti- Tabela & - Ocorrencia de estafilo-

microbiancs de 47 amostras de S. dJu— cocos com os mesmos modelos de an-

reus tibiograma em mais de uma area do
corpo

Modelo de Doentes portadores  Total Estafilococos nas dreas do corpo
antibiograma N G © M N G O ™ Modelo de Doentes Portadores
- : ] antibiograms oM 0,6 OM  ONM MH MG
5385
RESS 2 z 3 5 3 3 20 RESS 1 3 1
RRSS 2 1 3 3 RSSR 1 1 b 1
RSSR 16 3 2 16
RSRS 1 1
2 . .
RRSR ! ! ) Tabela 5 — Fagotipos, modelos de antibio-
RRRR 1 -
s 2 5 8 s 4 : 15 grama & tempeos para reagac da coagulase
otat das amostras isoladas de doentes
. Tempo para reagio da coagulase
Tabela 6 — Fagotipos, modelos de an- = Yodelo de et
ADE - Fagott
tibicgrama e Ctempo para _reagao da antiblograma 5.5 1.5 2.0
coagulase das amostyas isoladas de > ",
portadoeres saos 81 5.
47/53/71/838/84/85 RSBS u,
o de Tempo para :éaacéo]da ooaquiase HSSR G}
Fagotipd  anpinjograma - — w3 RRES ¥, ¥,
: ! ! 478/47/53/54/75/83  RSSS , ,
29 rSSS Hoge Npgr My RESS B,
FESR g My a5 FSSR N
Ww/x/S671 RSSS Fyq HK2 RSSS u
81 RSSS - Sy 4z RRSS G,
;3 ssss 6,5 RER .,
95 RSSS Ry NT RSSS Ny O O
kel b Mpyr My RSSR o, 0, K C,, O, O,
x ., G (R M 2¢ 3 s
4t C14 RRSR Ny Og, Mg, g
G50 Mg
RSSR ®12 Nige Mg
RRR ¥
RSRS 3

Fagotipagem — Btravés da fagotipagem foi possivel reconhecer 12 padrdes 1iticos,
cque identificaram 13 amostras, das 26 amostras de doentes e oito das 19, isoladas
dos portadores. Entre as 24 amostras que nfo foram fagotipaveis, 13 foram isoladas
de doentes e 11 de portadores (Tabelas 5 e 6}. Os fagos do grupo IIT lisaram nove
das 13 amostras tipaveis, isoladas do grupo "Doentes” e o fago 29, do grupo I, 1li-
sou quatro das oito amostras, tipaveis do grupo portadores” .

Para a anglise dos resultados, designaremos os individuws — doentes
com nireros de um a oito e os portadores com oS nimeros de nove a 16. Quando nos
referimos & amostra N1, sionifica que foi isolada da narina do doente n® 1 e assim
por diante. No individuo ne 4, houve concordancia no fagdtipo das amostras iscladas
3 narina e da mao, porém, a amostra do olho ndo foi tipavel, assin como também nao
o foi nenhuma das amostras dessa area, nos outros sete doentes (Tabela 5). No indi-
video n® 6 apenas a amostra da mdo foi fagotipavel (tipo 29), enbora o modelo de
antibiograma RSSR tivesse sido idéntico para essa amosira € para as isoladas de na-
rina e olho, as quais ndo foram tipéveis.

0 individuo n® 10 apresentava o mesmo fagdtipo (tipo 29) e o mesmo modelo de an-
tibiograma (RSSS), nas amostras iscladas da narina e mac (Tabela 6).
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Coagulase - No teste de plasmocoagulase, verificou-se que amostras com o mesmo fa—
gotipo levaram i formagdo de codculo em tempo de até 2 horas (Tabela 5).

Amostras isoladas de secrepdo conjuntival - Das oito amostras iscladas de olho,
sels foram positivas no teste da enzims em tepos de 0,5 (duas amostras) e duas ho-
ras {quatrc amostras), embora apresentassem o mesme modelo de antibiograma (RSSR)
(Tebela 5). As outras duas amostras com © rodelo RSSS coagularam o plasma em uma,
cinco e duas horas.

Discussan

O presente trabalho constitui uma demonstracac adicional de que o estude de ou~
tras caracteristicas, além do fagdtipo, permite demonstrar semelhancas entre amos—
tras de S, aureus, mesmo quando isoladas de Areas o de individuos diferentes. )

A semelhanca entre as amostras de secregdo comjuntival, dos pacientes n® 2, 3, 6
e 8, pode ser chservada através do mesmo modelo de antibiograma (RSSR) e do tempo
de reagdo de plasmocoagulase (duas horas) » sendo que de apenas um deles (individio
n® 6) foi isclada, da narina, uma amostra com estas mesmas caracteristicas. Admi-
tindo-se que seja a narinz a fonte de contaminacdo, & provivel que o individuo no 4§

horas, nos quatro doentes acima mencionados.

Apesar da anostra N5 ter as mesmas caracteristicas que a amostra 146, parece pouco
provavel que seja ela responsavel por este surto de conjuntivite, visto que a amos—
tra 05 nao foi lisada pelos fagos, apresentava~se com modelo RSSS e necessitou de
apenas 1,5 hora para cocaquiar o plasma. Em nenhum dos doentes, as amostras iscladas
das m30s foram semelhantes as da secrecdo conjuntival, sendo que no individuo ne 2,
a diferenga entre as duas amostras foi apenas em relacdo ac tempo de positividade
na reagdo de coagulase (0,5 e 2 horas}. Assim, a ma0 nao se revelou, no marento da
amostragen, ter sido a via de disseminacio.

Parece evidente que estudos adicionals s3o necessarics para verificar se as
amostras de olho dos individuos n® 2, 3, 5 e 8 e da narina do individuc n® 6 nio
podem ser classificadas através da determinacio de outras caracteristicas, como a
sorotipagen.

Assim, fica ressaltado o importante papel da narina na disseminacio do estafilo-
cocos  (9) i ambora, apesar deste estudo nio ter dernonstrado que a mdo tenha sido o
veiculo de contaminacéo, devemos estar atentas tambén para esta possibilidade.
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As caracteristicas marcantes, diferenciais, entre Vibrio lactose-positivo, Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio alginolyticus, estdo inseridas na Tabela 2.
- A finalidade da presente nota & descrever o Vibrio lactose-positivo e diferen-
cid-lo de Vibric parahaemolyticus e Vibrio alginolyticus. O primeirc, & conhecido
patogeno para o hamem, causador de gastroenterites apds a ingestio de alimentos ma—
rinhos contaminados, podendo ser, mais raramente tambam, agente de infecgdes tissu-
Jares; o Ultimo, & agente de otites, conjumtivites e infeccdes superficiais, devido
& exposicdo & agua do mar.

Vibrio lactose-positive & microrganismo clinicamente importante, sendo essencial
identificé-lo. :
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Fesuro

A patogenicidade de 1351 cepas de Escherichia c¢oli isoladas
de 287 amostras de alimentos diversos foi estudada, através
da sorotipagem para pesquisa de EPEC (E. coli enteropatogeni-
ca classica) e de EIEC (E. coli invasora). A capacidade de
produgao das enterotoxinas LT e ST foi também pesquisada. Ob—
servou-se gue 5,2% dos alimentos contaminados com E. eoli ti-
nham cepas enteropatogénicas, com predominancia de ETEC. En-
tre as EPEC, foram detectados os sorogrupos 026 e 0125, Néo
foi observada nenhuma cepa invasora. Entre as cepas de ETEC,
predominaram aquelas produtoras apenas da toxina 1T perten-
centes a varios sorotipos. Nenhuma cepa enterotoxigenica
apresentou os fatores de colomizacao CFA/I e CFA/IL. Entre as
cepas enteropatogenlcas isoladas, observaram-se algumas re-
sistentes a um ou mais antibidticos, sendo a maioria sensivel
a20s antibicticos estudados.

Summary

Tsolation and characteristie of enteropathogenic Escherichia
eoli strains isolated from foods

The pathegenicity of 1351 strains of Escherichia coli,
jsolated from 287 food samples, was studied through
serotyping for IPEC (enteropathogenic E. c¢oli) and EIEC
(invasive #£. c¢oli). The ability to produce enterctoxing ST
and LT was alsc investigated. It was observed that 5,2% of
food samples  contaminated with E. coli  harboured
enteropathogenic strains, with predominance of
enterotoxigenic E. coli (ETEC). The EPEC strains belenged to
serogroups 026 and 0125 and no invasive strain was 1isolated.
smong ETEC strains, there was a prevalence of enterotoxin LT
preducing ones, and several sercotypes were involved. The
presence of colonization factors CFA/I and CFA/II was not
detected among de ETEC strains. The EPEC and ETEC straims
isolated showed resistance to one or more antibiotics, but
the majority was sensitive to them.

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 16(1):49-55, Jan./Mar. 1985.

45



50
Intyoducao

As condigles higiénico-sanitarias da producfio de alimentos, em nossc meio, s3o
geralmente precarias e, portanto, é comum chservar a presencd de colifommes, inclu-
sive Escherichia coli. Além da gravidade da constatacdo de que o alimento estd con-
taminado com microrganismos de origem fecal, a presenca de E. ool pode ter um sig-
nificado particulamente importante, uma vez que existam linhagens que s3o entero-
patogénicas para o homem e animais (37).

Nas Gltimas décadas, foram descritos varios surtos de gastrenterite, provocados
pela ingestBo de &gua e/ou alimentos, contendo algumas das linhagens patogénicas de
E. coli. Cepas de E. coli entercinvesora (EIEC), pertencentes ao sorogrupo 0124,
foram responséveis por surtos de diarréia, em grande mimero de individuos, inclusi-—
ve criancas, em decorréncia do consumo de dgua contaminada (16) e de queijo camem—
bert francés (21). Surtos, causados por cepas de B. eoli enteropatogénica classica
(EPEC), pertencentes ao sorogrupo 0111, envolvendo leite e agua, foram relatados,
respectivamente, na Argentina (20) e nos Estados Unidos (32). Em relagic a E. coli
enterotoxigénica {ETEC), varios trabalhos t8m demonstrado o envolvimento destas ce-
pas cam surtos de gastrenterite, provocados tanto pela ingestdo de dqua, como de
alimentos contaminados (19, 29, 33, 38). Alér disso, ETBEC tem sido envolvida como o
principal agente etioldgico da chamada “"diarréia do viajante”, sindrame que afeta
individuwos que se locomovem de paises desenvolvidos para outros com saneamento ba—
sico deficiente (12, 17, 23).

Paradoxalmente, pouco se sabe a respeito da fregquéncia com que estes patOgenos
podem  sexr encontrados nos alimentos e, portanto, se desconhece qual o seu papel na
disseminacdo destas bactérias. O presente trabalho teve como cbjetivos investigar a
frequéncia de cepas de E. coli enteropatogénica er uma grande variedade de  alimen—
tos, normalmente consumidos emn nosso meio. )

Material e Metodos

Amostras de alimentos e de E. coli - Parte das amostras de alimentos foi adquirida
no camércio local, da cidade de S3o Paulo; parte correspondeu a amostras de alimen—
tos rotineiramente analisados pela Segdo de Micrcbiolegia Alimentar do Instifirto
Adolfo Iatz. Em ambos os casos, samente foram consideradas as amostras de alimentos
que continham E. ecli, O isolamento de B. coli seguiu a metodologia proposta por
Sack & col. (31), excetuando-se as amostras do Instituto Adolfo Iutz, que foram
analisadas pelas técnicas de rotina para pesquisa de coliformes fecais em alimentos
(10} . A identifjcagao bioguinica das cepas de £. coli foi feita sequmndo recomenda-
gOes de Edwards & Bwing (6), om a simplificacio introduzida por Toledo & col. (35,
36). Foram isoladas 1351 cepas de E. coli, provenientes de 287 amostras diferentes
de alimentos: carne bovina, carme suina, frango, pescado, leite pasteurizado (tipo
B e ‘'especial"), queijo, farinha vegetal, hortalicas, condimentos, sucos naturais
de frutas, alimentos mistos {com compenentes de origem amimal e vegetal) e refei—
¢des prontas. As amostras de carne compreenderam amostras cruas (frescas e congela-
das), bem camo amostras processadas industrialmente.

Sorotipagem para pesquisa de FIEC e EPEC -~ As cepas de E. coli imbveis e negativas
no teste de producio de L-lisina descarboxilase, e todas as cutras cepas de E. cold
isoladas foram sorotipadas para pesquisa, respectivamente, dagquelas pertencentes
808 sOrogrupos de E. coli invasoras e de E. ceoli enteropatogénicas clissicas.

A metodologia empregada foi a de aglutinacdo em l8mina {6}, utilizando-se antiso-
ros contra O sorogrupos classicos (026, 055, 086, 0111, 0119, 0125, 0127 e 0128) e
invasoras {028ac, 029, 0112ac, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0164 e 0167), dz Pro—
bac do Brasil, Produtos Bacteriol&gicos Iitda.

Testes para detecedo das enterotoxinas ST e LT - Parva deteccdo da produgio da toxi-
na ST foi utilizado o teste do camundongo recém-nascido, proposto por Dean & col.
(3). Para a deteccdo da toxina LT, empregou-se a linhagem celular Y-1, sequndo téc—
nica descrita por Donta & col. (4), posteriormente aperfeicoada por Sack & Sack
{30). '
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Pesquisa dos fatores de colonizagao CFA/I e Tabela 1 — Tncidencia de
CFA/IT - A presenca de CFA/I e (FA/II foi E. coli enteropatogénica
pesquisada nas cepas de E. coli enterotoxigé- classica (EPEC), E. coli .
nica isoladas, empregando-se o teste de aglu-— enteropatogenica (ETEC)
tinagdc em 18mina de hemdcias humanas e bovi- e E. ecoli invasora
nas (7, 8). Os resultados positivos foram (ETEC)} em 287 amostras
confirmados por testes de aglutinacdo cam de alimentos examinados,
antisoros especificos.
Sorotipagem das cepas de ETEC — A determina— Mostrasdealimn- w8
cio dos antigenos O e H das cepas enterotoxi~
génicas isoladas foi realizada pelo Dr. Ber— ErC 5 7
nard Rowe, Central Public Health Laboratory, i 1035
Londres. ETE o -
Total 15 5,2

Teste de sensibilidade a drogas - BAsS cepas

entercpatogénicas  isoladas foram testadas

quanto 3 resisténcia a drogas. Seguiu-se ©

método de Bauer & ool. (1), empregando-se 05 Tabela 2 — Caracteristicas das ce-
sequintes discos de antibiograma (Cefar Far- pas de E. ocoli enteropatogénica
maco Diagndstica Ltda.) - amicacina (30mcg), clissica isoladas das amostras de
ampicilina {10mcg), carbenicilina (100mcg), alimentos examinados.

cefalotina (30mcg) ,cloranfenicol (30meg), es- Simbolos: {a) A = Ampicilina; CR
treptomicina  (i0meg), gentamicina (10meg), = Carbenicilina; ET = Estreptomi-
kanamicina (30mcg), nitrofurantoina (300meg), cina; NT = Nitrofurantoina; ST
polimixina B {300 wid), sulfatrim (25mcgd, Sulfatrim; SF = Sulfonamida; TT
sulfonamida (300mcg), tetraciclina {30mcg) e Tetraciclina

tobramicina (10mcg) .

i 2 Alimento de arigem Sorogno RE:”"'&"{;‘;”
1 Salsicha "a® 0125 Sensivel
2 Salsicha "b* 0125 Sensivel
De 1351 cepas de E. coli estudadas, foram F g 0125 AP, CR, ET, NI,
isoladas 22 cepas (1,6%) de E. coli entercpa-— ST, &, T
togénica, das gquais 5 {0,4%) pertenciam ao 4 Frango "b* 0125 Sensivel
grupo das EPEC e 17 (1,2%) pertenciam ac gru- S  leite pasteurizado = 026  ET, TT

po das ETEC. Nao foi isolada nenhuma cepa de
E. coli invasora (ETEC}. Estas cepas de E.
coli enteropatogénica foram isoladas de 15
amostras de alimentos diferentes, indicando gue 5,2% dos alimentos contaminados com
E. coli tinha, pelo menos, uma das linhagens patogénicas deste microrganisme (Tabe-
la 1).

Bs cinco cepas do EPEC pertenciam aos sovogrupos 026 e 0125 e foram isoladas de
cinco alimentos diferentes (Tabela 2). Em relagdo & sensibilidade a drogas, uma ce—
pa, isolada de frango, apresentou resisténcia miltipla a sete drogas e outra, iso-
lada de leite pasteurizado do tipo B, mostrou-ge resistente 4 tetraciclina e es-
treptomicina; as demais cepas foram sensiveis a todas as drogas testadas (Tabela
2).

Das 17 cepas de ETEC isoladas, 13 produziam apenas a enterotoxina LT (LI'ST™) e
as demais eram produtoras apenas de ST {(ETST*). Ndo foi isclada nenhuma cepa pro-
dutora similtaneamente de LT e $T. As cepas de ETEC foram iscladas de 10 alimentos
diferentes, pertenciam a diversos sorotipes e a grande maioria mostrou-se sensivel
3s 14 drogas testadas (Tabela 3). Nio se cbservou a presenca dos fatores de coloni-
zacio CFA/I e CFA/IL em nenhuma das cepas enterctoxigenicas isoladas.

D scussa0

E. coli entercpatogénica fol encontrada em cerca de 5% das amostras de alimentos
que continham E. col? em sua flora microblana natural. Se forem considerados tamban
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os alimentos, nos quais ndo foi detectada contaminacio com E. eolZ, tal frequéncia,
provavelmente, se reduza a metade, ja que, em um cdlculo aproximado, 50% dos ali-
mentos nio apresentavam contaminacio fecal. Estudos desenvolvidos nos BA e am  ou-
tros palses mostraram que a frequéncia destes patdgenos, nos alimentos, pode ser
bastante variavel. Hall & col. (14) e Frank & Marth (11) cbservaram frequéncia  in-
significante de EPEC, a0 contrério de Fantasia & col. (9}, que detectaram EPEC am,
pelo menos, 10% das amostras de queijo analisadas. Relativamente a ETEC, estudos
desenvolvidos nos BHIA {31) e no Brasil (28) , mostraram gue a incidéncia era da or—
dem Ge 5 a 10% dos alirentos de origem animal.

Por cutro lado, frequéncia praticamente nula de ETEC em um grande nimero de ali-
mentos fol observada nas Filipinas (5} e no Ceildc {15).

Muitos s30 os fatores que interferem na quantificacio de F. coli enteropatogdnica
em alimentos, sendo, provavelmente, estes fatores os responsaveis pelas discrepan—
cias observadas entre os resultados dos diferentes pesquisadores. O fator mais sig-
nificativo pode ser a inadequacéo dos métcdos empregados para isolamentc e identi-
ficagdo de E. coli entercpatog@nica em alimentos (22). Esta deve ter sido a. razio
principal da impossibilidde de se detectar FEIEC nos alimentos estudados, wna vez
Que estas cepas sio, cam frequéneia, ndo fermentadoras de lactose, ou fermentadoras
tardias deste aglcar, sendo portanto, eliminadas durante as anilises rotineiras pa—
Ta isolamento de E. coli, sempre baseadas na capacidade de fermentacio de lactose.

As cepas de EPEC iscladas pertenceram a apenas doig sorogrupos: 026 e 0125. Estes
sorogrupos san esporadicamente associados 3s gastrenterites infantis, sendo mais
frequentemente envolvidos os scrogrupos 0111 e 0119 (34), nio detectados no presen—
te estudo. Neste aspecto, evidencia-se que os alimentos devem contribuir apenas com
wa  pequena parcela na transmissdo destes patdgenos, acreditando-se que a via de
contaminacao mais importante seja o contato direto entre individuos infectados
37).

A frequéncia de ETEC, nos alimentos, foi da ardem de 3,5%. Consideradds somente
os alimentos de origem animal, esta frequéncia é de cerca de 5%, resultado bastante
semelhante ao encontrado por cutros pesquisadores (28, 31). As cepas de ETEC repre-

 sentaram a grande maioria {77%) de enteropatogénicas detectadas nos alimentos. A
majoria (76%) produziu samente a toxina LT. N3o foram observadas cepas capazes de
produzir, simultaneamente, as toxinas LT e ST. Este fato j& havia sido observado
anteviomente (31), verificando-se que 58%.das ETEC jsoladas de alimentos de origem
animal produziam scmente a toxina LT. Em nosso meio, resultados semelhantes foram
cbtidos (28), também relativos a alimentos de origem animal. Fm estudos realizados
em S3o Paulo, sobre a frequéncia de isolamento de ETEC em criancas com gastrenteri-
te, verificou-se que cepas de Z. coli produtoras de LT e ST ou gpenas de ST foram
isoladas scmente de casos de diarréia, enquanto que amostras produtoras apenas de
LT foram mais frequentes em criangas controle (13, 26). Portanto, permanece ainda
poucc  esclarecide o papel das cepas enterotoxigénicas, produtoras apenas de LT na
etiologia da diarréia endSmica em nosse pals. No entanto, miitos dos surtos de gas—
trenterite, provocados pelo consumo de dgua ou alimentos foram causados POr cepas
que produziam somente a toxina LT (2, 19, 38). Consequentemente, a predomindncia
deste tipo de FIEC nos alimentos nio pode ser desprezada, apesar de surtos desta
egpécie ndo terem sido ainda relatados no Brasil.

Os sorotipcs das cepas enterctoxigénicas, isoladas dos alimentos, nac correspon-
dem aqueles mais frequentemente, associados 3 diarrdia endémica em nosso meio (13,
27) , bem coamo em outros paises (24, 25). Isto se deve, provavelmente, ao fato da
radoria das cepas serem produtoras samente de toxina [T, sabidamente pertencentes a
wa grande variedade de sorotipos (13, 24, 27). Além disso, grande parte das cepas
n3o puderam ser sorotipadas. Entre as cepas produtoras de toxina ST, detectou-se
algumas do sorotipo 0149, ja encontradas anteriormente em alimentos, porém associa-
dos a antigeno H diferentes (28, 31).

O fate da maioria das cepas de ETEC ser produtora sarente da toxina LT explica a
auséncia dos fatores de colonizacdc CFA/I e CFA/II. Este fenfmeno foi também veri
ficado em cepas isoladas de fezes e de alimentos (18, 26). Esta propriedade, porém,
pode ndo ser fundamental para a patogenicidade de ETEC, uma vez que cutros fatores,
ainda néo descritos, podem estar presentes.

Até o mamento ndo existe, em nosso pals, nenhom estudo schre a etiologia da
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réia do viajante”, ndo se sabendc se ¢ Brasil apresenta semelhancas com cutros
paises latincamericanos, ocmo O México, nos quais esta sindroame & causada primor-
dialmente por ETEC (23}. Caso assim seja, a importincia dos alimentos, como via de
disseminacio destes patduencs, poderd acentuar-se, Uma vez que a frequéncia de ETEC
neles chservada fol significante.

As cepas de EPEC e ETBC, isoladas de alimentos, foram em sua maioria, sensiveis
aos antibifticos testados. O isolamento de algumas cepas resistentes a uma ou mais
drogas, en alimentos de origem animal, pode tex sido causadc pelo uso freguente de
antibioticos adicionados & racio de animais, como tambén pelo uso indiscriminado
destas drogas, na pratica médica e veterinaria, responsével pela selegio de cepas
resistentes.

Talvez wais importante do que a frequdncia can gue foram isoladas dos alimentos,
& o fato das cepas enteropatogénicas de Z. ¢oli terem sido isoladas de alimentos
prontos para consumo, OS qUAls nao requerem nertwn tipo de tratamento termico adi-
cional. Por outro lado, varios alimentos sdo, muiitas vezes, consunidos sem terem
sofrido o tratamento térmico necessério para a destruicao das cepas patogénicas
eventuglmente presentes.

Considerando—se todos os aspectes acima mencionados, permanece ainda pouco <laro
o verdadeiro papel dos alimentos na disseminacio de E. colz, responsavel por surtos
de diarrdia no hoamem e em animais. Acredita-se cue noves dados poderdo surgir, a
partir do momento ar que a metodologia para isolamento e identificacao de amostras
enteropatogénicas em alimentos for mais adeguada.
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Resuamo

Todas as cepas foram sensiveis ao cloranfenicol e sulfato de
colistina e resistentes a sulfazotrim, bacitracina e penici-
lina; por ourre lado, verificou-se resistencia parcial a2 te-
traciclina (77,1%), acido nalidixico (18,07), nitrefurantoina
(2,167), amicacina {1,44%) e cefoxitina (0,7%).

SEmary

Sensitivity to 10 antimicrobial agents was tested with 139
straing of Salmonella, belonging to 32 serotypes, isclated
from meals of animal sources

All the strains were resistant to trimethoprin-sulfamethoxa—
zole, bacitraein, penicilling partial resistance to
tetracycline (77,1%), nalidix acid (18,0%), nitrofurantoin
(2,16%), awikacin (1,44%7) and cefoxitin (0,7%), while all
were sensitive to chloranfenicol and celistin sulphate.

Introducio

Os antibiGticos tém sido valiosos instrmentos na Iuka contra os microrganismos.

Maitas cegpas adquiriram resisténeia acs agentes antimicrobiancs e transferiram-na
ace seus descendentes (11). Tal situacdo agravou~-se oan 0 use indiscriminado de
drogas em terap@utica e em ragdes como estimulantes de crescimento (9).

Lakhotia & Stephens (14, 15), estudando a sensibilidade de cepas de Saimonella
isoladas de aves e de ragdes, a antibidticos, observaram maior percentual de resis-—
téncia em cepas iscladas de perus, devido ao uso comum de ragdo contendo antibisti-
cos. Varios pesquisadores (12, 13, 18) verificaram um acréscinme no isolamentc de
Cepas resistentes aos agentes antimicrobianos, devido ao seu uso indiscriminadc, em

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 16(1):56-60, Jan./Mar. 1985,
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raches para animais.

Diante da escassez de bibliografia nacional, concernmente & sensibilidade a anti-
bidticos, apresentada por salmonelas, isoladas de ragbes ou de seus componentes,
delinecu-se o presente trabalho, gue tem como objetivo principal pesquisar a sensi-
bilidade de sorotipos de Salmomella, eventualmente detectados em farinhas de origem
animal, a diferentes agentes antimicrobianos.

Material e Metodos

Foi testada a sensibilidade de 139 cepas pertencentes a 32 sorotipos de Salmonel-
la, isoladas de amostras de farinha de origen animal e destinadas 4 fabricagan de
racoes (Tabela 1).

Bs cepas foram submetidas a testes de sensibilidade a substancias antimicrcbia—
nas, sequndo a técnica descrita por Bauer & col. (2). Foram empregados dlscos im-
pregnados com 10 antimicrobianos: Acido nalidixido (30meg), amicacina (30mg) , baci-
tracina’ (100N}, cefowitina (30meg), penicilina (100N) , sulfazotrim {25mcg), tetra-
ciclina (3Gmeg) , nitrofurantoina (300meg), sulfato de colistina {10mcg) e cloranfe-
nicol (30meg).

Resultados e Discussdo

O comportamento de cada cepa estd registrado na Tabela 2. Todas as ¢epas foram
resistentes a sulfazotrim, bacitracina e penicilina, cam resisténcia parcial em di-
ferentes niveis as drogas: tetraciclina {77,1%), &cido nalidixico {18,0%), nitrofu-
rantoina (2,16%), amicacina (1,44%) e cefoxitina (0,70%). Por cutro lado, verifi-
cou-se sensibilidade total com relagdo ap sulfato de colistina e a@o cloranfenicol.

Tabela 1 - Distribui- Grupo  Sorotipoe Farioba — Total
el 2 Pena Osso au
cao dos sorotipos de carne % ea ey
Salmonella de ac_o¥do 5. bredaney
COm © grupo sorologlco 5. agona
e sua frequenciz nas § achuonsengrind
S,
s

pena  Viscera

~ . san~diego
lLierentes materla . typhimerium
dif t £ s himert
primas examinadas

I T I T R |

E A T I I I |

WL 4,120

. infantis 014%
. chio

. montevideo

. tennessee

. tennessee 014%
. mbandaka

. mbandaka 014%
. inganda

. Zsangi 014%

. oranienburg

newport
. kentucky

Ct

N T L L I I B B )
I T T T T T T T T O N S I |

[ 2 T T T T T I S I
E N T T T N O I S |

<2
€3

B i Dk o = RO N R AN S e OVOR

. etmgbuettel ]

1
I
]

neg

. anatum

. lexington

. meleagridis
.I 3,10:1, vi-

. birza

[ B |
-
(=]

§ =11
[ I B |

E2

FI T I I
1
-

v o

. genftenberg
havana
Grpensis
cubana

G2

[ IS T |
t
1 - =
-
-~

. madelia

L

. cerro

e D o www = 0 Sl e B oS ] S]] AN e
1
1
'
1

3
3.
5.
s
S
3.
.
5
S
5.
g
g
5
S. panamd
i
s
s
s
S,
8.
s,
ES
g
8
S,
5.

. minneagta
Tetal
3¢ sarotipos {32) 28 6 6 2 1

=
=
w0
-
~3
-
o
¥
-
-
Ly
w




58

A resisténcia de salmonelas aos agentes antimicrobianos tende a um crescimento
ainda maior devido a pratica, atualmente muito comum, da adicac de antibidticos em
ragdes para animais, como promotores de crescimento (9, 12, 12, 14, 15, 18}, o que
para Van Ieeuwen & col. (28) constituiu-se no principal motivo do surgimenzo de ce-
pPas resistentes de Selmonzlie na Holanda. Estes autores constataram que apds a
proibigan do uso de antibibticos na ragao, houve um decréscimo no nimere de cepas
resistentes naquele pafs, Ainda, com relacdo a esse aspecto, é importante realcar
que a resisténeia adquirida a transferivel, entre as bactérias gram-negativas (10,
16} .

O aparecimento de microrganismos resistentes provoca consequéncias indesejaveis,
como o surgimento de cepas muiltiresistentes, de dificil controle {22) e capazes de
colenizar o trato entérico dos animais e do homem, mesmo na aus@ncia de pPressac se-
letiva de antibidticos (11).

As salmonelas estudadas nesta pesquisa {(Tabela 2) foram todas resistentes 3 baci-
tracina, a penijcilinag e 3 sulfazotrim {trimetoprim-sulfametoxazol) . Especificamen—
te, no que concerne & bacitracina, a literatura consultada nada registra; sntremen-
tes, com relacdo & penicilina, os resultados desta pesquisa est3o corroborados no
relato de Vanderpost & Beel (27).

Todas as cepas mostraram—se resistentes 3 sulfazotrim, divercindo dos resultados
de Duck & col. (7) e de Falko & col. (8), cujos achados revelaram, respectivamente,
sensibilidade total e resisténcia parcial (5,3%) & sulfazotrim.

A resisténcia d tetraciclina & citada ma literatura consultada variando de 0 a
72% (1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 18, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 29); entretanto, o percentual obtido no presente estudo atingiu teto mais ele-
vado (77,1%).

A resisténcia apresentada ac acido nalidixico (18%) também foi superior acs Indi-
ces citados na literatura consultada (3, 8, 19, 21, 22, 24, 25).

O percentual de resisténcia que os sorotipes de Sulmonelle apresentaram & nitro-
furantoina (2,16%) & similar aqueles descritos na literatura, os gquais oscilaram
entre zero e 2,5%{1, 6, 14, 18, 25, 26, 2%}; todavia niveis de resisténcia mais
elevados j& foram descritos, oo o relatado (14,27%) por Coignoul & col. {3).
Tabela 2 — Nimero e percentual de resisténcia a antimicrobianos de cepas
de Salmonella iscoladas de amostras de farinha de origem animal
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Todas as cepas Qe Sulmonella testadas por Cox (6) foram sensiveis & amicacina,
enquantc que nesta pesquisa, foi possivel notar resisténcia an 1,44% das cepas es—
tudadas.

A resisténcia ézqefo.x:i'ftina foi de 0,7% e nenhwma referéncia a essa droga foi en-
contrada, em tal sentido, na literatura. )

Acampanhando os niveis de resisténcia ao cloranfenicol, descritos na bibliografia
consultada, que variam de zero a 3,45% (1, 3, 4, 6, 7, 8, 12, 13, 14, 16, 18, 19,
20, 22, 24, 25, 26, 27, 29), todas as cepas examinadas {(Tabela 2), mostraram—se
sensiveis ac referide antibidtico, ambora havendo citacdes de percentuais de resis-
téncia superiores aos acima.mencicnados, ou sejam de 8,3% (21), 50% (8) e 67% {5}.

Os relatos a respeito da sensibilidade de salmonelas &o sulfato de colistina
apontamno  como e excelente antibidtico, com indices de resigténcia oscilando en—
tre zero e 2,1% (6, 11, 24, 25). Tal assertiva pode ser corroborada nos gdados da
presente pesquisa, em que todas as salmonelas estudadas revelaram—se sensiveis ao
referido antibidtico. Todavia, Pessoa & col. {21}, estudando salmoneias de origem
hmana isoladas de coprocultura, obtiveram indices de resisténcia de 11,22%.

No Rrasil, dentre os antimicrobianos estudados na presente pesquisa, penicilina,
bacitracina, furazolidona, tetraciclina e, em menor escala, sulfato de colistina,
3o usuzlmente adicicnados 3s reacGes comerciais; cloranfenicel, sulfazotrim, ni-
trofurancs e tetraciclina, sdo utilizados em teraplutica veterinaria.

Considerando os dados cbtidos, apenas cloranfenicol e sulfato de colistina  podem
ser empregados = com seguranca, em terapdutica veterinaria. Ressalta-se também, gue
os niveis de resisténcia a antimicrobianos, apresentados pelas cepas de Salmomella
estiudadas nesta pesquisa, mais que uma sugestdo de qual droga seja mais eficaz, de-
monstra o efeito nocivo do uso indiscriminado e inadequado dessas drogas.
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Summary

Standard methods for isolating Chlamydia trachomatis using
centrifuged, cycloheximide-treated McCoy cells are expensive
and time consuming. We compared the standard mwethod to one
that uses untreated McCoy cells in suspension without
centrifugation or preinoculation.  The standard method
detected all of 22 C. trachomatis stock strains compared to

21 of 22 in the cell suspension method. Of 44 positive .

clinical specimens, 28 were detected by both methods, 11 by
‘the standard method only, and 5 by the cell suspemsion method
only. Unsatisfactory cultures were more COmMmON (p<.01) in the
cell suspension method (47/214)} compared to the standard
method (19/214). We comclude that the cell suspension method
may be a reasonable alternative to the standard method. The
problem of unsatisfactory cultures needs further study.

RFesumo

Metodo simplificado 7 para o isolamento de Chlamydia
trachomatis usando célulag em suspensao

0 método, atualmente empregado para o isolamento de Chlamydia
trachomatis e que requer o uso de centrifugacdo e ceélulas Me-
Coy tratadas pela cycloheximide, foi comparado com um outro
mais simplificado o qual ndo requer tratamento das ceélulas,
pré-incubagdo e cemtrifugacac. O método padrao detectou todas
as 22 cepas da colecdo estoque de Chlamydia, comparado com 21
detectadas pelo metodo das células em suspensdo. Das 44 amos-
tras clinicas positivas, 28 foram detectadas por ambos, 11
someate pelo método padrdo e cinco pelo método alternativo,
Culturas insatisfatdérias foram detectadas mais comumente
(p<.01) mne move metodo (47/214) em comparagdo com o método
padrdo (19/214). O metodo de células em suspensao pode ser
uma alternativa razoavel para o isolamento de (. trachomatis.
0 problema das culturas insatisfatorias merece um tratamento
especial.

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 16(1) :61-65, Jan./Max. 1985.
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Introduction

Most often, Chlamydia trachomatis 1s isolated using a system that includes
centrifuged cyclcheximide—treated McCoy cells in flat bottom vials or microtiter
plates (2, 5, 7). Our previous report dJdescribed both the substancial cost and
amount of time requirved to isolate €. trachomatis by this method in a public health
laboratory (6). These factors, as well as the cumplexity of the standard method,
led us to evaluate alternative methods for simplifying the isclation of .
trachomatis. In this report, we describe one altemative method using untreated
McCoy cells in suspension {3, 4).

Material and Methods

The standard method utilizing centrifuged cycloheximide—treated McCoy cells and
the proposed method, utilizing McCoy cells in suspension, were evaluated in two
phases: (1) with specimens from stock cultures and (2) using clinical specimens
from women attending and STD clinic.

Collection and handling of specimens - Twenty-two previously isolated C.
trachomatis positive specimens were randomly selected for this evaluation. The
specimens were divided into aliquots of approximately 0.5ml, and each pair of
specimens was assigned different numbers from a computer—generated random mumber
table. The investigator (WW) assigning mumbers to the vials was Qifferent from the
investigator interpreting the specimens (IR); and thus, the blinding of the
laboratory was assured.

Cervical specimens were collected from 214 women attending the DeRalb County SID
Clinic, Decatur, Georgia. Specimens were collected with cotton—tipped wooden swabs
{Torrent Corp., Wisconsin). Swabs were placed into 1 x 100mm glass tuabe containing
two ml of precooled sucrose-phosphate medium, supplemented with 10ug/ml gentamicin,
100ug/ml  vancomycin, and 25U/ml nystatin. The tubes were held at 40C and, vortexed
within 1 to 2 hours. The swabs were then discarded and the specimen was aligquoted
into 2 tubes, each containing approximately &ml. These tubes were then frozen at
=70°C mtil the study wes conducted. One of the investigators, likewise, using a
random muber table, blinded the laboratory investigator to which specimens
repregented pairs.

Table 1t -~ Number of inclusions in e oF inieed
cycloheximide-treated McCoy cells in monolayer permmsh‘?m‘s
and untreated McCoy cells in suspension using 10 10-99 >100 Total
stock strains of C. trachomatis Cyclcheximide-trexted
MoCoy cells 3 5 14 22
poelmmons g
Table 2 - Number of Chlamydia-posi- Eositive specimens Unsatisfactory specimems”
tive and unsatisfactory -cultures rethed Women, {N-214) Homen (5-214)
detected by cycloheximide treated Mnolayer {+)
McCoy cells in  monolayer and cell suspension (+) 28 {13%) 12 (5.61%)
untreated McCoy cells in suspension. mm};m = 1 (5.14%) 07 {3.27%)
Symbols: #* = Gross bacterial or Morolaver (-}
yeast contamination or >85% cell saspension i) 05 (2.348) 3% 6.3

~destruction of cells Total 44 (20.5%) 54 (25.08)
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Table 3 — Comparison of ~ time Figure 1 — Inclusions bodies in untreated
needed to culture clinical McCoy cells, cells in suspension method, 48
specimens for Chlamydia hours, iodine stain

trachomaiis using the cell

monolayer and cells in suspension
methods.

Sywbols: * = Assuming 2 vials pex
specimen for 100 specimens

Steps Cycloheximise
Treatment Mo treatment
Time {hours)
Incubation of 72 a
seeded vials
Inoculation of 1 3
specinens®
Centrifugaticn 1 i)
Treatment of celis ard 1 4
replacement of mediu
Incubation pericd 48 48
after inoculation
Iodine staining® 2 2
Reading of stainei 20 20
m_mnlayer
Total 145 il

Media and cells - For both phases of the trial, wcCoy cells were obtained £from
OC's cell culture laboratory and were grown in Eagle's CDC modified medium with
Farle salts, supplerented with ZmM L-glutanine, 10 percent heat-inactivated fetal
bovine serum {pretested for chlamydial antibodies), 50ug of gentamicin (Sigma
Chemical Co., St. Louis, sissouri) per wl, 2ug of amphotericin B (E.R. Squibh and
Sons) per ml, and 7.5 percent sodium bicarbonate so as to adjust the pi fom 7.2 1o
7.4, For the inoculation of both stock cultures and clinical specimens, the growth
medium was further supplemented with Hepes puffer {0.02wl) and 0.06 percent
glucose. Cycloheximide (Sigma Chemical Co., St. louis, Missouri) was used for
treatment of cells in the standard method.

fell monclayer method — One ml of growth medium containing 1.5 x 10° cells was
dispensed onto 12mm Ne 1 thickeness, glass cover slips (Belico Glass Co., Decatur,
Georgia) . The vials wers incubated at 369C for 72 nours. Before inoculation of the
isboratory of clinical specimen, the mediwm was discarded, and 0.7ml of the
inoculum was added to the monolayers. Specimens were then centrifuged for 1 hour at
3,000g at 36°C. Fresh medium containing cycloheximide 2ug/ml was added to each
vial, and specimens were then incubated for 48 hours prior to staining and reading.

Cell suspenston method - Cell were kept constantly spinning in a yound flexa-mix
magnetic stizrer at low speed during inoculation. One ml of medium containing
1.5x10° cells/ml was seeded into 1-dram vials with 12mn  cover slips. Vials were
imediately incculated with 0.1ml of the laboratory clinical specimens in 2-57
redivm and the cells alliowed to settle. Specimens were then incubated for 48 hours
at 360C prior to staining and reading. All specimens were staining by the icdine
method described in the COC manual for chlamydia isolation (2).

Sz_tatistical arjaalysqls - Chi square contingency table analysis was used to test for
d:n.fferegces in positive cultures and wnsatisfactory cultures between the cell
suspension method and the monolayer methods.



64
Resuits

There was no statistical difference in the ability of each method to isclated
chlamydia from stock cultures. Twenty-one of 22 positives were detected using the
cell suspension method; all 22 were identified using the standard cell monolayer
method. Likewise, there was no statistical difference in the mumbers of inclusion
forming units when the two methods were used {p<.4} (Table 1). The mumber of
inclusions with the standard method ranged fram £ to 1,445 per coverslip (mean
count = 504.28). In the untreated cells methods, the mmber of inclusions ranged
from 12 to 1,562 {mean count = 450.14).

In the evaluation of clinical specimens, 44 women were positive by one or both
methods  (Table 2). The cells in suspension method detected 33 of these positives,
whereas the monolayer method detected 39 positives (p>.2000). Eleven specimens were
positive by the standard method only, five were positive by the wmtreated cells in
suspension mwethod cnly, and 28 were positive by both methods (Table 2). Except for
smaller and darker inclusion bodies in the cycloheximide—treated cells, the
appearance and morphology of the cells in the cell suspension methed were similar
to those in the standard method. The cells were elongated and separated with a
large cytoplasm. Inclusion bodies were dark, granular, and well—centered in the
cytoplasm (Fig. 1).

A significant difference in the proportion of cultures that was reported as
umsatisfactory (gross bacterial or yeast contamination or destruction of greater
than 85% of the cells) occured between the two methods. In the cells in suspension
method, 47 of 214 specimens were unsatisfactory when compared to 19 of 214 in the
monolayer method (p<.01).

Di .

All currently available cell culture methods for the isolation Qf C.  trachomatis
use centrifugation of specimens into cells already in menolayers (1, 2, 5).
Centrifugation is believed to change cell surface characteristics and enhance
chlamydial infection of the cells (1}. The centrifugation cell culture method,
however, is time-consuming and requires expensive centrifuges, which makes the
isolation of chlamydia impractical in many laboratories in the United States and
developing comtries.

In this study, we explored an alternative technique, using cells in suspension
without centrifugation as an in vitro model for infection in vivo., We found that
cells, when kept in suspension, were as suitable for chlamydial infection and
propagation as cells used in the centrifuge-assisted method. Similar findings have
beers reported by Harper & col. {3) and Reddish & col. {4) . The cells in suspension
method eliminates three major steps from the usual cell culture approach (Table 3).
First, after seeding the wials, incubation for 72 hours is anitted; second,
specimens are not centrifuged after inocculation: and third, the treatment of cells
and replacement of the medium are not required. Based on our previous experience
{6} it is possible o report results of chlamidial cultures at least 72 hours
earlier, thereby potentially contibuting to inproved patient management.

The difference in the proportion of cultures that was either grossly contaminated
or that had virtually complete destruction of cells is not easily explained. The
absence of centrifugation and replacement of the wedium in the cell suspensicn
method may have contributed to the escess proportion of cultures that were reported
as wsatisfactory. To solve this problem we suggest centrifugation (for 10 minutes
at 800rpm) of specimens considered wnsatisfactory (due to acidity or turbidity)
before inoculation.

Although the sensitivities of the two methods appear equivalent, neither method
detected more than 84 percent of the total mumber of positive specimens. It is
clear, therefore, that current cell culture techniques are less than ootimally
sensitive for chlamydia detection.

In sumary, this study shows that the traditional cell culture system for the
identification of Chlamydia trechomatis can be simplified without a significant



65

loss in sensitivity. In addition to the advantages of reduced cost and increased
simplicity, this method may allow for a high antigen yielding system {3}, since
isolates may be passed repeatedly in plastic flasks, producing many inclusions.
Further evaluation of this method is necessary, however, to better define and,
address the problem of contaminated cultures.
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Sy

Change im the saturation of eighteenw-carben facty acids
(C18) of cell culture was studied after Vaceinia virus
infection. It is shown that Vaceinia virus produces a relative
decrease in the saturation of C18 farty acids as deteected by
gas~liquid chromatography. This change was observed 2h after
infection with high multiplicity of infection. Alteration in
the host <cell membrane properties due to desaturation of
farty acid constituent is discussed in terms of the
cytopathic effect and cell permeability.

Resumn

Insaturagae de aeidos grazos C18 indumida pelo virus Vaceinia
em celulas vero

As alteracbes na saturac3c de acidos graxos de dezoito carbo-—
nos de cultura de células foram estudadas apds a infecglo com
o virus Vaceinia. O estudo por cromatografia Iiquido-gasosa
mostrou que o virus produz uma relativa diminuic3o na satura—
¢ao dos dcidos graxos C18. Este efeito foi observado 2 horas
apos a infeccao com zlta multiplicidade de infeccio. As alte—
racbes nas propriedades de membrana de células hospedeiras
causadas pela dessaturacdo de acidos graxos, sao discutidas
em termos de efeito citopitice e permeabilidade celular.

Imtroduction

The physical state of rembrane lipids has been shown to be an important factor in
many cellular processes. The long chain fatty acids (FA) with 16 (C16) and 18 (C18)
carbon atoms make up 70-80% of the FA extractable fram the lipids of animal cell.
The physical properties of the biological merbranes, v.g. fiuidity, dependent
significantly on the carbon chain length and the degree of saturation of the
constituent FA. For example, the melting point of the saturated C18FA (C18:0),
stearic acid is 69°C, while its umsaturated counterpart with one double bond
(C18:1) oleic acid is 14°C (3). It has shown that catalytic hydrogenation of
unsaturated FA leads to decreased membrane mobility (2).

Rev. Microbicl., Sao Paulo, 16(1}:66-69, Jan./Mar. 1985.
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It was recently found that viruses affect the saturation of the FA in infected
cells. Virulent strains of Newcastle disease virus (NDV) produced a drastic and
progressive increase in unsaturated FA, while the avirulent strains failed to do
so. It was suggested that the higher fusogenic capacity of the virulent strains was
a function of higher mobility of the cell membrane due to increase of unsaturation
{1). It was also found that Sindbis and Coxsackie viruses induced the cpposite
effect, viz. a reversible increase in the saturation of the C1 A (5, 6). In this
study we show that Vaccinia virus causesa relative increased usaturation of the
C18FA.

Material and Methods

Cells and virus — The seed of verc cells was parchased from Flow Laboratories, U.K.
and used at passage 30. The cells were grown in Eagle's HEM supplemented with 5%
foetal calf serum (FCS), (Gibco Eurcpe, Glasgow).

Vaceinie virus strain IDW (fusogenic strain) was supplied by the clinical
laboratory of the Department of Virclogy of the Royal Posgraduate Medical School.
¢ was grown in vero cells to titre of 0.5x107 PFU/ml.

Infection of the cell cultures - A serie of 25cm’ tissue culture flasks (Falcon,
USA), containing monolayers of vero cells at approximately 70% confiuence was
snfected with Vaceiniq virus at m.o.i. of 50, after washing once with warm PBSA.
The cultures were maintained at roam temperature for an hour for adsorption. For
control, several cultures were mock infected. After adsorption cell sheets were
wached three times with warm PBSA and overlaid with 4ml of prewarmed maintenance
medium, supplemented with 0.5% FCS and 25mM of Hepes buffer, and incubated at 27°C.
At timed intervals the supernatant fluids of the cultures were harvested and kept at
-70°C for plague assay and the cell sheets washed with cold PBSA and harvested with
4l of PBSA. Following three consecutive cycles of freezing and thawing of the
cultures the samples were extracted by organic solvents. Non-infected cultures were
processed in the same way.

Gas-liquid chromatography (GLC) - The FA of the hamogenized cultures were
extracted, saponified and methylated as previocusly described (6).

The FA methyl esters were separated by GIC in a Pye Unicam chramatograph series
204. Matched 1.4m x 4mm i.d. glass colunns (Pve Unicam, UK) packed with 3% OV1
(dimethyl silicone qum - Applie@ Science Lab., Penn., USA) on 100/200 mesh
Chramosorb Q (Applied Science ILab., Penn. USA) were used. The temperature was
programmed for an initial 4-minute isothermal period of 160°C followed by a rise
of 4°C/min to 2400C. Witrogen was used as the carrier gas at a flow rate of
30ml/min. and detection of FA methyl esters was by flame ionisation. Identification
of FA was by camparison of retention times and co-chramatography with authentic FA
methyl esters (Sigma Chem. Co., USA). The ratic of peak area of saturated C18FA
(C18sat.) over the cambined peaks of the wnsaturated C18FA (C18unsat.) is referred
+o Saturation Index (SI), and the peak areas were worked out as previously
described (5).

Chromium release and plaque assay - The methods for detecting chromius release and
for plagque assay were performed as previously described (5).

Results

In order to study the effect of DMA - containing virus on the C18FA of the host
cells we chose Vaceinic virus/vero cell system, for the wvirus possesses a
pseudo-envelope and is highly lytic to this cell culture. Fig. 1 shows that
Vaceinia virus produced a decrease in the C18 Saturation Index (C18SI) during the
course of infectien. The continuous decrease in C185I was ocbserved 2h after
infection up to 14h when it stabilized at a C185I of about 1.0, and remained
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constant up to 24h p.i. The level of C18ST in the control cells remained conskant

Throught

the experiment at sbout 1.7. It is shown that at the m.o.i. used in the

experiments the CPE appeared (indicated by arrow) by the time the decrease in the
C183I was first detected, i.e. 4h after infection. Infectious virus started to be
released in the supernatant fluid 6h after infection and this was followed by an

exponential phase in virus growth wp to 14h.

By 24h a maximal titre of

approximately 107 PFU/ml was detected. The abnormal leakage of radicactive chramium
was observed when CPE appeared and over the next 20h p.i. approximately 85% of the
radicactivity incorporated in the infected cells were released. It is noteworthy
that abnormal leakage of chromium preceded the release of infectious virus.

Di -

It is of wvital importance
that cells keep their membrane
in optimal, physiological
conditions in order to preserve
membrane-associated  processes
and to secure cell integrity.
Biological membrane  studies
have shown that lipids of
membrane play an oustanding
role in its fluidity . The
fluidity of membrane depends
largely on the degree of
saturation of the constituent
FA,

The present study has
revealed that highly fuscgenic
strain of Vaceinia virus
produced a relative increasein
usaturated C18FA of infected
Cells., Similar result was
previously obtained in chicken
cells infected with fowlpox
virus {4). Both studies seem to
indicate that wviruses of the
same family induce similar
effect on the FA.

The desaturating effect of
Vaccinia virus on the C18FA of
the host cell may be associated
to the fusion process due to
increase fluidity of Vaceinia
virus-infected cell membrane.
This finding is supported by a
drasgtic and progressive
‘increase in msaturated FA of
Newcastle disease virus (MW} -
infected cells which correlated
well with their greater
fusogenicity (1).

It is interesting that in
Vaceinia  virus-infected wero
cells (Fig. 1) the decrease in
CI188I . is foliowed by the
release of infectious. wvirus
particles which shows that the
desaturating effect is

Figure 1 — Kinetics of €i8sat./Cl18unsat. ratio,
virus replication and cell leakage in Vaceinia
virus—infected verc cells.

Symbols: The cells were infected with 50
PFU/cell and yields of virus were determined at
the indicated intervals (A); *'Cr release counts
in infected (o} and control cells (e); the
Saturation Index (C18sat./C18unsat.) was
obtained by gas-liquid chromatography in

infected (o) and control cells (®W); arrow
indicates the time cytopathic effect was first
detected
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dependent on viral replication. The reason why SI stabilizes after 14h p.i. is not
known although virus particles were still produced.

The decrease in SI is followed by an exponential increase in virus yield which
could mean that increased fluidity of the membrane enhances virus budding and
therefore release of infective particles. The cytopathic effect represented by
rounding and fusion of the cells showed a close association with the changes in FA.
The high capacity of syncytia production in  Veeeinia virus-infected cells is
possibly due to increased membrane mobility as suggested elsewhere ({1). The
cambining fluidity and mobility of the cell membrane brought about by Vaceinia
virus wmsaturating effect may induce overleskage of cell content as detected by
chromium release assay. It is therefore suggested that the replication of Vaceinia
virus alters FA saturation early in infection which in its turn induces changes in
cell morphology including syncytia formation and increased cell permeability.
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Ciark, D.P.; Lorowitz, W. & Croman Jr., J.E. - Genetic deregulation of
ethanol-related genes. In: — Hollaender, A.; DeMoss, R.D.; Kaplan, S.; Konisky, J.;
SBavage, D. & Wolfe, R.5., eds. - Genetic engineering of microorganisms for

chemicals. New York, Basic Life Sciences, vol. 19, p.363-369, 1981.

Os autores obtiveram mutantes de Escherichia coli capazes de usar etanol, algumas
cano fonte de acetato e outras, também, como Unica fonte de carbono. Essas mutantes
{adhC} produzem alcooldesidrogenase (ADH) e acetaldeido Cod desidrogenase  (ACDH) ,
en altos nivels, tanto em aerchiose comy em anaerchiose.

E estudado o efeito repressor de nitrato sobre a produgdo das enzimas citadas,
ban como o efeito repressor da mutacdo adhC schre a producio de nitrato redutase,

Os autores sugerem, usando resultados préprics, bem como da literatura, ue ADH e
ACDH tem alguma interacdo estrutural e mostram que ACDH s3 & ativa quando associada
& ADH. Essas enzimas constituiriam um sistema de sequranca das céliilas contra acu—
mldagdce do toxico acetaldeido, .

No capitulo se estudam aspectos da regulacdo do uso de etancl por E. coli e os
autores perguntam se essa bactéria nfo poderia ser usada para produzir etanol.
Afirmam possuir cepas de E. coli resistentes a 6% (m/v?) de etanol a 37¢C e que se-
ria possivel a selegdo de cepas ainda mais tolerantes. Lembram que E, ¢oli cresce
bem em meios com xilose: que esse carboidrato exerce uma repressic catabdlica mini-
ma, e assim, ndo afeta os niveis de ADH e ACDH, o que abre a interessante possibi-
lidade de producio de etanol em meios de xilanas (certamente apds sua hidrélise) -
abundante produto do processamento de madeira.

A leitura atenta do capitulo aqui ccmentado, pode sugerir boas idéias de pesqui-
sas, principalmente no campo da genética microbiana aplicada 3 tecnologia das fer—
mentactes.

José Otamar Falcao de Morais
Dept? de Antibidticos UFPE
Cidade Universitiria

50000 Recife PE

Coats, J.H. - Models for genetic manipulatiom of Actynomycetes. In: - Hollaender,
A.; DeMoss, R.D.; Kaplan, J.; Savage, D. & Wolfe, R.S., eds. — Genetic engineering
of microorganisms for chemicals, New York, Plenum Press, Basic Life Sciences, wol.
19, p.133-142, 1981,

O autor comenta inicialmente, que recombinacio gendtica tem sido dificil demons—~
trar oom actinamicetos até recentemente, em que pese, que mais de 3.000 antibidti-
cos, inciuindo a medoria daqueles de utilidade clinica, sao produzidos principal-
mente por cinco géneros desses microrganismos (Micromonospora, Noeardia, Stvepto-
verticillium, Streptosporangiunm, Streptomyces).

_Bstudos picneiros, e de resultados ainda limitados, s3o citados em relagido aos
metodos  de conjugagdo, fusdo de protoplastos, transformacao e transdugio, no rela—
tivo a recambinagdc genética.

_ As técnicas de clonagem de INA em Streptomyjces sdo referidas cam um pouco mais de
enfase, tanto car a utilizacdo de plasmidios camo de actinofagos cowo vetores. Os
resultados mals interessantes quanto a plasmidios, sio devidos a dois desses ele-
mentos que, embora cripticos, revelam sua presenca em um receptor transformado, por
un processo designado “Zigoze letal", que se traduz por zonas estreitas de inibigie

{"pocks") em tornoe das coldnias portadoras dos plasmidios, no crescimento de estir—
pes nao portadoras. O processo nao envolveria antibicse, mas implica em contato en~
tre as hifas, podendo representar um estigioc de conjugacan.

Rev. Microbiol., S3o Paule, 16(1):70~75, Jan./Mar. 1985.
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Em suas conclusSes o artigo torma-se especulativo quanto ao potencial das  técni-
cas revistas, Visando particularmente a melhoria nos aspectos industriais da produ-
ca0 de antibicticos, devido a modificagdes cu amento de rendimento pelos microrga-
nismos produtores, alae de dizer da expectativa de se poder expressar o DNA de ac-
tinanicetos em Escherichia coli, pelo encontro de um vetor adequado.

Italo Suassuna

Faculdade de Ciéncias Médicas UERY
Servigo de Microbiologia

R. Prof. Manuel de Abreu, 48

20550 Rio de Janeiro RJ

Cole, J.A.; Knowles, C.J. & Schessinger, D., eds. - Aspects of microbiology. USa,
American Society for Microbiology, 1982.

A Sociedade Zmericana de Microbiologia, iniciou a publicagdo de uma série de pe—
quenos livros, cuje cbjetivo é preencher um vazio existente, para os americancs,
entre os estudantes do 22 ciclo e wniversitirios. Para nés, no Brasil, que temos
pouca ou nenhwna preomzpagao com a divulgagao da nu.cmblologla a nivel colegial (29
ciclo}, esta série ndo tem esta finalidade, mas sem divida serve para os professo-
res e principalmente estudantes de pds-graduacdo em microbiclogia.

Os livros e os respectivos autores desta série sdo: Oral microbiology, P. Marsh;
Bacterial +toxins, J. Stephen & R.A, Pietrowski; The microbial cell cycle, C
Edwards; Bacterial plasmids, K. Haxdy; Bacterial respiration and photosynthesis,
C.W. Jones; Bacterial cell structure, H.J. Rogers; Microbial control and plant
pests and diseases, J. Deacon; idethylotrophy and mthamgenesm, P.J. Large.

Una das caracteristicas salientadas pelos editores da série & que os livros devamn
ser didaticos, a ponto de mostrar porgue cientistas e professores sio e estio entu—
siasmados cam a microbiclogia, ao lado de apresentar os assuntos numa  profundidade
ca'r@at:wel can a formagdo do piblico que desejam alcangar, os pos—colegiais e os
pré-universitarios. Curiosamente algms livros sao de temas amplos, como Oral
microbiclogy e cutros especificos, como o Micrebial cell cycle, mas sempre orienta-
dos no sentido de serem de facil entendimento, atualizados e salientando os limites
do conhecimento naguele campo.

Flavio Altertinum
Instituto de Quimica USP
Caixa Postal 20780

01000 Sao Paulo SP

Setlow, J.K. & Hollaender, A., eds. - Genetic engineerimg: principles and methods.
New York, Plenum Press, vol., 3, 346p., 1981. US$ 37.50.

Este & o terceirc wolume de uma série que tem camo objetivo acampanhar os  recen—
tes avangos na Area de engenharia genética. A propria natureza dessa série, que
prevé ura rapida transferéncia de dados dbtidos nos laboratCrios de pesquisa para ©
leitor em e periodo de tempo relativamente curto, leva a ame impressio de qualida-
de pobre com poucas ilustracdes. Isso & campensado, entretanto, pelo conteldo de
excelente cualidade. S3o doze capitulos que abrangem temas gerais camo © uso de
canputador nosequenciapento e armazenamento de segquéncias em dcidos nucléicos até
capitulos especificos abrangendo desde virus até genomas humanos. Cincoenta por
cento do livro & dedicado acs microrganismos, incluindo virus, tripanoscmas, bacte-
rias, leveduras e mixomicetos. Novas técnicas, cono por examplo, a de obtencdo de
sequéncias de DNA mutantes "in vitro" e sua substituicio em pontos especifices do
DA de células de modo a obter "mutagdes dirigidas" sfo expostas e discutidas com
detalhes. O sequndo capitulo consta de uma revisao atual e muito clara do elemento
de inserc¢do Is1 e abrange tOpicos que vao desde sua detegdo am cé&lulas bacterianas
ate os possiveis modes de sua evolugdo e sua importdncia na resisténcia miltipla de
bactérias a drogas e producdo de enterotoxinas. No capitulo sobre clonagem molecu-
lar em leveduras, s30 vistas as vantagens desses seres para tal tipo de estudos,
bem camo as perspectlvas futuras do sistema. Referente ao Dictyosteliwn discoideum,
apds A revisao de sua biologia discute-se seu genama e especialmente oOs genes de
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Actina e Discoidina, esta (ltifa responsivel pela coesfio célula~célula nessa espe-
cie.

E samelhanca dos dois volumes anteriores, o livro & de excelente nivel e deve ser
recarendado a todos os que se interessam pelo assunto. E pena que o titulo da série
nao refletiu atd® agora o contelde. Nesses txrés primeircos volumes & dada énfase muvi-
o grande a apenas um dos aspectos da engenharia genética, ou seja, a tecnclogia do
DA reoombmante. No entanto, esgera—se que ua maior amplitude de tomas seja  in-
cluido nos préximos volumes.

Jodo ILilcic de Azevedo
Dept? de Genética ESALD
Caixa Postal 83

13400 Piracicaba SP

Skotnicki, M.L.; Lee, K.J.; Tribe, D.E. & Rogers, P.L. - Genetic alteration of
Zymomonas wmobilis for ethanol production. In: - Hellaender, A.; DeMoss, R.D.;
Kaplan, S.; Konisky, J.; Savage, D. & Wolfe, R.S., eds. — Genetic engineering of

microorganisms for chemicals. New York, Plenum Press, Basic Life Sciences, vol. 19,
p.271-290, 1981.

A bactéria Zymomonas mobiiis vem despertando o interesse de biotemologistas e de
bioquimicos de varics paises, especialmente a partir de 1979, quando P.L. Rogers e
seus coolegas da Universidade de New South Wales, Australia, mostraram que as velo—
cidades especificas de producio de etanol e de consumo de acGear s3 trés ou mais
vezes maiores para Zymomonas que para leveduras alccoligenas. Outras boas cqualida—
des das Zymomongs, Qque levam a se pensar no Seu emprego industrial, s3o: elevada
resisténcia a etanol e capacidade de fermentar ate em temperatura de 40°C. Aspectos
que podem limitar o uso dessa bactéria na producdo de etanol sio: espectro de fer—
mentacdo estreito (0 fexrmentam glicose, frutose e, com menos facilidade, sacaro-
se); geralmente produzem wm polinerc de frutose, levana, em meios que contBm saca-
rose.

No capitulo agui comentado, os autores relatam suas tentativas de melhoramento de
cepas de Zymomonas mobilts. Inicialmente, fizeram um estudo camparativo de fermen-
tagoes em meios om glicose e com sacarose, separadamente, partindo de cnze amos-
tras da bactéria. A melhor cepa (@44 = (P-4} foi submetida a agentes mutagénicos
{V e nitrosoguanidina) bem como a selegdo de colfnias resistentes a rifampicina e
a etanol. A partir de mutantes possuidores de alquma vantagem sobre a CP-4 original
{recorde-se que esta foi isclada em 1970, em Pegrhambuce, por Oswaldeo Gonczlves de
Lima & col., & partir de calde de cana fermentado)}, os autores tentaram chter cepas
floculantes ou resistentes a melago, ou resistentes a temperaturas superiores a
40cC. A seguir, dZo resultados de ocutros experimentos em que verificaram a presenga
de plasmidios em varias cepas de Zymomonas e mostraram que esses plasmidios podem
ser transferidos a cutras Zymomonas, bem camo, a cepas de géneros diferentes, como
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosq. Mostraram, ainda, que plasmidios dessas
tltimas bactérias pﬁeram sexr recebidos por Zymomonas, em frequéncias bastante al-
tas (4 x119°Y a 4 x 107"). Esses achados sSo pramissores para cbtengio de cepas de
{Zymomonas?}, capazes, por exemplo, de fermentar pentoses, maltose, amido e megmo
celulose.

Trata-se, camo se V&, de importante capitulo da cbhra editada por Hollaender &
col., © gual deve ser lido por quenm se interessa por fermentacgdo alcodlica, por Zy-
momonas mobilis e por melhoramento genético de microrganismos em geral.

José Otamar Falcao de Morais
Dept? de Antibibticos UFEE
Cidade Universitiria

50000 Recife PE
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Zinder, N.D., ed. -~ RNA phages. New York, Cold Spring Harbor Laboratories, 428p.,
1975.

0 livro pertence d série de monografias publicadas pelo Cold Spring Harxbor Labo-
ratory e trata da biologia molecular dos RA-bacteridfagos em 14 caplitulos, cada um
deles escrito por destacados especiallstas mo assunto, gue concluem con una biblio—
grafia completa. O editor, Norton Zinder, foi o primeiro a estudar estes fagoes no
final da década de 50, juntamente com Tim Loeb.

Nesta obra, ¢ue pretende revisar e atualizar os conhecimentos neste campo, 0S5 as—
suntos sio dispostos segundo wma sequéncia 1ogica que da ao livro wm agradavel as—
pecto didatico. Deste modo, desenvolvem-se OS temas de estrutura e propriedades dos
RE—facos e seus componentes, o ciclo infeccioso, a replicagao do RMA viral, a re-
plicase viral, a sintese de proteinas durante 0 ciclo infecciosc e a genética e
morfogenese dos RA-fagos. )

O livro & de extraordiniria dmportincia para o especialista e sua leitura neces—
séria para todo aguele engajado na biologia molecular {bioguimicos, biofisicos, vi-
rologistas, geneticistas, etc), bem como ao leitor que deseja aperfeigoar seus co-
nhecimentos neste daminio. Digo isso, por considerar esta cbra nio apenas importan—
te no que tange ao conhecimento dos fagos e virus de un modo geral, mas tamban pela
contribuicio que traz pelos fatos e ideias. E, sem divida algum, uma cbra dque
atinge todos os seus objetivos e umr 1ivro para constante referéncia.

"RNA phages" faz parte do ciclo de revisdes sabre bacteriéfagos publicadas pelo
Cold Spring Harbor: The bacteriophage lambda, ILamkda II, The single-stranded DA
phages, The Bactericphage T4 e Phage and the origins of molecular biology. Nenhim
outro ramo da virologia estd tdo bem suprido e documentado quanto o da virologia de
fages.

Creio que podemos considerar os RNR-fagos camo © “quantum” genético da natureza:
cua estrutura camorta informacio minima para que um sistema se replique e se orga—
nize estruturaimente em torno ¢e um gencpa, mesmo OO virus. De um modo geral, es—
te genoma camporta 3 genes codificando duas proteinas estruturais e una replicase.
Este genama & ur R@ de fita Unica pesando cerca de 1 megadalton (sabe-se atualmen—
te de fagos contende RNA gendmico duplo e fragmentado) com wn alto graw de parea-
mento interno que, interagindo com o sistema ribosscmal da bacteria hospedeira,
cria uma lei de interacdo que gera um controle de transcricio a nivel inteiramente
fisico e probabilistico.

0s grupos de RNA-fagos estudados neste livro s30 o (B e a familia R17, que se de-
cernvolvem no sistema hospedeiro E. coli Fr ou Hfr. Estes grupos s80 muite semelhan—
tes quanto ds suas propriedades gerais e diferem essencialmente quanto a sorologia.
Suas proteinas (180 por capsideo, uma delas, a proteina A, difere quimicamente das
demais) estdo sequenciadas e se organizam segunde um arranjo de simetria icosagdri~
ca descrito como 20 grupos anulares de 9 protelnas. O R® gentmico, tambem seguen—
ciado, tem suas estruturas secundiria e tercidria igualmente descritas. A fisi-
co~quimica destes fagos tem alguns ponios bastante importantes, como por exemplo, ©
conteddo de agua por particula (1 a 1,29 de agua por g de virus) que sugere ser ©
interior do virion vazio, com o RNA gendmico rebatido contra a face interna do cap-
sideo, o que nos evoca interessantes idtias scbre a evolugao de virus com capsideo
icosaddrico e que recentemente tenho desenvolvido. A genética destes fagos tem re-
corrido com frequencia aos experimentos de sequenciamento, pois, a auséneia de re-
cambinacio nos RiA-fagos dificulta sua andlise sequndo os metodos da gengtica for-
mal. O cicle infeccioso & exaustivamente descrito: a penetracao do RA  viral {os
receptores bacteriancs estio associados aos pili F), a replicacdo do RNA viral e a
estrubura e funcio da sua replicase, a fimgao do RMA viral como tamplate, os fato-
res proteicos necessarios a replicacdc do RNA viral, o reconhecimerto ribossamal
das regifes iniciadoras do RNA gendmico e, finalmente, a requlagdo (in wvitro} da
sintese de proteinas destes fagos pela estrutura tercidria do seu RA. A morfogene—
se da particula a partir dos seus componentes primarios & apresentada em todos os
seus detalhes. O livro conclui com um capitulo dedicado a outros RiA-fagos diferen-
tes das familias estudas (QB e R17) e de outros sistemas hospedeiros.

Tesos assim, a descricio completa de um sistema bicldgico que nos da wm nivel de
informacao excelente para instrumento de raciocinic, extrapolaghes e novas ideias
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de pesquisas. O livro "RNA phages" cawpleta a biblioteca do especialista e, por seu
carater interdisciplinar, & bem wnido a todas as biblictecas, direta ou indireta-
mente relacionadas 3 biologia molecular.

Fernando Portelas Camara
Instituto de Biofisica UFRT
Bloco G - Ilha o Fundao
21941 Rio de Jareiro RY

International Society for Evolutionary Pretistology. Carta encaminhada 3 Sociedade
Brasileira de Miecrobiologia, por seu presidente I.B. Heath.

Dear colleague,

On the basis of your past or present work we believe that you may have same
interests in coamon with our Society. We are primarily interested in prancting the
study of the assemblage of crganisms known as the Protists. sore people who might
more  traditionally consider themselves as protozoologists, phycologists and
mycologists. Cur primary means of achieving this is wvia the organization of
biennial meetings centered on specific themes revolving around the genexal oconcept
of the evolutionary relationships among the protists. The techniques most used by
our members primarily fall in the realms of cell and molecular biclogy but levels
of investigation ranging fram classical morphology through ecology, population
biclogy and genetics to chemistry all find a comfortable home within the group.
Previcus meetings of the growp have been held in Boston, Toronto, Maryland and
Southern France. Our next meeting will be held in Ottawa in 1985 (see enclosed
circular} and will focus on Molecular Sistematics. In addition to our meetings, the
proceedings of which have been published in the international journals "BioSystems"
and "Origins of Life", we publish a Newsletter which Kkeeps members informed of
items of interest toc Protistologists, including upcoming meetings, recent
publications, book reviews, discussion letters and general gossip.

The Society is growing in menbership and scope as the research community
gradually envolves from the traditionally rather narrowly focussed disciplines to
accept the merits of considering possible relationships across diverse organisms at
the unicellular level of organization. If you feel you have some inteyest in our
activities and philosophy, vwhy don't you consider joining the Society,
participating in futures meetings and contributing to the newsletter with views,
reviews or general coments of interest to the membership. Mewbership details are
enclosed for your convenience and cur dues are modest by current standards.

Internaticnal Society for Evolutionary Protistology, Sixth Biemnial Meeting,
Carieton University, Cttawa, Canada, June,10-14, 1985.

Symposium: Molecular systematics and cellular evolution

Tentative Program —~ subject areas and speakers

Session I - The molecular approach to the study of ewvolution: problems and

potential .

- Cellulase gene diversity in prokaryotic and eukaryotic organisms, v.I., Seligy,
MNational Research Coumncil of Canada, Ottawa, Canada.

. Acting in protistan evolution, D. Gallwitz, Institut flir Physiologische Chemie,
Marbury, Germany.

- Evolution of chloroplast gename structure in green algae, C. Lanieux, Universite
Iaval, Cuébec.

. Functional vs. structural changes in cytochrome—c: which drives which? E.
Margoliash, Northwestern University, Illinois.

Session IT ~ The impact of molecular biclogy on traditional theories of evolution
. The prokaryote -~ eukaryote interface
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. Evolution of tubulins, M. Little, German Cancer Research Center, Heidelberg,
Germzny

. MitochondrialtRNA, R.J. Cedergren, Université de Montréal.

. Evolution of edkaryotic organisms from the perspective of 55 and 5.85 rRiAs, W.F.
Walker, Dalhousie University, Halifax, Nova Scotia.

Chairpersons: L. Margulis, Boston University and M.A. Ragan, Naticnal Research
Council of Canada, Halifax.

§th Symposium fox Biotechmology for Fuels and Chemicals, Gatlinburg, Tennessee,
maio, 1984,

0O evento contou com 85 contribuicdes, repartidas entre conferéncias, sesgio de
"nosters” e mesas redondas, a cargo de pesquisadores norte-americanos, canadenses,
alemies, franceses, mexicanos, Jjaponeses e brasileircs. O campo microbicldgico f£ol
coberto por 2 {Pesquisa Microbiclogica Aplicada e Sistemas Inovativos de Bioconver—
s30) das 5 grandes sessGes plendrias, bem cOmo nas cammicacdes em cartazes, tota—
lizando aproximadamente metade dos trabalhos apresentados. A busca de novos micror-
ganismos ligno (hemi)-celuloliticos, bem camo O aprimoramento da habilidade fermen-—
fativa a solventes orgdnicos, a partir dos agGcares cbtidos de bicmassa vegetal,
foi preccupacdo dominsnte. Para o atendimento destes dois cbjetivos basicos, a in-
vestigacdo repousou an génexos tais como Thermonospora, Trichoderma, Aurecbasidivm,
Cryptococcus, Pachysolen e Candida. '

Em dtica, subjetivamente determinada, s3o alguns trabalhos dignos ‘de mengdo:

a) Utilizacdo de fragmentos de DNA cromoscomal de Candida como vetores de clonagem
em hetero-aceptores (S. cerevisiae e E. coli) bem camo para replicacio autfnoma
no proprio doador.

b) A mutagenizacio (UV) de Streptomyces degradador de lignina, sequida de fusio
protoplistica intraespecifica para a producdo otimizada de derivados hidrossoli-
veis de lignina, Gteis como antioxidantes/surfactantes e componentes de adesi-
vos/resinas.

@)} Seleco de mutantes de Pachysolen, incapazes de crescimento {catabolizacan) em.
etanol e, portanto, hiperprodutcras deste solvente, a partir de pentoses.

d} Obtencio de mutante auto-agregante permanente, de 5. uvarum, COm habilidades os-
mo/etanol-tolerantes, utilizaveis na fermentacio de xarcpe a 40% de sacarose.

&) A fermentacdo de madeira até 2,3-butanodiol em cultura mista cam T. haztanum e
K. pneumoniae.

£) A modulagio do processc secretdrio de proteinas (até 9% do total celular), por
Saccharomyces através da aeragao e concentracao salina do meic.

g} O incremento do rendimento butanSlico, na fermentagao de agucares com CL. acebto-
butylicum, mediante a aplicagdo de uma atmosfera de Oy, inibitéria para a etapa
enzindtica que leva a acetona, co-produte fermentativo.

h} Selecio de mutantes de Ch. reinhordtii, com niveis alterados de carboxilase e
clorofila, para otimizacio da fotoproducdo de hidrogénio.

i) Co-cultura de bactérias marinhas metancgénicas, utilizando a bicwassa da alga
azul-esverdeada Dermocarpa Sp., para a produgdo de metano (65% de bioconversio) .

i) Tsolamento e caracterizacio bioquinica da glucoamilase de 5. diastasicus, Capaz
de hidrolizar amido e maltoligossacaridios.

As comjribuigées nacionais ao 69 Simpdsic em Biotecnologia de Cambustiveis e Pro-
dutos‘QuJ.micos foram do Instituto de Quimica da UFRT (“"Imobilizagao de glucocamilase
em quitina e outros suportes baratos") e do Departamento de Bioguimica da UFPR

("Hidrolise fosforica de hemiceluloses de bagagos de cana e sorgo: Fermentagao com
FPachysclen e Fusarium"). .

José Damingos Fontana
Dept? de Bioquimica UFPR
Caixa Postal 19046

80000 Curitiba PR
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PRODUCO DE BIOGAS A PARTIR DE RESIDUOS ORGANICOS

De 6 a 17 de dezembro de 1982, a SBM - Sociedade Brasileira de Microbiologia e o
CLAMA - Comite Latino Amerlcano de Microbiologia Ambiental realizaram o I Simpdsio
Latlonamerlcano de Produgao de Biogas. Durante o evento, foram _apresentadas confe-
réncias e comunicagdes a respeito de programas mantidos por agéncias governamentais
€ empresas atuantes na area de energia.

Com as dificuldades emcontradas para editar textos, relatives &s apresentacdes
durante o evento, a $BM inicioua divulgacac de informac¢Ges fornecidas pelos auto-
res, através da Rev1sta de. Mlcroblologla.

Os artlgos nao foram submetidos & revisdo editorial, na forma adotada para as
contribuigles regularmente submetidas para publicacao na Revista. Por razdes opera-
cionais, as matrizes ndo foram revistas pelos respectivos autores. Consequentemen~
te, a editoragdc da Revista de Microbiologia antecipz o pedide de desculpas aos au-
tores, pelos erros que vierem a ser introduzidos, inadvertidamente.

mmmmmrmmmmlmmnmmlcmmm IE RE-
TENCAO HIDRALLICA

Manuel Romero de La Iglesia

Instituto de Pesquisas Tecnologicas do Estado de SZo Paulo — IPT
Caixa Postal 7141 .
01000 Sao Paulo SP, Brasil

Introducao

Nos Gltimos anos tem aumentado a preocupacio cam a protecdo do meio ambiente onde
vivemos, bem como a importancia com a conservacdo das fontes de energia ndo renovi-
veis.

Essa mudanca de mentalidade tem feito com que og residuos orgdnicos, que podem
ser de natureza industrial, rural ou wrbana, passassem a ser considerados como ma-
teriais que necessitam de algum tratamento antes de sevem descartados e que podem
gerar alguma forma de energia. Com esse intuito, diverses processos podem ser em—
pregados para simples tratamento ou para aproveitamento desses residuos.

Dentre esses processos, a digestac anaercbia apresenta-se tecnicamente atraente,
pois reduz o potencial poluidor através da redugdo da matéria organica e da carga
de mcrorganlsms patoginicos (processo de tratamento) além de gerar uma fonte dJde
energia renovavel (processo de aproveitamento) na forma de biogas.

Historicamente, a digestdo anaerdbia tem side um processo pouco apiicado devido,
principalmente, a dois fatores: tamanho e custo das instalagdes e o baixo valor co-
mercial do biogas. Estes dois aspectos vém sofrendo uma modificacio radical nos dl—
timos tenpos: ¢ primeiro, pela concepcdo de novos tipos de digestores mais eficien—
tes e o sequndo, pela majoracdo do prego do petrdlen e das ocutras formas de ener—
gia. ‘

Digestac anaertbia: o processo, limitagdes, progressos e altemativas de melhora—
TEnto

A digestio anaprdbia & bagicamente, uma fermentacio bacteriana que ocorTe em  am-
bientes isentos de oxigénio livre.
. Esse processo pode ser apresentado camo ocorrendo em quatro etapas como mostrado
na Figura 1, e pode utilizar camo substrato estercos de animais, restos vegetais,
lodos de esgoto, residuos agro-industriais, etc.

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 16(1):76-82, Jan./Mar. 1985.
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Figura t — Esquema de 4 estagios | CARBOIDRATOS
para a degradacio angercbia com-~ ;£2gﬁé
pletz pelos gquatro grupos princi-

pals de microrganismos da digestao
anaerobia.

HICROLISE £ FERMENTACAO

Simbolos: 1 = Bacterias fermenta- —— Gy R
tivas; 2 = Bactérias acetogenicas
produtoras de hidrogenio; 3 = Bac~
térias homoacetogenicas; 4 = Bac- “C“’E‘:‘inﬁ“°s
térias metanogenicas (2) l
DES I DROGENACAD ACETOGENICA
Tabela 1 -~ Resultados de o t2)
Jewell (6) em digestores de ACETATO Hp+ COp
esterco bovino misturade com .
\ HIDROGERAGRG ACETOGENICA /
palha
{3}

Parimetro Valcres
Volure do reatar &) 4,5 4,8
ogx::mtmcéo_de )] 25 25 DESCARBOXILAGAG DE FORMACAD REDUTIVA
solidos totais ACETATO {4} DE METAND {4)
Tempo de reten— (&ia} 20 10
GBo de $51idos
Temperatura {<C) 35 35
Fator de oo % gisfi re- 1,60 0,9
versio ator x dia) CH, + €Oy . cH, + Hy 0

A aplicacio do processo de digestdo anaerdbia camo forma de tratamento ssmpre foi
limitada, tanto para residuos sdlidos quanto para residucs liquidos, pela necessi-
dade de grandes tempos de retencio hidraulica (TRH), normalmente superiores a 20
dias, o que implicava em equipamentos de grandes dimensfes. A isso se somam oS bai-
08 custos de energia dispendida quando se optava por cutros sistemas de tratamen-
to, principalmente aerdbios e o baixo valor camercial do biogas produzido na diges—
tdo anaerdbia.

Fesa situacdo se modificou radicalmente quanto aos dois Gltimos aspectos citados,
a partir da elevacdo consideravel do prego do petrdleo e da energia de forma geral,
assim camo pela compreensdo de que os cambustiveis fOsseis sdo finitos.

A partir da realidade exposta acima, © processo de digestdo anaerdbia passou a
ser visto oom outros olhos, i medida que passaram a surgir inovagles tecnoldgicas
para melhord-lo. :

Partindo-se Ge um reator otimizado no que se refere a alguns parametros, tais co-
mo temperatura, hutrientes, agitagdo e nivel de inibidores, duas alternmativas des-
pontam para aumentar a eficiéncia da digestfo anaerdbia: uma a nivel microbiologico
e cutra, a nivel de projeto. :

Em relagdo ao primeiro aspecto, convém ressaltar que a digestdo anaerdbia & exe-
cutada por wma variada flora microbiana, sendo possivel influenciar o processo,
atuando na populacio responsavel pelo mesmo, através, por exenplo, da cbtengio de
indoulos concentrados ou ainda, selecionado e introduzindo no reator bactérias ca—
pazes de fermentar mais répido e se multiplicar cam maior velcocidade, resistir acs
inibidores mais comns ao processo de digestdo e finalmente, que sejam mais efi-
cientes em termos de m® de gis produzido/kg DO (Demanda Quimica de Oxigénio) adi-
cionada. '

Bm relacdo ao sequndo aspecto, a nivel de projeto, podam-se introduzir modifica-
¢des o reator, de modo a conseguir operar com menores TRH, resultardo cam issc em
yeatores de menor porte, e aplicar cargas orginicas {kg DQO/m’ de volume de reator
x dia) mais elevadas, amentando-se cam isso a produtividade de gas do processo (o
de gas produzido/m*® de volume de reator x dia).
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Tabela 2 - Resultados de Jewel (6) em Ffermentacles

com baixo teor de sélidos totais PaxGetrs Vatores
Volume &0 reasor £} £,5 4.5
Cg:omtracéode (%) 5,0 5,0

Tabela 3 -~ Resultados obtidos por soj'mo:e iia 2.0 10.0

Schroepfer (13) em digestor anaerd- <30 hidraulica ’ '

bio de contato. Temperatura () 35,0 35,0

Simbolos: * = Lodo retornado/mate— Fator de oo (L gES/L ve- G,66 0,86
versas ator x dia)

rial alimentado

Parametro
Vader Tabela 4 — Resultados do IPT (2) e de
volume & reatar ) n Pette (%) na operacic de digestores
Tesipo de retencdo hidrdulica ) 12 de fluxo ascendente em escala pileto.
Teperatuza {=0) 3 Simbolos: * = Tempo de retencio mini-
Razao de reciclo® 2,73 mo; *% = Taxa de apiicacio maxima
Concentyagdy de solidos voliteis {pxm) 1,50
o efluente -
Carga organica (Hgsv/m®/dia)  2,%0 = o Pette
Ramocio de s0lidos voliteis {8} a3
Volume do reater ) 11 3
Terp> de retencac 1,5 dia* 9h
hildrdulica
Temperatura (<) 30 30
Neste trabalho procura-se ooncre— raci de /] 30 3,5
tizar os novos conceitos de biediges- OO no afluente
tores am desenvolvimento ou 32 sendo Taxa de aplicacio  (kaDQO/m® x dia} 18,7 11,0
aplicados industrialmente, capazes Produtividade bwgds/m’ x dial 7,0 4.3
o gas
de_operar can elevadas cargas e/ou R de IO ® a0 93
baixos TRH.

Residuos com alto teor de sOlidos suspensos (maior que 10%)

Os digestores de lodo de esgoto s3n alimentados geralmente, oam wma concentracao
total de solidos da ordem Ge 5%. Entretanto, a maior parte dos residuos agricolas e
urbanos apresenta uma concentracdo de sdlidos maior que 10%.

A fermentacao destes Ultimos residucs em digestores convencionais obriga a que se
dilua o residuc para abaixar a concentracdo total de sdlidos, aumentando, desse mo—
do, o volume de material a ser tratado.

A diluigdo nio & um pré-requisito para o processo de digestdo anaerébia. Com base
nisso, estao sendo desenvolvidas novas tecnologias de reatores que pertmitem a  fer-
mentacdo direta de resIiduos oom alta concentracdo de sdlidos totais. Podemos lem
brar que os aterros sanitérios energéticos, por exemplo, produzem biogas a partir
de lixo urbano com cerca de 50% de sdlidos totais.

O processo de digestdo anserdbia de residuos com alta concentragio de sdiidos
{maior que 10%) & cornhecido como "fermentacdo anaerdbia a seco”.

As principais vantagens da fermentagdc a seco sfo: economia de dgua para dilui-
¢30, menores consSumos de energia para manter a temperatura do biodigestor, dispensa
de barha e sistama de agitagdo e producdo de um efluente mais seco, o gue facilita
0 seu manuseio para dispogicdo final,

A fermentagdo a seco tem sido estudada por varios pesquisadores, de diferentes
paises, nas Qltimas décadas.

Para efeito de ilustracdo, a Tabela 1 gpresenta alquns resuitados obtidos por
Jewell (6), em laboratiric, na digestio de esterco bovino misturado com palha, tra-
balhandc ar reator convencional sem agitacio. '

Para efeito de comparagdo mostramos na Tabela 2, algtms resultados obtidos pelo
mesmo autor, referentes a reatores ocam baixa concentracdo de sSlidos totais.

A carga e descarga do biodigestor que opera com fermentacio a seco e o controle
de temperatura sfo alguns problemas tecnoldgicos que devem ser resolvidos, para que
esses sistemas sejam vidvels, principalmente em grandes digestores.
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Residoos ligquidos Tabela 5 — Resultados de Riera (11) e Fros-
_ tell {(3) em reator tipo filtro anaercbio em

Canc ja citado anteriormente, ua escala de laboratorio
das restrigbes que inviabilizam
econamicamente a aplicacdo do pro-
cesso de digest3c anaerdbia para
residuos ligquidos era a necessidade

Parametra Riera Frosteil

Volae de vazios o reator {z) 9,25 6,7

de grandes TRH, geralmente superio- ::z“:“ . crice “‘;"“Qﬂ m::ji:t
res a 20 dias, o que trazia come a0 idrn
-~ . . . Temperatura ecy 40 30
consequéncia a necessidade de equi- Conoemitracio de TGO 1o .
pamentos de grandes dimensdes. nfluente (/s 1 8.7
Atualmente, essa restricio estd Taxa de aplicacho {KeDgO/m*xdia) 30 10
sendo superada, na medida em que se Produtividade em gas m’gis/m*udia) 7,5 4,5
vam desenvolvendo dJdigestores nos Remocio de DO (#) 6 50
quais se pode tornar independente ©
TRH do tempo de retencio celular,
diminuinde o primeiro e mantendo ©
sequndc an valores elevados. Tabela 6 — Resultados de Jewell (5) em
Digestores de fluxe ascendente reator de leito fluidizado em escala de
com leitos de lodo, filtros anaerd— laboratéric
biog, digestores anaerdbios de oon—
tato e digestores com leito £luidi- -
zado sio sistemas capazes de operar parimetio Valar
com TRH inferiores a 24h, © que po- Volume de vazios & reator (2} 1,0
de ser muiito baixo. Terpo de retengdo hidrdulica imin) &0
Foges reatores Operam Com  pedque- Temperatira . (<} 20
nos TRH desde que se obtenha wra Concentragio de 20U no influente (%g/m’) 0,25-0,30
populacdo elevada de bactérias res- Taa de aplicacdo (kgooo/m®/dial 4.0
ponsavel pelc processo. Benogho de DO %) i

A obtencao de wma populacde bac-
teriana elevada pode ser conseguida
de duas maneiras: retendo as bacté-
rias dentro do digestor, camo ocorre no digestor de fluxo ascendente com leito de
lodo, mo filtro anaerdbio e no filtro fluidizado, ou retornando-as, comd no diges—
tor anaerdbio de contato. Tais procedimentos asseguran uma perda muito peguena de
bactéria e portanto, mantém o tempo de retencio celular praticamente infinito.

A Figura 2 aprcsenta uma representacao esquemitica dos digestores acima citados.

Esges tipos de digestores, uma vez atingida a populacic maxima e estando a mesma
am boas condicdes de atividade metabdlica, serfo capazes de receber e converter uma
quantidade elevada de matéria organica, representada por exenplo, pela taxa de
aplicagéo de X0 (kg de DQO adicionados a cada ® de reator por dial.

Assim, enquanto para digestores tradicionais nio é possivel reduzir o TRH a vaio-
res inferiores a ceyxca de 10 dias, para operacao na faixa mesofilica, com os diges—
tores de alta eficinecia apresentados, & possivel, dependendo-da D00 da &gua resi-
duiria a ser tratada, operar-se com valores de TRH de algumas horas (8) ou mesmo de
fracdo de hora (5, 11).

Reator aerchbio de contato — Esse sistema foi o primeiro orientado nc sentido de
tornar independentes o tenpo de retengao das bactérias e o tempo de retengao hi-
draulica. O sistema prevé o amrego de um decantador externo, fezendo retornmar &o
yeator o iodo bacteriano retido no decantador, a partir do efluente do processc.

O restor anaerdbic de contato apresenta alguns inconvenientes, tais como, ConsSUmo
de energia com a recirculacae do iocdo, cam possibilidade de alguma aeracao do lodo
no decantador e dificuldade para decantacao devido a liberacéo de gas residual no
decantador.

2 Tabela 3 resume alquns resultados obtidos em escala piloto por Shroepfer & col.
(13), trabalhando com esse sistema de digestor, oom residuo de matadouro.

Reator de flumo ascendente com leito de lodo - Este tipo de reator & provido am sua
parte superior de um decantador, gue tem cawo fungao reter os aglarerados de  1lodo,
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{particulas de alguns milimetros de diSmetro) chamados grdos ou "pellets", nio dei-
xando  que saiam com o efluente e possibilitando a formacio de trés regides distin-
tas no interior do digestor, com camportamentos dindmicos caracteristicos e inter-
relacionados. Mo fundo do reator forma-se wm leito biolégico constituids de mate—
rial granulado, o gual & sobreposto por uma regido constitulda de material biocldgi-
Co_em menor grau de concentracdo e aglameracdo em relaciio ao leito inferior. A  re-
gido superior de decantacio tem caracteristicas tais que permitem a aglareracio do
lodo gque venha a atingir esta regifo, com o consequente retormo & zona ativa do
reator. E um reator recomendado para residuos com baixo teor de s6lidos suspensos
(em torno de 1%). ,

A Tabela 4 apresenta alguns resultados cbtidos pelo IPT (2) na operacdo de um di-
gestor de fluxo ascendente de 11m® de volume, para tratamento de vinhaca de caldo
de cana, durante a safra 81/82 e alquns resultados de Pette & col. (9) com reator
de 30m*, operando com residuo da fabricacio de aclcar.

Reator tipo filtro anaercpio - Esse tipo de reator possui um  enchimento que pode
ser constituido, entre outros, de andis de Pall ou Rasching, pedra britada e re-
cheldos plasticos com diversas confommacdes. Tais reatores baseiam-se na tendéncia
das bactérias em aderir a superficies solidas. A quantidade de microrganismcs reti-
dos & funcio da relagio superficie/volume sendo portanto, determinada pela area do
enchimento. A esse fenfimeno superficial soma-se o efeito de retengao do lodc bioidm
gico nos intersticios entre os elementos que campdem o enchimento. O contato entre
o filme ativo e o substrato se di durante o escoamento ascendente do Fluido através
do recheio.

O reator em questdc & mais adequado para residuos contendo baixo teor de  sdlidos
em suspensdo, evitando-se assim a obstrucdo dos intersticios do recheio.

. A Tsbela 5 mostya o resumo Figura 2 — Representaciio esquemitica de digesto-
de algms resultados obtidos res de alta eficiéncia

por Riera & col. (11} +traba-

lhandc com vinhaga de melago eis
diluida e por Frostell (3},
can um meio sintético facil-
mente deqgradavel .4 hase de
amido solawel, nitrogénio e
fosforo.

DECANTADOR sas eis

INFLUSNTE RAETORKD

Reator com leito fluidizado - ot 100
0 principio basico de fimcio-
namento deste reator & a ade-
sao0 das bactérias a superfi- b) ANAERGSBICO OE CONTATO o) DIGESTOR DE FLUXO
cies sblidas, conforme & i~ ﬁ;ﬁ%mcfsmfoggm
tado no reator tHipe filtro

anaerdbio, - sendo constituido

de um recheic particulado

através do qual o residuw 1i-

INFLUEMTE

quido escoz em movimento as~ °‘1‘ ‘f
cendente. ErLuEnTE
Este reator difere do tipo e SR
anterior em relacao ac suporte TR
- =] 5l
de atague das bactérias, que z,gga.g:?gé’ revoaxo rams :
no presente CASO permanece  am fomare 55538‘3’? ALuRzase e LN £
suspensado devido a uma vazao R X
de reciclo do efluente, vazdo !
esta que & responsdvel pela —— rL o | asrweere [

fluidizagao do leito particu- . s
lado. d)] LEITO FLUIDIZADOQ ¢} FILTRO ANAERDBICO



81

Os problemas de obstrugio que poderiam ocorrer no suporte fixo devido a4 presenca
de sdlidos suspensos no influente, sdo evitados com este tipo de reator.

Como inconveniente na aplicacdo do reator de leito fluidizado, pode-se apontar a
vazdo de reciclo e o consumo de energia necessario & mamatencdo do suporte em ex—

pansao.
A Tabela ¢ apresenta um resumo de alguns resultados cbtidos por Jewell & col. (5}
com esse tipo de reator, usando como residuo o sobrenadante de esgoto doméstico.

Processo em duas fases separadas — Yo processo de digestdo anaerdbia atuam dois
grupos principais de bactérias: as produtoras de acidos e as formaderas de metano,
que diferem com respeito 3 fisjologia, necessidades nuiritivas e taxa de crescimen—
to.

Diante disso surge ura possibilidade de otimizacgdo das etapas do processo, exeCu-
tando-as, por exerplo, em dois reatores diferentes, o que parmitiria opera-los com

de retencio hidréulica, temperatura, carga organica e pH otimog para cada

grupo de bactérias.

Esse processo & conhecido como processo em duas fases (4, 10).

Tmobilizagéo de bactérias - Tmobilizagdo & um processo fisico pelo qual as celulas
s3> confinadas ocu ligadas mum suporte material, mantendo suas caractéristicas pro-
prias e podendo ser usadas repetida e continuamente.

A literatura reporta alguns trabalhos yealizados, um na Alemarnha (12}, com imobi-
lizacio de uma bactéria selecionada do lodo de esgoto e outro no Japso (7), onde se
imobilizou uma populagio de bactérias selecionadas a partir do lodo de esgoto. Em
ambos os trabalhos a imobilizacdo foi feita em agar-agar. ' i

A imohilizacio pode permitir que especialmente os substratos soliveis sejam tra-
tados com grande eficifneia em reatores nos quais grande mmerc de bactérias foram
‘imobilizadas, obtendo elevada concentracdo de bactérias no interior do bhiodigestor.
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