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Resumo

0 uso de gas resultante da fermentagdo alcoolica, como fonte
de carbono para cultivos de Spialina maxima, revelou produ-
tividade media de 0,74gm™‘hora™', significativamente maior
que o valer de 0,56gm"2hcra_1, obsexvado quando anidrido
carbonico puro & usado. Os teores proteicos, em biomassa ob-
tida em 700h de crescimentce, foram de 68,1-58,6%, portanto
superiores e mals homogeneos do que os 67,9-43,9%, quando a
fonte & anidrido carbdnico puro. Nao houve alteracio nas
concentracdes de lipidios e cinzas, quando os dois ‘tipos de
fonte sao comparados, mas ocorreu aumento de ate 32,242 no
contetde de carbohidratos, nos controles alimentados com
anidrido carbonice pure.

Summary )
Utilization of by-products grom aleoholic  fermentation
dindustry to biomass production of Spiwling maxima. Port 1 -

Use of the alcoholic fermentation gas

The utilization of alcoholic fermentation gas (formed mainly
by carbon dioxide) as carbon source to Splwlina maxima
cultures was studied. The productivitg of the cultures that
received the analysed gas was O0.74gm ’hour~!, higher than
the control cultures, these showed 0.56gm?hour™!. The
protein content of the biomzss obtained from alcoholic
fermentation gas was higher and more homogeneous than the
control {respectively 68.1 to 58.6% and 67.9 to &3.9%).
There was 4n increase in the carbohydrates content in
control cultures, until 31.2% but the ash and lipids temors
did not changed significantly during 700 hours of growth.

* Trabatho efetuado dentro do Convénio Q¥Pg (Coordenador Prof. E. Aquarone) e

{Coordenador Prof. G. Florenzanc).

Rev. Micrcbiol., S3o Paulo, 16(3):179-187, Jul./Set. 1985,
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Introducio

Atvalmente, o Brasil &€ um dos maiores produtores mundiais de &leool etilico,
oriundo da cana-de-aclcar. O Prodlcool {(Programa Nacional do Alcool) tem comp cbije—
tivo substituir, ao menos e parte, a inportacao de petrdleo, que ten elevada par—
ticipag@o na divida externa brasileira. Apds 1977, o &dlcool produzido comegou a ser
utilizado em autandveis como combustivel. Atualmente, cerca de 80% dos autcamiveis
novos camercializados s3o feitos para utilizar alcool. Naturalmente este tipo de
projeto apresenta dimensOes gigantescas. A safra de cana-de-—aclcar em 1982/1983 foi
171 x 10° ton, que forneceu 9,5 x 10% ton de aglicar e 5 x 10% litros de &lcool eti-
lico {1).

No processo fermentativo dessa safra ocorreu producido de 4 x 10%g de anidrido
carbdnico e 6,0 x 1010 litros de vinhaga, o residuo da destilacdo do mosto fermen-
tado. Bste material & altamente poluente, mostrando elevados valores de DBO {Deman-—
da Bioguimica de Oxigénio) e DO (Demanda Quimica de Oxig8nio) se comparado acs va-
lores cbtidos a partir de materiais amilaceos (2, 7).

0 anidrido carbdnico & liberado na atmosfera, ndc sendc recuperado pela indis—
tria, por razles econdmicas. O amprege do anidrido carbdnico {CO2), uma fonte de
carbone, utilizdvel por microrganismos fotossintéticos representaria a Yecuperagio
de um subproduto e a cbtengdo de bicmassa de elevado valor nutricional tanto para
animals quanto para © homem (6, 11). Cada grama de bicmassa fotossintética produzi-
da necessita de 1,3g¢ de anidride carbdnico (5). Além disto a recuperagao do aloccol,
que é normalmente arrastado pelo (02 (1% do total produzido) aumentaria a rentabi-
lidade do processo.

0O CO2 cbtido seria entBo utilizado em culturas de cianobactérias do género Splru-

Lina, que apresentam as seguintes vantagens:
1} o teor proteico & alto e de hoa qualidade, spresentando elevado valor nutritivo
& bea digestibitidade (4, 10}; 2) as egpécies de Splawbina, empregadas em cultivos
de large escala (S. maxima e S. platensis), originirias, respectivamente da Africa
Central e do Mexico, apresentam um otimo de temperatura de 309-359C, encontrado em
diversas regifes brasileiras praticamente o ane inteivo; 3) crescimento em  elevada
alcalinidade, facilitando a solubilizacao do 2; 4) dimensdes elevadas {(10um) e
forma espiralada do microrganisme, simplificando o cultivo e separagzo.

Baseado nos dados expostos, este trabalho tem como objetivo o amprege dirveto do
02 cawo fonte de carbono, produzide pela atividade fermentativa para o cultivo de
8. maxima.

Figura 1 - Crescimento de Spdlhu- Figura 2 ~ Concentragoes de carbonato e
Lina maxima com anidrido carbo- bicarbonato durante o crescimento de
nico (A) e com a adicao do gas Splnulina maxima com correczo do pH pela
da fermentagao alcoolica (B adigao de gas carbonico (A).

{ambos em quantidade suficiente Simbolos: —— = C0F; -—— = HCO3; + = GO,
para manter pH 1G,0) adicao

B 30004 T2000=

2000 ,&‘ R Eﬂ

16001 22000 o ®.1  TI000.
—_ = o “,é o
= 12001 i o
~ \ *
o ;o \ i )
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Material e Matodos

Micnonganismes - Spinuling maxima 4mX da oolecho do "Centro di  Studi dei
Microrganismi Autotrofi® (Figura 7) e Saccharomyces cerevisiae cepa 20 do "Istituto
di  Microbiclogia Agréria della Universitd di Firenze", ambas instituicBes
localizadas em Florenca, Ttalia,

Condigtes de culfive - (a) Para a cultura de S. maxdma Foram usados tanques doertos
("miniponds”} de cloveto de polivinila {PVC), apresentando 0,13m? de superficie e
6,5 litros de capacidade Gtil {Figura 8). O nivel da cultwra foi mantido a Sem pela
adigo de &gua destilada, repondo-se as perdas devidas a evaporacao.

A movimentacao da cultura foi executada por pis rotativas, na frequéncia de 15
cicios por minuto. O sistema foi mantide em laboratdrio, sob iluminacio constante
(lampadas incandescentes de 1000w} cque formecia, na superficie, cerca de
T004E.S-1.m2 PAR (radiacBo fotossinteticamente ativa). O sistema foi mantido a
28 £ 1°C; (b} Para a fermentagio alcodlica utilizou-se um pequenc fermentador com
capacidade de 2 litros, mantido a 30 £ 19C. O reio de cultura, para Saccharomyees
cerevisiae, era fornecido de modo semi-continuo, suficiente para produzir,
diariamente, cerca de 12 litros de gas de fermentacao.

O gas, predominantemente constituido por (02, era mantido em reservatdric e
injetado na cultura de S. maxima, de modo a manter o pH em torno de 10,0 {tanque
"B"). Hm outro tangue, como referénciz de comparacko, utilizou-se anidrido
carbinice de pureza analitica (tanque “A"). .

Meios de cultuna - (a) Para Spiwlina maxima, utilizou-se meio mineral prépric (9)
apresentando meio base (gl-1); RNC3, 2,5; K2804, 1,9; MgSO4.7H2O, 0,25:
CaClp.2Hp0, 0,05; KuHRO4, 0,5; NaHCO3, 15,15;  MNax0s, 8,%; MNaCi, 0,92;
microelementos  (mgl—l)  H3BO3, 2,86; MnClp.4H0, 1,81; 2nSOs.7H20, 0,22:
NazMcO4.2H-0, 0,39; CuS04.5H20, 0,079; Co(NO3)s.68H0, .0,049; Fe-EDTA ({Fe-EDTL
{gl-1: EDTA - Nap, 29,8; FeS04.7H20, 24,9 e agua destilada q.s.p 1000ml) 1,0ml.1-1,
HXO g.s.p. 1000ml.

Para se obter resposta mais répida, scbre a infludneia do gis dé fermentacio 1o
meic de cultura, fol importante reduzir a elevada concentragao de carbono inorgini-
co  (HOO3). Pava isto, o melo mineral foi modificado, inicialmente, substituindo-se
parte do carbono pelo equivalente idnico, em NaCl., Entretanto, ocorreram probleras
de precipitacdo e floculagio. Acreditou-se que a relacio, entre os diferentes com—
Fonentes, era muito importante para a estsbilidade do meio, dal a reducio de todos
0s camponentes a 1/3 de sua concentrac@o original. Este meio mineral, prdprio para
S. mexima, reduzido a 1/3 de seus camponentes, fol entdio utilizado nos experimen
tos; (b} Para a fermentacZo alcodlica, cam Saccharomyoss cerevisiae, wtilizou-se o
seguinte meio (g1~1): extrato de malte, 3,0; extrato de levedura, 3,0; peptona, 5,0
e sacavose, 50,0 (pH=5,0).

Figura 3 - Concentracdes de carbonatc e
bicarbonato durante o crescimento de

Spiuling maxina com correcio do pH pe- -
la adicao de gas da fermentagho alcod- 2000 =
lica (B). _ _ - £
Simbolos: — = (03; —— = HCO3; + = ZU‘ ~
€Oy adicao £ ? 1080 e
- e 2 g ¥ fa
'S
< 1000 B ; y : “ 0.0
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Figura 4 — Crescimento de Spi- diluicao dilvico diluicao
aubing  maxima com corregao do y

pH pela adigao da fermentagao
alcodlica {(B2) e pela adigdo de i
acido cloridrico (A2) 1600+
Simbolos: ¢ = gas da fermenta- -
¢cdoc alcodlicz; e = HCL

Ends ity

00 SOC  6QO
Tempo (horas!}

180 200 300

Deteminacae de canbonato e bicarnbonafo - Para acompanhar o consuno e reposigao das
fontés de carbonc no meio de cultivo, foi feita a determinacde pelo método volimé-
trico {3).

Avatiacao do crescimento - hmostras das culturas de S. maximg eram coletadas e fil-
tradas em mewbrapas de nitrato de celulose (8 de porosidade, Sartorius®), lave-
das duas vezes com solucio de cloreto de sddio {2,5%) e, finalmente, com agua deio-
nizada, para rewogdo de sais. As awostras eram entdc secas, até peso constante, 2
105°C,

Figura 5 - Concentracdes de carbonato e bicarbonato em culturas de Spiruling maxima
com adigao de gas da_fermentagdo aleodlica (B2).
Simbolos: (—) = CO3; (-—-} = HCO3; + = CO2
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Composicas da biomassa - Protelnas totais, lipIidios, carbohidratos e cinzas foram
determinadas por métodos da AORC (8).

Resultados e Discussao

O meic de cultura para S. max{ma apresenta, coic fonte de carbono, um tampic car—
bonato-bicarbonato que se desloca, no sentido deste ou daquele ion, em fungao do pH
& meio, como pode ver a seguir,

COy + HoO + Ha03 —2e  HOOS 003 + HyO
H+

H+

Depolis do anidrido carbdnico, bicarbonato & a fonte de carbanw preferencialmente
assimilada por S. macima. A predomingncia deste fon assequra ¢ maior crescimento
final, cam pH entre 9,5 e pH 10,0 {(5). Com o desenvolvimento da cultura, a <oncen—
tracao de Ions carbonato aumenta e, consequentenente, o pH também. Dal a necessida-
de de restabelecer-se a reserva de ions bicarbonato, o que pode ser feito pele for-
necimento de anidrido carbdnico, repondo o estoque de carbono inorgdnico ou pelo
simples acréscimo de acido mineral, corrigindo o pH, sem reposicao da fonte de car—
bone.

A influéncia de conponentes, presentes no gas de fermentacdo alcodlica, no cres—
cimento de S. maxima € vista na Figura 1. A cultura que recebeu apenas (0p sintéti-
<o apresentou we produtividade total de bicmassa significativemente inferior Acque-
la demonstrada pela cultura que recebeu o gas de fermentacdo. A partir de 100 horas
de cultivo, até o témino, a cultura "B" de Spiwling maxima, alimentada gom CO%
fermentaco, mostrou produtividade média de 0,7gmZhora™!, contra 0 ,56ar2hora=T da
cultura "A", alimentada com CO2 puro. Isso mostra que o gas, formado na fermentacso
alcoblica, representa fonte de carbono inorganico bem utilizada por Spirulina.

Figura 6 — Concentracdes de carbomnato e blcarbonato em culturas de Spirulina maxima
com adicao de dcido cloridrico (A2).

Simbolos: {(——) = CO%; (-—) = HC03; ¢+ = HCL
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Figura 7 - Microfotografia de Splauldina maxima da colegio do Ceantro
di Studi dei Microrganismi Autotrofi

Os niveis de carbonato e bicarbonato nas culturas "A" e "B" sdo vistos nas Figu-
ras 2 e 3. Nao demonstram diferencas significativas, ou seja, z eficifncia de cor—
regdo do pil & similar nos dois casos, indicando que & presenca de outros coTponen—
tes, além do 05, no gas da fermentacio, nao interfere na assimilacio do anidrido
carbinico.

Nos experimentos, ol comparadc o crescimento de culturas de S, maxima, recebendo
0 gas de fementagdo alcodlica ou apenas a adicdc de dcido mineral (HCL), sendo,
respectivamente dencminados por cultwra B2 e A2, O dbjetivo fol verificar por quan-
o tempo os nutrientes, presentes no meio, seriam suficientes para sustentar o
crascimento de S. maxdima, sem reposicdo da fonte de carbonc. O tmico substrato 1i-
mitante seria a fonte de carbono, pois a cada diluigio da cultura, procedimente ne—
cessario para sSe evitar diminuicdo da disponibilidade de luz para as células, os
demais nutrientes eram reintegrados ao meio de cultivo. FEm outras palavras, o meio
de cuitura filtrado era recolocado no tanque de crigem e o nitrogénio e fdsforo re-
tirados na foma de biomassa eram repostos, através de seus sais soliveis (KNO3 e
KpHPO4) . Rdotou-se, para tais correcdes, que as porcentagens de nitrogénio e £fosfo-
ro na biomassa eram, respectivaments, de 10% e 1% M/M). Os dados do experimento
estac nas Figquras 4, 5 e 6,

Nas ?r:;meiras 100h de cultivo, tewpe necessaric para a producic de cerca de
1,0g1~' de biomassa, ambora o tanxue A2 ndo tivesse recebido adiclo de Acide, o
cresciments fol equivalente ao da cultura B2, que recebeu © gis da fermentacio
aleodlica. Entretanto, decorridas oustras 50k a cultura A2 diminuiu a produtividade,
devido ac acmulo de carbonato, tendo atingido pH 11,5. Foi feita entfp a primeira
dilaicdo da cultura, recolhendo-se a biomassa em tela de nylon (malha 30um) e
retornando o filtrado, apds as reintegractes de nitrogénio e fosforo. A partir de
entac inicion-se a corregdo do pH, em ambas as culturas. Com isto, os niveis de
bicarbonato mantiveram-se equivalentes e o crescimento fol proporcicnal, em A2 e
B2, até 380h de cultive, momento em que se procedeu 3 sequnda diluicdo. _

A cultura A2 produziu, em 380h, cerca de 2,3g1~1 de bicmassa, apenas com corregdo
de pi. As concentracdes iniciais de bicarbonato de sodio e carbonato de sédio,
eram, respectivamente, 5,05g1~1 e 2,97g1-1. Existia, assim, uma disponibilidade de,
aproximadamente, 1,6g1~1 de carbono total. Cam o carbono constitui 48% a 53% da
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biomassa ciancbacteriana, seria possivel a cbtengao de cerca de 3,2g1-1 de 3,
maxima, sem suplementacac de carbono. De fato, apds 450k de cultivo, A2 passou a
apresentar diminuicao na produtividade, se comparada a B2, Rrbora tivesse havido
correcdo do pH, o nivel de bhicarbonato tornara-se extremamente baixo e, portanto,
limitante (Figura 6). Além disto, embora o pH do meio fosse nitidamente alcalmo, a
quantidade de (0o atmosférico dissolvido era reduzida, ndo recompordo os niveis
esperados de bicarbonato.

Epds 550h de cultivo procedeu-se & terceiva diluicdo, depois da qual as  culturas
A2 e B2 apresentaram nitida redugdo ra produtividade. A perda de condicdes Gtimas
para o desenvolvimento de S. maxdma, inclusive na cultura B2 deve ser encarada como
consequeéncia do actmulo de metabélitos organicos, lancados no meio, mais que de
caréncias nutricionais. Hmbora a cada dilaigdo ocorresse reintegracio de
nutrientes, o meio nac fol rencvado nag 700h de cultive (aproximadamente 1 mas).
Nota-se que nao existiam diferencas significativas, entre as culturas A2 e B2, até
a segunda diluicao, quanto 3 composigio da biomassa (Tebela 1). Os dados tabelados
mogtram que o teor em proteina da biamassa de Spiwlina, & maior na cultura em que
o gl fol corrigido com Uy de fermentagdo. Este camportamento & confirmado, tarbém,
no decorrer da cultura, durante a qual se verifica a redugdo do oconteGdo proteico
an anbas, com efeitos sempre wals marcados para as culturas que receberam (0p de
femmentacdo. Lipidics e cinzas mantiveram seus teores pratlcarrente inalterados,
durante todo © experimento. Conclui-se, portanto, que a caréncia da fonte do
carbono gera um desvio metabdlice, no sentido do acamilo de carbohidratos.

fuando nao ocorria limitacio da fonte de carbono, a produtividade, para as cultu-
ras tratadas caom 00y de fermentacdo, fol de aproximadamente 200mg1=1/12 horas luz.
Come os tangues apresentavam 0,13m* de superficie e Som de profundidade, a produti-
vidade, expressa em teros de superficie, foi de 1(}grrt"2/'|2 horas de luz. No caso
das culturas tratadas com 0O puro, os rendimentos, em termos de wnidade de super-
ficie iluminada, foi de cerca 8y.m? em 12 horas de luz. ‘I’a:.s valoreg corresponden
a produtividades médias de, respectivamente, 0,74gm™ Zhora=1 e 0,56qrhora=1, Este
dado & menor que os chtidos em culturas ac aberto {12-15qm2 dla"H Embora a ilu—
minagac tivesse sido constante, reduzindo as perdas ocasionadas pela respiracan no-
turna, a intensidade luminosa era cerca de 10 vezes menor que a natural (= 100
Rlux}.

Figura 8 - Tanques de cloreto de polivinila com 0,13m? de superficis e
6,3 litros de capacidade util para a cultura de Spirlina
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Tabela 1 — Composicic da biomassa m‘f {0 - 164n) 1154-384R}  (384-554h)  {554-700h)
de Spiaulinag maxdima nos diferentes

pericdos de cultivo. Coponentes M B W B M B M B
Simbolus: A2 = Cultura com corregao i’;"f;“‘;s) 67,9 68,1 65,2 659 51,9 62,1 43,9 58,8
d‘f— P}‘I pelo acrescimo de acido clo- Lipidios 12,2 12,1 12,6 12,8 13,8 13,1 14,0 13,2
ridrico; B2 = Cultura COm COTYeGa0  camoidratos 16,5 10,6 11,3 10,6 13,7 35,9 31,2 14,0
de pH pela adigao do gas da fermen- Cinzas §,5 65 7,0 7.2 7.4 T3 7.6 1.4
tagao alg¢oolica Total 97,2 97,3 9%,1 95,5 92,3 93,7 96,7 93,2
Conclustes

Spirnulina maxima utiliza, preferencialmente, como fonte de carbono, o Ion bicar-
bonato, sendo, portanto, necessaria a manutencao do pH 3,5-10,0 que favorece sua
formacao. Isto pode ser assegurado pela introducdo do gas da fermentacdo alcodlica,
contendo, principalmente, anidrido carbinico.

As culturas que receberam o gas de fermentacdo aicodlica apresentaram crescimento
superior ao obtido com a utilizacdio de anidrido carbbnico de pureza anmalitica. O
comportamento verificado & devido, ao gue parece, a melhor utlllzac;ao, yor parte da
Spinuking, do anidrido carbOnico em estado nascente, tipico deste gas da fexmenta—
cdo alcodlica. .

Atualmente o maior produtor mmdial de Spiuling & o México, através da Carpanhia
Sosa Texcooco, que a extrai ar condigdes semi-naturais, de lago alecalino, situado
proximo 3 Cidade do MExico. A producdo anual & de cerca de 700ton/ano, vendida,
principaimente, para os USA, Japgo e Canada. Se apenas 0,1% do anidride carbdnico,
produzido pela indistria alcocleira brasileira, na safra 1982/1983 (4 x 10° ton),
fosge utilizado para a produgdo de biomassa (a relacdo & de cerca de 2:1 COp/bic-
massa), seriam cbtidas 2 x 10° ton de biomassa, de elevado valor nutricional e eco-
ndmico, representando quase trés vezes mais que a produgdo mexicana. Isto &, toda a-
produga: de anidride carbinico atual, através das destilarias brasileiras, pode le-
var & produgio de 2 x 10% toneladas da bicmassa mencionada,

0 programa de pesquisa conjunta prevé a verificagde, a nivel de instalacdo piloto
no Departamento de Tecmologia Biogquimico-Farmacsutica da USP, nas condigdes natu-
rais de luz e temperatura.
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EFEIT0 DA ADICAD DE NITROGENIO E FOSFORO NO (RESCIMENTO DE
CAMDIDA UTILIS BM SUCO IE POLPA DE CAFE

S&mia Maria Tauk
Dept? de Ecologia
Instituto de Biociencias UNESP

Caixa Postal 178
13500 Rio Claro SP, Brasil

Regomo

Com a utilizacao da polpa de café premsada como composto
para adubagao organica do solo, resulta um filtrade da
prensagem e rico em agucar e nitrogeénio. Esse suco de polpa
foi utilizado como meio de cultura para Candida wtifds,
inicialmente contendc <comncentragoes constantes de acUcar
(5g/1), pH 4,5 e diferentes concentracoes de nitrogenio e
fésforo suplementados com adigio ao melo de substincias como
sulfato de amonia e acide fosforico, respectivamente. Os
diferentes cultivos foram realizados em fermentadores de 74
mantidos em condigdes ambientais counstantes de temperatura a
360C; azeragao Ippv e agitacio de 250rpm. O indculo utilizado
foi de 157 do volume final da cultura no fermentador. Nestas
condigdes, no meio de suco de polpa a relagio oOtima de
a¢ucar: N:P obtida foi de 40:1:0,1 (para melhor crescimento
da levedura).

Sumsaxy

Effect of the addifion of nitrogen and phesphorus on  ZThe
growth of Candida utifis in coffee pulp juice

A liquid vrich in sugars and nitrogen is derived from
residuals after coffee pulp is pressed and composted for use
as an organic fertilizer. The liquid from coffee pulp was
used as a culture medium for Candida  wtilis.
Characteristies: 5g/1 of sugar: pH of 4,5. MNutrients were
provided by the addition of ammonium sulfate as a nitrogen
source, and phosphoric acid as a phosphorus source. These
cultures were performed under constant conditions:
temperature of 300C; aeration of 1popv; agitation at 250rpm
and inmoculation at 15%. In these conditions, the best
growth of yeast in coffee pulp juice was at & relation from
total sugar: N:P of 40:1:0,1.

Introdugao

Este trabalho foi realizado na cidade de Guatemala, Guatemala C.A., constituindo
parte de um projeto mals amplo sohre o estudo de aproveitamento da polpa de café,
na tentativa de minimizar os problemas de poluicio ambiental decorrentes do acimulo
deste residuo durante o beneficiamento do café,

Una das alternativas de utilizagdo da _polpa de café & transformé-lo em ccmposto
para aplicacdo no solo camoe adubo orgdnico. A polpa contém alto teor de potdssio,
elemento de grande importincia para o solo, porém, a maior dificuldade de aplicacio

Rev. Microbiol., Séo Paulo, 16(3):188-194, Jul./Set. 1985,
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desse residuo estd baseada em seu alto teor de agua (2). Ent3o surge a necessidade
de dimimuir este teor, utilizendo-se para isto uma prensa hidrdulica, resultando a
polpa prensada e um suco de polpa cuja camposicao em base ao peso seco consiste em:
aglecar total, 77, O N Kjeldahl; 2,6%; polifencis, 3,4% e cafeina 1,2%, sendo que
un  tratavento prévic enzimatico, utlllzando enzimas pécticas ca‘nercma.s produz au-
mento do teor de aclcar total e de N no suco (14).

Tem sido proposta a utilizaczo da polpa de café ca de sen suco na produgio de
proteina microbiana (3, 9, 15, 19). Entretanto, estes estudos, nao foram realizados
cam suco de polpa obtido em prensa hidraulica cu para © uso deste na producio de
proteina de levedura.

A ccmpoac;ao de leveduras produz caracteristicas especiais aos alimentos que as
contém. Podem ser usadas para meihorar o valor nutritivo, a textura e o sabor, uti-
lizando-se hidrolisados e autolisados (18).

Entre as leveduras, Candida wiifis tem sido a mais estudada e portanto 534 foram
definidos diversos parametros de seu crescimento a partir de diferentes substratos
{5, 6, 21, 22, 23). Alguns sabstratos foram citados, quanto a producdo de C. utilis
seca, suas caracteristicas e o potencial em nivel industrial (5); economia de pro-
dugado, sua qualidade, custo e aceitabilidade {14) ¢ da anilise econdmica dessa
aplicacao (7).

A partir dos resultadcs citados na literatura, procurou-se verificar a possibili-
dade de crescimentc e rendimento de . wiilis em suco de polpa de café, como uma
das alternativas J&e utilizacdo desse substrato, que constitui um dos problemas do
beneficiamento do café por via (mida, nZo usual no Brasil.

A necessidade de suplementacao de N
e P, para o crescimento da lewedura, )
em diferentes meios de cultura, foi  Figura 1 - Cultivo de  Candida utifis em
verificada (8, 16}. Consequentamente, suco de polpa de cafe com 5g/l de carboi-
o cbjetivo foi determinar as concen— drate, pH inicial de 4,5, agitacao de
tragtes Otimas dos elementos canc fa— 250rpm aeragao de ippv, em temperatura de
tores nutriciconais suplementares para 300C e composicac de nutrientes de
O aproveitamento da polpa com vistas 20:1,0:0,1, respectivamente de (NH4)2S04 e
a producac de proteina microbiana, H43P04. Fermentador 1.
por C. wtilis. Simbolos: —— = Biomassa; —— = pH; —.— =

Acticar total; ... = N total

Matorial e MEtodos
‘ o

Utilizou-se linhagem de C. uwtilis
mantida, na Divisdo de Microbiologia
do ICAITI, Guatemala, C.A., an meio 9
de malte a 4<C. 30 o

Os meios utilizados foram pasteuri-
zados a 85°C, por 15 minutos e rapi-
damente refrigerados, até temperatura
arbiente, O controle de contaminantes =
realizou-se agtravés de exames micros- 20 ]
copicose no plagueamento de amostras,
en nmeic de dgar mutriente., O filtro
de ar dos fermentadores e os acessd- ¥
rics & sistema de refluxo do meio
foram esterilizados a 1200C, a l atm
por 20 minutos.

As condigtes de cultivo foram man- o
tidas constantes, para os diferentes
experimentos: temperatura 309C, pH
inicial do meio 4,5; aeracdo de 1
pov: agitagac de 250rpm e indculo de
15%.
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Tabela 1 — Determinacdo da veloci=
dade especifica de crescimento (ud
¢ do rendimente (¥) de produgao de

Figura 2 - Cultive de Candida ufifis em
suco de polpa de cafe com 5g/1 de carboi-
drato, pH inicial de 4,5, agitagao de
250rpm, aeracac de ippv, em temperatura de

C. wtilis em meio de suco de polpa
de café com 3g/1 de aclGear total e 300C e
com diferentes concentragdes de mi—
trogenic e f£osforo, suplementados,
respectivamente, com sulfato de
ambnia e acido fosforiceo

composicdo de nutrientes de

40:1,0:0,1, respectivamente de (NH}2504 e
H3PO4. Fermentador 1.

Biomassa; ——— = pH; -.— =
= N total

Simbolos: — =
Acicar totalj ...

Proporgao de agl- Rendimentn  Velocidade esgeci— LN
T fica de crescimento "~
u ity N
0,54 0,428
0,50 o, 381 !
0,40
6,37

¢,225
0,164

sp

204 ~

Considerando que na literaturs Nk
encantra—se  que a melhor fonte de %
N e P, para crescimentc de C.  widi- - |
£{4 consiste respectivamente no
sulfato de andnia e avido fosfdrico
{17}, essas substancias foram uti- 104
lizadas para a suplementacdo dos
elamentos, o meio de sxo de pol-
Pa. Essa suplementacdo foi realiza-
da de tal modo que as proporgoes
entre agiicar total:N:P mantive- e T T T
ram-se nas  seguintes relacdes: 5 i 5 = % ® Fahoreh
20:1:0,1; 40:1:0,1; 60:1:0,1 e
80:10,1.

| 40

LU —y e

Considerando-se que a concentracao de aclcar total sempre foi constante, isto 8,
5g/1 de meio, os estudos foram realizados com concentracdes descrescentes de N e P.

As amostras de 100ml foram ccletadas em tempos de 0, 2, 4, 5, 8, 10, 12, 18, e 24
horas de cultivo, sendo as de 0 hora ocom as seguintes camposicbes: meio de cultura
sem  indculo; cultive & erlenmever e meio de cultura com indculo. No final de cada
cuitivo, os melos foram concentrados em evaporador de liquidos, para testes futuros
de alimentacao animal.

Determuinaram-se as biamassas de C. wiilis, produzidas nos diferentes meios de
cultura, centrifugando-se as amostras em cenulfuga refrigerada, a 8000rpm e a 5°C,
As celulas resultantes foram lavadas com 3qua destilada e novamente centrifugadas,
nas mesmas condicoes anterlores. Chteve-se o peso seco da bicmassa, colocando-se o©
raterial em estufa a vacuo, mantida a 60°C e, através do resultados, determinou-se
a velocidade especifica de crescimento (y) e o rerdimento (V).

O sobrenadante livre de c&lulas foi analisado quanto aos teores de aglicar total,
N total e pH {1). Fn algumas amostras determinaram-se, qualitativa e quantitativa-
rente, agixares presentes no suco de polpz, por cromatografo a gas (1). Nas  amos-
tras de 24 horas, dos diferentes cultivos, detemminou-se o teor de etanol, em cro-
matografo de gas (1).

Para os testes estatisticos, utilizou-se o teste F, andlise de varianga e o teste

1sD (20) para comparar se as médias foram estatisticamente diferentes ao n.wel de
« = 0,05,
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Resultados Figura 3 - Cultivo de Candida wfilis em
suco de polpa de café com 5g/l de carboi-
Os resultados cbtides en meic con- drateo, pH inicial de 4,5, agitacao de
tendo aglcar: N e P na proporgao 250rpm, aeracao de 1ppv, em temperatura de
20:1:0,1, est3o na Figura 1. llesta se 300C e composicao de nutrientes de
ercontram os dados das médias das ré- 60:1,0:0,1, respectivamente de (NE4)3504 e
piicas sobre a producao de bicmassa, H3PQ4. Fermentador 1.
teor de aclcar, N total e do pH do Simbolos: —-- = Biomassa; ~-- = pH; —.- =
reic, durante as 24 horas de cultivo. Actcar total; ... = N total

A velocidade especifica & cresci-
mento  (u) de C. uwfilis nesse mesmo
meio, estd na Tabela 1. %o

A produgdo de biomassa cobtida em \
meio de suweco de polpa de café com A
55/l de agicar e contendo nutrientes s v
na proporcao 4G:1:0,71 esti ocom os de— 30 psl
mais fatores determinados na Figura
2. Nesta, o8 pontos representam as
m&dias cbtidas nas réplicas das amos-—
tras cbtidas durante o experimento, A ha.
veloccidade esgpecifica de crescimento "
esta demonstrada na Tabela 1.

Na Figura 3 e Tabela 1 estio os re—
sultados cbtidos em meic de suco de o2
polpa cam concentracac de mitrientes
de 60:1:0,1. Mo meio contendo nu-
trientes na proporgic 80:1:0,1, foram i
determinados diferentes fatores que o
estdo representados na Figura 4 e a
velocidade especifica de crescimento,
na Tabela 1.

Na Tabela 1, demonstram-se ainda,
comparativamente, os diferentes ren—
dimentos de producdo de C. willis am
meio de swo de polpa de café com 5g/1 de aglicar total e com diferentes concentra-
goes de nutrientes.

Para andlise estatistica as wlocidades de crescimento foram transformadas em
mnidades legaritmicas por ser a amostragem pequena. Aplicando o teste F, verifi-
cou-se que entre os tratamentos houve diferengas significativas, consequentemente o
teste LSD (limite da menor diferenca) foi. aplicado: -« = 0,05 sendo 15D tedrico =

0,2294 (2,78 . \2 . o,dogéi—z')

Verificou-se que existem difevencas significativas, entre os resultados obtidos
s cultivos contendo concentracdes de nutrientes diferentes. Nio houve diferenca
significativa nos resultados obtidos, utilizando-se cooncentraches de 20:1:0,1 e
40:1:0,1 e rem entre as concentragdes de 60:1:0,71 e 80:1:0,1 mas esses dois conjun—
tws foram estatisticamente diferentes entre si.

Aplicando-se a anitise de varianga cam G.L = 3 e « = 0,03, verificou-se que no
houve diferenca significativa entre as réplicas de cada experimento realizado.

Discussao

Admitindo-se que & energia de ativagio da destruigiic térmica dos microrganismos
seja maior que a de destruiglo térmica dos nutrientes (4), verifica-se que as con—
diches de pasteurizacdo foram suficientes para impedir a presenca de contaminantes.
Além disso, a técnica acarretou menor gasto de energia, que seria utilizada para
esterilizacio do residuo e evita grandes altera¢des na composigao do meio.



192

A fonte de carbone utilizada nos Figura 4 — Cultivo de Candida utilis em
ensaios  foram, principalmente, os suco de polpa de café com 5g/l de carboi-
aglicares encontrados no suco de polpa drato, pH inicial de 4,5, agitacac de
de caf&, mo qual atraves da  cromato— 250rpm, aeracac de lppv, em temperatura de
grafia de gas, verificou-se grande 30°C e composicao de nutrientes de
quantidade de sacarose, frutose e 80:1,0:0,1, respectivamente de (NH4)2S04 e

gllcose. Quanto ao ¥ e P, foi neces- H3PO4. Fermentador 1.

saria una suplementacio, verificada Simbolos: —— = Biomassa; ~-— = pH; —.— =
em +testes preliminares, a qual foi Aglcar total; ... = N total

realizada con suifato de amdnia e »

&cide fosfdrico. As proporcdes ideais "l

desses elementos, para maior produgso 9

de biomassa ou de rendimento do pro- \
cesso, foi g 20:1:0,1 e 40:1:0,1. \
Entretanto, a relagao poderd variar, v
de acordo cam os  fatores ambientais '
de cultivo. i

Na utilizacdo de n-alcanos por C. : =
guilliemondii, verificaram que a ta- i
xa favoravel a ser adicionada ao meio v
de N/P foi de 4:1, sendo agui utili- Plomme, Y
zada 10:1 {17), assim parece-nos gque 20 ,
o residuo agui estudado possibilita b
menor quantidade de N introduzido do
que 05 nalcenos ou que a C. uldlis &
menos exigente na presenca de N do
que aguela levedura.

Néo foram realizados estudos cam
relactes de aglcar: N:P nenores que ¥
80:1:0,1, en virtude dos resultados ]
evidenciarem decréscimo significativoe :
da producdc de biomassa microbiana ‘
proporcicnal ao decréscimo desses ru- 3 . g = CIAES B
trientes no neio (Tabela 1).

Para cutros estudos do cultivo de €. ufilis em meio e suco de polpa de cafe,
atraves desses resultados agui cbtidos, cptou-se pela utilizacdo de concentragdes
de nutrientes para 40:1:0,1, para evitar o encarecimentc do processo cam a introdu-
¢ao de grandes quantidades de substancias, fontes de N e P. Outzo fato, & que, em
arbas as proporctes, o rendimento fol aproximadamente 0,5, valor este considerado
ideal para fermentacao de residuos por leveduras (11) e que as velocidades dbtidas
n&o foram diferentes estatisticamente.

Durante o desenvolvimento da levedura no suco, verificou-se alteracgic da cor do
meio contido o  fermentador, no pericdo de 4 a 6 horas, cov‘r%pondendo a0 grande
consure de aglcar e alteragdo do pH. De modo geral, chservou-se que ¢ maior decrés-
cimo do teor de N no meio ocorreu apds a diminuicac dos tecres de agicar #otal d&o
reio.

O pH inicial do meio de 4,5 fol utilizade , pois nesse o desenvolvimento bacte-
riano & dificil, ev:.tando—se o problema de contaminacio e també&n, porque entre
4,0-6,0 o pH favorece melhor a atividade das leveduras (12). Durante o desenvolvi-
mento de C. wiilis no meio, o pH decrescer para valores de 2,0-3,0, correspondendo
as primeiras 6 horas de cultivo.

A acracao ros fermentadores € importante, sendo necessaria sua definicio, em cada
tipe de sistema utilizado {24) Nesses experimentos, a quantidade de ar foi cons-
tante, lppv, quantidade minima necessaria para o desenvolvimento da levedura no
sistema utilizado. Cutros experimentos com aeragao maior nos fermentadores, nessas
nesmas condigbes e mo sistema utilizado, ja foram desenwolvidos, mas acgui ndo serdo
relatados.

De acordo oom os resultados cbtidos, evidencia-se que 8 horas de cultivo da leve-
dura em suco de polpa de café foi o tempo ideal para produgdo de biamassa, porgue
mm tempo superior nae houve um aummento no nimero de células que justifique wm
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grande gasto de energia, necessario para manter constantes as condicdes nos fermen-
tadores.

No final do cultivo, as células nAc foram separadas por centrifugagdo, pordm, ©
produto final fol concentrado em um evaporador para concentracio de suco de frutas,
para postericr aplicacao como ragdc animal. fssa tecnologia possibilita maior con-
servagao da levedura e cutros materiais que poderic ser produzidos durante o culti-
wvo (10).

Estudeos sobre efeito de concentragbes maiores de aglcar total no meic e do aumen—
to da aeragdo nos fermentadores tem sido realizados e resultados ja foram obtidos
(8.M.Tauk, manuscritc em preparacao) para a caracterizacao dos fatores ambientais
que atuam durante o crescimento de C. wiilis em suco de polpa de café.
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Resuo

Isolados de X, campesinds pv. cassavae da Africa (Xea) e
Colombia  (¥ec) e X, campestfris pv. manihofis (Xem),
causadores da "necrose bacteriana" e daz "bacteriose" da
mandicca (Manthot esculentd Crantz) respectivamente, foram
comparados a ume estirpe de X. campesindis pv. campestris (Xc)
quanto a habilidade de degradar substancias pécticas., Xc
apresentou alta atividade de transeliminase do acido
poligalacturonico (PATE) e de pectinesterase (PE). Essas
enzimas promoveram perda de eletrélitos, maceracdo e mworte
celular em tecidos de tubéreulos de batata. Xcc mostrou
comportamento identico, enquanto que Xca e ¥em apresentaram
baixa atividade enzimatica e nZc provocaram maceracio e
morte celular mno mesme  bioensaio, Atividade de
poligalacturonase foi detectada em Xcm, porém apenas nas
primeiras 22 horas de incubacao a 309C.

Sunary

Pectobytic activity of o pathovars of Xanthomonas
campesinis ajfecting cassavae

Xanthomonas camped@nis pv. cassavae from Africa (Xca) and
Colombia (Xee) and X. campestris pv. manthofis (Xem) all
three pathogenic to cassava (MManihof escufenta Crantz), were
compared to X. compestnis pv. campesinds (Xc) isolate
NRRL-B1459A, based on their ability to produce enzymes which
degrade pectic substances. Xc showed high polygalacturonic
acid-transeliminase (PATE) and pectinesterase {PE)
activities, These enzymes induced leakage of electrolytes,
maceration and cell death on tissues of potato tubers, Xcc
followed a similar pattern, however, Xca and Xem had iow
enzymatic activities upon pectic substrates and were unable
to cause maceration and cell death on potate tubers. Xem
presented polygalacturonase activity limited to the first 22
hours of incubation at 300C.

Introducio

Fungos e bactérias fitopatog@nicas podem produzir enzimas que degradam os cCmpo—
nentes da parede celular das plantas (8, 24). Evbora a producao de enzimas pectoli-
ticas "in vitro" ndo seja pré-requisito para patogenicidade, a habilidade de um Fi-
topatdgeno produzi-las tem sido relacionada com o seu tipo de agdo patogénica (1,

Rev. Microkiol., Sac Paule, 16(3):195-202, Jul./Set. 1985.
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2, 5, 12, 13). Assim, os sintcomas causados nas plantas, por espécies de bactérias
do génexro Xanthomonas, sdc diferentes dadqueles induzidos pelos fitopatdgenos pecto-
liticos dos géneros Fuwinia e Pseudomondas, sugerinde que Xanthomontsd spp. ndo tém
habilidade para degradar substancias pécticas {16, 21). Entretanto, muitos dados
atestam a atividade pectolitica das Xanthomonas. Burkholder & col. (4) j3 cbserva-
ram que 38 entre 77 culturas de Xanthomonas podiam liquefazer um gel péctico, arbo-
ra mais lentawente e menos vigorosamente que Eawdnia Spp., dque causam podridac  mo-
le. Cbservactes similares estzo em outros trabalhos (6, 19, 206, 21, 22). Das 19 es—
tirpes do género Xanthomonas testadas por Starr & col. (22), 17 apresentavam ativi-
dade pectinesterase (PE), oito trxanseliminase do acido poligalacturdnico (PATE) e
nentnma delas preduziu poligalacturcnase (PG} ou transeliminase da pectina (PTE).
Oz mesmos autores (22) purificaram uma endo-transeliminase do acido poligalacturd-
nico {endo-PATE) de X. campesirnid por precipitacdo ocom acetona, cromatografia em
DEAE-celulose e (M-celulcse. Tawole & ccl. (7} relataram a presenga de PG em Xan-
Zhomonas compesinds pv. maniholis.

O cbhjetivo deste trabalho foi verificar as diferencas entre as duas patovares de
X. campesinis que afetam a mandioca, no que se refere a atividade pectolitica, em
camparacac com Xanfhomonas campesiiis pv. campesinis que tem como hospedeiras as
cruciferas.

Material e M&todos

Bacterias e meio - As bactérias, pertencentes as patovares X. campesinis pv. cam-
pesinis (&), X. campestriis pv. cassavae da Coldmbia (¥cc) e da Africa (Xea) e K.
campai'}bi/s ev. manihotls (Xam), foram mantidas em cultura por meio de transferén—
cias mensais em meio YDC (23) ou em meio 523 (9). Teste de patogenicidade de todos
os estirpes foram realizados por Kimura & col. (10) (Tabela 1}.

0O meic para crescimento das bactérias (523+F} continha: 0,8% de caselna; 0,4% de
extrato de levedura; 0,2% de KpHPO4: 0,03% de MgS04.7HZO; 0,5% de pectina; 0,5% de
polipectato de s&dio. Os dois Ultimos campostos tiveram o pH ajustado para 7,0 e
foram autoclavados em separado. Dez mililitros de cultura-semente produzida em 25ml
de 523+P, durante 24 horas, foram transferidos para 500ml do mesme meio e este in-
cubado a seguir a 30°C durante 18 horas a 150rpm, para produgdo de enzimas em  cul-
tura.

Preparacas enzimatica - Apds centrifugacdo por 20 minutcs & 10400g o schrenadante
de culturas de 18 horas foi submetido 3 precipitagio com wma seérie de sulfato de
amonio entre 60 e 90% de saturacac a 49C. As suspensdes obtidas foram centrifugadas
e o precipitado ressuspendido em dgua destilada e dialisado com 300 vezes o volume
da preparacdo en dgua destilada a 40C.

Cromatoghafia de trhoca {bnica - DEAB—celulose (Bio-Rad Lab., Richmond, California,
94804, USA) foi lavada com &gua destilada e as particulas finas eliminadas. O sedi-
mento, ressuspendido com HCL 0,2N por 5 minutos, filtrade, lavado 2 cu 3 vezes com
Agua destilada, filtrado novamente e ressuspendido en NaOH 0,28 antes &a  lavagenm
can Agua destilada e transferéncia para a coluna a ser equilibrada com tampao
Tris-HCL 0,05M pH 8,0.

A preparagac enzimftica rvetirada da didlise teve o seu pH ajustado para 8, oolo-
cada na coluna e submetida a concentracdes crescentes de NaCl, até 0,5M.

Fnsains enzimaticos - PATE e PTE foram estimadas pelo método do acido tiobarbitlri-
o (TBA) (18}, pelo aumento dos grupos redutores na mistura de reagde (17) ou pela
perda de viscosidade (1}. Os dois dltimos testes tambén mediram a atividade de PG.
PE foi estimada atraves da titulagdo com NaOH 0,018 (22).

A mistura de reacdo para dosagem de PATE continha 0,5% de polipectato de sddio
(NaPP) (Sigma Chemical Company, St. Iouis, MO} em tampao glicina 0,05M pH 9.5.
Usou~-se para dosar PTE, 0,5% de pectina (Sigma Chemical Company, St. Louis, )  en
tampas acetato de sédio 0,05M pH 5.2 e para PG, 0,5% ‘de N&PP em tampdo acetato de
s6dio, pH 5.2. A proporgao foi sempre 0,iml de substrato e 0,iml de diferentes con-
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centragtes de extrato enzimitico., A perda de viscosidade foi determinada em visco-
simetro Penske Ostwald 300 contendo 3,5ml de pectina ou MaPP 1.2% com o tampao oor-
respondente a cada enzima. Para PE a mistura de reacdo continha 1% de pectina, NaCl
0,1 e 10% {v/v) de enzima nun total de 10mi. A mistura de reacio foi ajustada para
P 7,0 com NaCH 0,018 apds 60 minutos de reac3o.

&s misturas de reacdo foram incubadas a 30°C e como controle usou—se Serpre enzi-
ma fervida.

Figura 1 — Atividade da transeliminase do acido poligalacturonico (PATE)} estimada
pelo teste do acide tiobarbitdrico (TBA) {-x-) e perda de viscosidade {(—) usan-
do-se polipectato de sodic em mistura com fracdes enzimiticas resultantes da preci-
pitacio dos filtrados de cultura de quatro estirpes de Xanthomonas campestrnis (X,
campestnis pv. campesirnis), X. campesinis pv. cassavae da Africa (¥ca) e Coldmbia
(Xcc) e X, campestnis pv. manihofis (Xem) com sulfato de amdnio entre 60 e 907 de
saturagac, seguida de dialise
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Figura 2 - a) Atividade da transeliminase da pectina (PTE) estimada pelo teste do
acido tiobarbitdrico (TBA) {-x-) e perda de viscosidade (—) de Xanthomonas cam-
pestnls pv. campestnis (Xc); b) e ¢) Atividade da voligalacturomase (PG) determina—
da pelo metodo de Nelson (-x-) e perda de viscosidade (—) de Xc e de X, campes-
tris pv. maninofis (Xem), respectivamente. Usou-se pectina como substrato para de-
terminar PTE e polipectato de s6dio para dosar PG no filtrade de cultura de Xc e
Lcm :
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Ura unidade (U) de PATE e PIE, de acordo com Mount & col. {15}, foi definida camwo
a quantidade de enzima que causa um amento de 0,7 en zbsorbéncia a 548mm pelo tes—
te do Acido ticharbitlrico. Para viscosimetria uma wnidade (U) foi igual a 10 di-
vidido pelo tenpo em minutos para gue 50% da viscosidade fosse perdida (1).

Unidade de PG fol expressa atraves de umol de aglcares redutores liberados por
min, por mgy de proteina e PE em wmoles de grupos esteres hidrolisados por ml de en—
zima.

Todos os resultados foram apresentados em unidades por mg de proteina por ml de
enzima. Proteina foi estimada pelo método de ILowry & col. (11).

Macenacao de fecido vegetal, perda de elotnolifes e monke cefufan - A mistura de
reagao para esses estudos consistiu de 12 discos de batata (8mn de didmetro X 0, 4mw
de espessura e aproximadamente 0,6g) em émit de tampao glicina~NaCH pH 9.5, aml de
enzima e 0,02% de azida stdia.

A perda de eletrolitos fol registrada em intervalos de 15 ou 30 minutos com um
condutimetro rmodelo RC-16B2 (Beckman Instruments Inc., Norcron, GA, 30092). A morte
celular foi determinada através da retirada dos discos de batata, transferéncia pa-
ra uma solugao plasmolisante contendo 0,001% de vermelho neutro (BBL, Cockeysville,
Maryland, 21030} em KNO3 0,85M durante 20 min sequida de lavagem em KNO3 0,85M du-
rante mais 20 minutos.

Os discos que ndo continham evidéncia de morte celular ficaram coloridos e rece-
beram indice 5; discos com morte total receberam Indice zero, Valores wmitdrios ine—
termediarios foram distribuidos conforme o grau de coleoragdo dos discos de batata.

Tabela 1 — Descricio das patovares de Xanthomo-
A4 campestris usadas na producao de enzimas gue
degradam material péctice.

Simbolos: 1 = Fornecida pelo Dr. L.K. Nakamura

NRRL/USDA, Peoria, Illinois, 61604, USA; 2 = koo Procedereia Fatoves
Fornecidas pelo Dr. 0. Kimura da Universidade NREL-BI4SSA LS campesinds
Federal Rural do Rio de Janeire:; 3 = Da colecao CLAL-3165 @1&@;;&2 cansauaz
do Prof. Armando Takatsu da Universidade de Bra- CIAT-1396 Afrm ) casdavas

ENA-2648 prasiiia/Brasil? sanihotis

silia
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Figura 3 - Perda de eletrdiitos (—). morte celular {——=) e maceracdao (-o-) de dis-
cos de batata por agao de enzimas purificadas por precipitacao do f£iltrade de cul-
tura com sulfato de amonio (60 a 90% de saturagac) provecadas por: a) Xanthomonas
campestnis pv. cassavae da Colombia (Xee); b) X, campestnis pv. cassavae da Africa
(Xea); ¢) X. campestris pv. manihotis (Zem) e d) X, campesfrnis pv. campestris (Xe).
A mistura de reacio continhz 12 rodelas de batata (aproximadamente 0,6g); tampio
giicina 0,05 M, p4 9,5; 0,027 de azida sodica e 0,065 a 0,09mg de proteina por ml,
Enzima fervida e tampao serviram come controle
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Maceracic de discos de batatas foi estimada por Indices de 0 a 5 também. Discos
rratados com enzima antoclavada ndo eram macerados, entZo receberam 5 e os que ti-
nham perdido a coeréncia receberam 0. Valores intermedidrios foram assinalados
através da pressido com uma espatula indicande um maior amolecimento do tecido.

Cada experimento teve no minimo 3 repeticfes e enzima autoclavada foi usada como
controle.
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Tabela 2 - Transeliminase do 4£cide poligalacturdnico
(PATE} e pectinesterase (PE), presentes em 3 patovares de
X,  campestnis crescendo por 18 horas na presenca de 0,57
de pectina e 0,5% de polipectato de sddio a 309C.

Simbolos: 1: Xec = X. campestnls pv. cadsavae  da
Colombia, Xea = X. campestiis pv. caisavae da Africa, Xem
= X. campestnis pv. manihofis, Xe = X. campesinls pv.
campeslils. 2 - Fragdes de DEAE-celulose: I = eluicdo com
Tris-HCl 0,05 M pH 8,0, II = elui¢io com Tris-HCL 0,05 M
pH 8,0 o NaCl 0,1 M, III = eluigdc com Tris-HC1 0,05 M pH
8,0 e NaCi - 0,2 M; 3 = Transeliminase do acido
poligalacturdnico (PATE) expressa em unidades de produto
insaturade per min por mg de proteina, usando-se o teste
do acido tiobarbitirice; Pectimesterase (PE) em ymoles de
grupamentes carboxilicos determinados por titulacic com

NaOH 0,01 N

Patovares] oo Az Xem e
Fontes de <

enzimas Eneimasd;  PATE PE PATE PR PATE _PE PATE _ PE
Sobrenadante 2,0 0,0 7 - 1,6 - 7.7 0,1
(M4} 5S04 {60-90%) 76,0 0,6 0,64 0,33 3,6 0,012 128 0,4
DEAS-Celulose I 16,6 0,1 0,25 0,6 5,0 0,02 703,7 0.6
DERE~Celulose II 7.4 01 - - - - 176,4 0,1
DEAZ-Celulose ILT 21,6 0,15 - - - - 233,3 0,25

Resultados e Discussao

As enzimas PATE e PE predominaram nos ensaics enzimdticos com os  trés patovares
crescidos durante 18 horas em meio 523 liquido contendo substrato péctico. As enzi-
mas apds fracionamento com uma série de sulfato de amfnio foram cromatografadas por
troca idnica em DEAE-celulose (Tabela 2).

Detectou~-se PATE em guantidade superior a PE tanto no filtrado de cultura quanto
apds a purificacio (Tabela 2)}. Na patovar Xc foram detectados PG e PTE e na patovar
o, sarente PG foi encontrado no filtrade de cultura.

Starr & col. (22) usando 13 patovares de X. campestris com 9 isolados de Xc e um
e Xom encontraram scmente PATE e PE no filtrado de cultura. Xo apresentou PTE e PG
alén das duas enzimas encontradas pelos pesquisadores acima, embora em menor quan-—
tidade quando comparadas &s atividades de PATE por viscosimetria, TBA e aciicares
redutores.

En experimentos preliminares testou-se a atividade enzimitica no filtrado de cul-
tura dos txds patovares, durante 24, 46 e 64 horas de crescimento. No caso de Xa,
BG, PATE e PTE aumentaram cerca de 2, 3 e 4 vezes, respectivanente, a sua atividade
de uma das fases de crescimento para a seguinte. A atividade de PG no caso de Xem
apareceu somente até 22 horas de incubagio e a de PATE nio foi crescente. Tara ©
patovar Xca, PIE e PG nao apareceram no filtrado de cultura em nenhum dos periodos
de crescimento testados.

Nasuno & col. {(16) detectaram uma atividade maxima para PATE em uma estirpe de ¥
entre 36 e 48 horas de crescimento a 309C. Agui Xe apresentou um aimento guantita-
tivo para as enzimas até com 64 horas de crescimento, sendo gue PATE aumentou cerca
de 9 wezes entre 22 e 64 horas de crescimento. Nasuno & col. (16) ndo detectaram
producao de PG en Xo, mesmo quando variaram a temperatura, aeragao, pH, fontes de
hidrogenio e outros constituintes do meio de cultura. Ja Fawole & col. (7} encon-
traram PG em filtrado de Xom com atividade preoporcicnal i idade de cultura com  até
100 horas de incubacZo. No caso presente detectou-se atividade de PG em Yem com ate
22 horas de crescimento també@m a 30°C (Figura 2).

A atividade de PE em relagfio & PATE parece Ser mais marcante para Xca do gue para
as ocutras bactérias (Tabela 2. .

O major rendiments no processo de purificacio e na produgic de PATE foi conseqgui-
do com Xc {Tabela 2}.
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Os patovares Xca e Xam no processo de purificacdc ndo apresentaram as frages II
e IIT, obtidas por eluigio da coluna de DEAE-celulose com Tris-HCL 0,054 pH 8.0 e
NaCl a 0,1 e G,2M, respectivamente.

PATE e PTE foram liberadas juntas na lavagem da coluna de DEAE celulese cam
Tris-HC1 0,05M, pH 8.0 e tarbém en 2 picos quando se eluin com Tris-EC1 0,05M, pH
8.0 contendo NaCl 0,1 e 0,24 no caso das estirpes Xcc e Xo. Isto sugere & presenca
de isoenzimas de PATE e/ou de PE. Foi tentado o usc de (M-celulose nas mesmas con—
dicdes cramatograficas de Nasuno & col. {16) mas a quantidade de enzimas purifica-
das ccm esta coluna foi insignificante.

Para X e ¥oa as enzimas PATE e PE apareceram somente na eluigdo cam Tris-HCI
0,05M, pH 8.0. Isto pode indicar auséncia de iscenzimas ou ainda gue o pii e a con-
centracio Jde NaCl usados na cromatografia ndo foram os mails adequados para liberar
ocutras espécies de enzimas presentes nessas bactérias.

Mount & col. (15} indicaram que a nudanca de permeabilidade, maceracac de tecido
e morte celular em discos de batata podem ser causadas por uma endoPATE produzida
por E. carofovora.

MeClendon (14) e Bateman (3) concluiram que a maceragZo € relacionada com a acdo
de endoPC e endoPATE e que formas exo de hidrolases e liase, NAO CAUSEN MACEracao.
No caso presente os resultados indicaram tendéncia semelhante, pois, embora a sepa-
ragio entre endo e exo enzima ndo tenha sido enfatizada, as Figs. 1 e 3 sugerem si-
tuagio idéntica. Enzimas produzidas por o e Xca com altas perdas de viscosidade
por minuto cansaram maceracac e morte enguento que os de aczo mais lenta, indicado-
ra de exc-transeliminase n3o possuen efeito macerante.
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Sumrary

The kinetic behaviour of acid proteinase from Aspergillus
niger was investigated. Results indicared that the order of
the reaction followed the second order. The half life (:1/2)
was 53 minutes. Michaelis constant and maximum velocity were
determined using different methods. The average of Km walue
was equal to 0.01mM. The maximum velocity (Vm) was
determined being 0.45. The enzyme had one active site and
the equilibrium constant k', analogous te Km was- equal to
0,011m¥4. The pH optimum was 2.5. The pK and heat ionlzation
of groups present in the catalytic site of the enzyme
protein were studied. The pK parametexrs showed that pKg = 3,
pKes = 2.38, delta HO = 1.5 kal/M and the ionized group was
beta carboxy {Aspertyl residue).

Fesumo
Cinetica da proteinase acida de Aspergiffus niger

0 estudo da cinética de proteinase dcida de Aspenglllus

iges revelou: a ordem da reacao segue a segunda ordem; meia
vida (c1/2} 53 minutos. Através de diferentes metodos, as
velocidades maximas e constantes de Michaelis foram
estudadas. A média do valor de Km foi igual a 0,0imM e a
velocidade maxima (Vm) 0,45. & enzima apresenta um sitio
ativo; a constante k' de equilibrio, aniloga 2 Km, & igual a
0,01tmM. O pH dtimo foi 2,5. Foram estudados taubém, pK e
calor de ionizacao dos grupos presentes no sitio catalirico
da enzima. Os parametros de pK demonstravam que: pKe = 3;
pKes = 2,38; delta H® = 1,5 kal/M e que o grupo de ionizagao
foi beta carboxy (residuo aspertil).

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 16(3):203-210, Jul./Set. 1985.
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Introdoction

The acid proteinase from molds (BC.3.4.23.6) has been studied by a muder of
workers (3, 7, 8, 16, 18, 20}). The enzyme catalyzes the hydrolysis of peptides,
especially at bonds involving the carboxyl groups fo arginine or leucine, Many
investigators studied the purification of proteases {1, 11, 12, 15, 17} using 2.3
volures of alcohel, acetone or one wvolume of saturated ammonium sulfate to
precipitate the enzyme. Others (6, 19, 21) 'purified the enzyme by using
CM-cellulose, DEAE or Amberlite CG-50 chramatography.

Acid proteinase is used industrially in pharmaceutical preparations, brewing
industries for clarification and maturing of beer and for correcting hazes which
often develop in beer during storage. This use plus the unusual properties of this
enzyme promted us to include acid proteinase in the investigations of cur
laboratory. . .

This study describes kinetic experiments concermed with substrate concentraticn
and pH behavicur. .

Table 1 - Determination of the Table 2 ~ Effect of substrate concentration

reaction order of A. niger acid on enzyme velocity

protease

timin} a ax  afa-x ta—x in aja~x s o s /5 v v s/v ps log v/Nm

(=102 Ge10-3)

6 188 0 w0 i 0.01 0

10 0 21 i) 1.27 ¢.013 0.24 32 -1.5- 31 0.29 3.45 2.11 1.5 0.29

20 100 32 8 1.47  0.015 0.39 27 -1.6 27 0.29 3.45 0.09 1.6 0.23

30 100 42 58 1.72 0.017 0.54 21 “1.7 43 0.28 3.45 0.07 1.7 0.29
16 -1.8 63 0.29 3.45 0.06 1.8 0.29
1 -2.0 % 0.23 4,40 0.05 2.0 0,04
5 ~2.3 200 0.15 6.70 0.03 2.3 -0.28
3 -2.5 333 0.10  10.00 0.03 2.5 .53

Material and Methods

Onganism - A preliminary screening program for high acid proteinase producing molds
grown in submerdged culture, indicated that Asperglffus niger was on of the most
active (8). The crganism was maintained on veast malt agar slants based on that of
Haynes & col. (1)), and transferred at 4 weeks interval. Culture was grown in 250ml
baffled Erleynmeyer flasks, containing 50ml of 5% wheat flour, 2.13% sodium
nitrate, 0.5% potassium dihydrogen phosphate, 0.1% sodium chloride and i 4.5.
Fermentation was run at 30°C on an incubated rotary shaker, 125rom for 72 hours.

Enzyme purification - The technique adopted by Hashimoto (9) was followed. It is
sumarized as follows: the broth filtvate was adjusted to pH 4.5 and concentrated
wder vacuum at 35°C to one-third. The fractionation of the proteinase with
amonium  sulfate was performed at a concentration of 0.58 saturation followed by
centrifugation. The concentration of ammonium salts in the clear enzyme solution
was raised to 0.7 saturation at pH 4.5. The precipitate was then dialyzed against
distilled water to dotain enzyme free salt solution. The non dialyzable substrate
was submitted for purification with 2.5 wolumes acetone. The precipitate was
redissolved in 0.01M acetate buffer at pH 4.0 and centrifuged to remove the
impurities. Cold acetone (2.5 volumes) was added to the supernatant. The
precipitate was redissolved in 0.1M acetate buffer {pH 4.0). The clear enzyme
solution was applied to DEAE - cellulose colum {2 by 57cm) equilibrated with 0.01M
acetate buffer, pH 4.0. After washing the colum with 0.01M acetate buffer, oH 4.0,
elution was perfommed by a linear gradient of sodium chloride concentration from
0.1 wp to 0.4 per cent. The flow-rate was adjusted to 3Cmis/hour. PFive ml.
fracticns were collected. Active fractians of protease, mumber 26 to 35 were pooled
and desaited by dialysis. The dialyzate of pooled fractions was reprecipitated and
dried.
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Table 3 —~ Different techniques for calcula- Table &4 -~ #ill plot £for active
ting Xm & Vm site number and Km wvalues of
: Aspengillus acid protease.
— Symbols: * = Maximum velocity
" _ Intercept -
Plots Siope g terc - v ¥a (vm)} = 1440/ml
v’r versus s - v s 0.44 a,009
/v versus 1/s K/ 1/vm =1/Km 0.45 0.010
v versus p d W legEm 0.4 0.010 s ) Sdog s v/ (Wm)®  log v/Vmev
siv Versus s 1/ Km/Vm —Em 0.435 0.0097
log vV versus oS 9.6115 32 50 34 9.22
27 50 54 9.22
7 0 54 0.22

0.22
77 67 0.06
Eley S84 -0.27
35 111 ~0.53

BRI I b b okt
L O 00 w30 T
w
<
W
E

Enzgme. assay - The modified method of Anson, described by Tsujita & Endo  (21) was
adopted here for enzyme assay. The reaction mixture (1.5ml) contained ahzyme plus
10mg of Hammarstein milk casein (1%) in citric acid phosphate buffer, pH 3.0.
Incubation was conducted at 379C for 10 minutes and the reaction temminated by the
addition of 1.5ml of trichloroacetic acid {10%). After standing for 20 minutes at
379C, 0.5m1 of the filtrate was taken to determine the amount of TCA-soluble
products, using Folin-CioCalteau reagent. The klue colour was measured at 660nm by
using a Perkin Elmer spectrophotameter Model 5CE. One wnit was defined as the
amount of enzyme which developed the colour equivalent to 1 microgram of tyrosin.

Onden 04 neaction - The experiment was carried out by dJdissolving the enzyme in
citrate buffer at pH 3.0 and was rapidly brought to 379C in a water bath, regulated
to = 0.059C and stirred continuously. Aliquots were removed at 10 minutes intervals
for enzyme determination. The simplest mean of determining the order of reaction is
o measure the veriation of the concentrations of a reactant with time.

Fesults and Riscussion

Crniternda of enzyme purify - (i) Selubility test and ultrnaviofel specthum - At two
speeds, high speed at S500nm/min. and slow speed at 100nm/min were used for the
criteria of enzyme purity. The abscrption spectrum of the purified enzyme at the
high speed was 302.4 and 303.%m at low speed with an average of 303nm. The ultra
violet absorption spectrum of an aguecus solution of the purified enzyme proved to
be typical of a protein free of nucleic acids. These results are in agreement with
those dbtained by Sardinas {(15) who found that maximum absorpticn of fungal
proteinase was near 300mm; (i1} Imfam-red absonpiion (Attia, R.M.; Gamal, R.F. &
Ahmed, S.H.) - Cbservation on the infra-red absorption spectra of acid proteinases
from Adpergillus nigen. Res. Ann, Rev, Fac. Agric. Ain Shams Univ. {in press} — The
fungal acid protease cbtained by the authors compared with foreign counterpart
enzymes, i.e. pepsin, fungal acid protease and microbial remnin dbtained from Sigma
Co., U.S.A, show resemblance in numbers of sharp absorption bands which may be
correlated with unsymetrical vibrations of atoms and groups of atams. The infra-yed
gpectra of all preparations show great similarity in the band possition, indicating
that the same compounds are present. The above results of criteria of purity
indicate a wery strong evidence for the parity of the enzyme, and therefore the
enzyme preparation was used for kinetic studies.

B W B /K leg W pS  log VK
. 2.0 123 9.60 12612,5 2,089 2.0177 2.1
. } 2.5 159 1.7 13520.4  2.301  1.930¢ 4.13
Table 5 - pKa vaiues of Aspenglllus acid 3.0 31 3.5 11232.0  2.545 1,305t 4.05
N 3.5 416 45.45 9152.9 L2.619 1.342% 3.%6

protease
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Figure 1 - A plot of 1/(a—x) Figure 2 - Schematic plot of the
against time (t), showing the end Michaelis-Menten  equationr, showing
order reaction, following the the rectangular hyperbolic nature of
equation: kt = x/a(a-x} the equation. The asymtotes to the
curve are at v = V and s = Km and the

.02 centre of the conic section is zt the

point Ky & Vpax

Slops = X

Interceapt = /o

tﬁ-'z./ku

o H 1
tize {min) 2

T

Kinetic behaviour - The concept of order is important in understanding enzyme
Kinetics because the individual steps in enzyme catalysed reactions nearly always
do have simple order, usually being first or second order {4). Data in Table 1
lustrated by Figure 1 clearly show that a plot of 1/a-x against (t) gave a
straight line with a slope (k), and intercept (1/a} being 0.0002 and 0.0106
respectively., It is clear to prove that the reaction taken place in a single step
and the concentrations of the reactants are of similar magnitude, this is given by
the following equation: 1/(a-x) = kt + 1/a, where (a} is the initial concentration
at (£=0), and (%) represents the concentration of product formed at time ().

Since the rate of reaction was found experimentaly o be proporticnal to the
concentration of (1/a-x), the reaction was second order. On occasions half life is
also used to describe the rate of second order reactions. This is given by using
the eguation of: t1/2 = 1/ka. The half life of the enzyme was calculated as 53
minutes, The rate of enzyme catalysed reaction show a characteristic dependence on
substrate ooncentration. It can be safely said that only in certain instance does
the velocity of an enzyme action paralled to the substrate concentration. When all
variables can be controlled and the substrate concentration is low, such a
correlation can often be demonstrated (2, 4). Table 2 illustrated by Figure 2 shows
that an increase of substrate concentration produces at first a very rapid rise in
velocity of reaction rates (1st order reaction). The rate of reaction increased
with the increase of substrate concentration then feel down (mixed of first and
z=ro order kinetic), while at higher substrate concentration no further change in
velocity was observed (zero order kinetic). This can be attributed to that the
enzyme catalyzed reaction at different substrate concentration is diphasic. At low
concentration the active site of the enzyme was saturated and the number of
substrate molecules increased, the active sites are covered to greater degres until
no more active sites are available and the enzyme is working at full capacity, and
the rate is independent of substrate concentration.

Data in Table 2 illustrated by Figures 2-7 show
different ways of plotting the effect of substrate

. . . Values
concentration in order to determine Xm and Vin.

2t .00

sHes 2.38

Delta HO 1.5ke/mole

Ionized group: beta carboaxy (aspertyl)
Table 6 — pK parameters
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Figure 3 - Graphical method of Dixon: Figure &4 — Schematic plot of
use for determining Ky and enzyme enzyme kinetic data using the
molarity. Km = sp - sp—1 = {50 - er)}/n Lineweaver-Burk equation. /v =
Km/V . 1/s + 1/V
v
SO 31 32 85 Bq ﬂs 1/‘-
VNBX Fd

W0

0.3

5/ 4/5 Vmﬂ.x 2

0.0
I i 1 [
¢ 10 20 s, 30 40 x 10" mM

1/a

To determine Vm and ¥m the Michaelis eguation: v = Vm/ks/s was plotted in
several different ways from a set of measursments of velocity at different
substrate concentrations. The plot of {v) against (s} according to  the
Michaelis-Menten egquation is often described as a rectangular hyberbole. Figure 2
illustrates a property of the curve. In this curve any straight line through the
point of intersecticon of the asymptotes cuts. the axes at two points that together
provide the co-crdinates of & point on the curve. Figure 3 shows a curve of (v}
against ({s) concentration of a case here the enzvme concentration is negligibly
anall. A horizontal line is first drawn to show the makimm wvelocity (Vm),
determined with saturating substrate concentration. Then points are marked on the
curve at distances of Vm/n below the Vm line, where (n=2, 3, 4, ...} and straight
lines ave drawn from the origin through these points to cut the Vi line at points
g2, s3, sd... This is given by using the Dixon equation (5) of: Sn = nKmt+ et and
the distance between two neighbouring intersection points will be: Sn -Sp-1 = Km.
Thus the distance between the points on the Vim line are all equal and give a series
of values for Ky from one curve, expressed in terms of the molarity scale used in
plotting {st}.

If 1/v is plotted against 1/s, as shown in
Figure 4, a straight line is cdbtained
corresponding to the reciprocal form of

Figure 5 ~ 4 plot of v against
negative log s (p$S)

Lineweaver and Bark equation (13}: 1/v = v

Km/Vi. 1/s + 1/Vin. From this graph the values . .
of Fm and Vm were calculated to be 0.0104 and o T -
0.45 respectively. hnother method of plotting - //’

is shown in Figure 4, where (v} is plotted -~

against pS {= -logs), giving a cwve of the R
familiar form met with dissociations. This
correspond with the logarithmic forme of the 2l _
Michaelis eguation (6): pS = pfm + log {Vm - =
v}/v. The Vim and Hu were calculated to be 0.44 ;
and 0.0% respectively. An alternative method
which gives a straight line apparently rather i
similar to other methods, is to plot s/v = .o8j_ }
J

T
I
|
|

6|

Ko/vim + 1/Vm.s. From Figure 6, Michaelis
constant was cbtained to be 0.037. Concerning o I
with Figure 7, Km can be calculated from Hill -3 ) - o8
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(22) eguation being 0.011mM. Table 3 sumarises the dJdifferent techniques for
calculating ¥m and Vm for Aspzagilfus acid protease. It could therefore be
concluded that the average value of Km was 0.07mM or 0.4% of casein hydrolysis by
acid protease from A. niger. These results are in agreement with those cbtained by
other investigators (19) who found that Km for casein by Mucox pusillus  acid
protease was 3.75 percent. BAlso with Ichishima (11} who reported that Em for
Aspengflus peptidase was 0.0125xM at 307 and pH 2.5.

Figure 6 — Schematic plot Figure 7 ~ EBill Plot, At log v/V-v = @,
of  enzyme kinetic data k' = Ky=n log s

using the Hans equation.

s/v = g /v + s/V

/v

o
8
|
Log (v / ¥y, -v)

Q Q.00%  0.008 C.012 Q.06 =M
s

Active sife sfudies - Bn expression descriping the velocity as a function of
substrate concentration is dbtained from deliveration of the Michaelis-Menten
equation: v/Vm - v = an/k', where (n) represents the mumber of molecules, (k') is
equilibrium  constant which analogous to Km {(22). The logarithm of this equation is
the commonly used linear tremsformation of the Hill (22) equation: log v/V-v =
n log s —- 1og k'. A plot of log v/V-v versus log (s) is a straight line (Figure 7).
The nuber of molecules of substrate binding to the enzyme in the reactive complex,
{n} is the slope of this line. The value of k' is evaluated from the intercept of
the vertical axis. At half the meximum attainable velocity, v = V/2 and log v/V-v =
1og(V/2) /v=V/2, since: log v/V~v = log 1 = 0 at v = V/2. Thus: log K' = n log s,
where log v/V-v 0, on the Hill plot (Figure 7). Fram the above mentioned results in
Table 4 illustrated by Figure 7, the log k/n was calculated as -2.06 and the slope
(s)= n=1, Thus log k" = 2.08, then k' = 0.011 = Kn.

It can be concluded that acid protease from A. niger has one active site and the
equilibriun  constant k' analogous to Km, was equal to 0.011mM. The presence of cne
active site by Hill piot confirmed the result cbtained by the authors from K
studies which proved that the enzyme contains cne pK value being aspertyl residues
{Table 6}.

pK studies - Examining the pH dependence of enzymatic reactions, as withsimple
chemical reactions, one attempts to identify the apparent pK values of groups which
may be involved in catalysis. One would hope to identify those functional groups
involved and their states of ionization (3). Results of the pK wvalue and heat
Ionization of groups present in the catalytic site of proteins are recorded in
Table 5. Since the velocity of overall reaction is given by the modified Michaelis
Menten egquation: v = V's/Km + s, where V' is the chserved maximm velocity at a
constant p and Mm is the observed Michaelis-Menten constant at that pH. It may be
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shown  that the dohserved maximum velocity is related to the actual meatimum velocity
by: V' = v/1 + h/kes, where (kes} is constant rate of enzyme substrate camplex, and
{h) is hydrcgen ion concentration. Thus the plot of log (V) versus pH as shown in
Figure 8a gave the pKeg (oK of enzyme-substrate complex) as 2.38 in pH range 2-2.6.
Tt was noticed that the pKe of a group situated in the (ES) complex produces an
upward bend, i.e. an increase of slope with increased pil. Also from Figure 8a when
the straight portions extrapolated in pH range (2.7-3.5) intersept at pH
corresponding to the pKe of free enzyme as 3.C.

A plot of log Vm/Em versus pH as in ¥igure 8 ~ pH dependencies of kinetic
Figure &b also yield linear segments. The constants of enzyme-catalyzed
H values at which these linear segments reactions
intersept when extrapolated correspond to
the pKe values of the basic group pKe .
produce downward bend, i.e. a decrease in R
slope with increase of pH. BAlso from
Fiqure 8b we can cbhserve that pKeg was ER
2.38. The value of Km may also vary with

iog ¥’

A plot of log Kn or pKm versus pH as
shown in Figure 8c reflects also the pKes
of all dissociation constant of free
enzyne and enzyme substrate complex, being
3.0 and 2.38 respectively. It can be
concluded that the Asperglllus acid
protease has one pKe being 3.0 which will
be decreased to 3.38 in case of enzvme i
substrate oomplex. The pK of free enzyme + i
is probably beta carboxyl group aspartyl 2 | __ — I
residue as shown in Table 6. Therefore the |

log V' /XK'y
&
I3
i
|
}
f
Al
|

~ {e)
enthalpy of ionization, dJdelta He of = l
carboxyl, being 1.5Kc/mole. These results T § T~ T
are in agreement with those dhtained by = - | P~
many investigators (14, 18) who reported = ! i
that it was established that aspartic acid T ex,
residues constitute the active site of N \i i
microbial acid protease. B 2.5 e ERE
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SALMONEL AS EM AMDSTRAS DE FIGADO DE ROVING E AVALIACAD DA
EFICIENCIA DE MEIOS DE ENRIQUECIMENTO SELETIVO, TEMPO E
TEMPERATURA DE INCUBACAD NO SEIJ ISOLAMENTO

Maria de Fatima F.F. Comes

(correspondencia em nome da segunda autora)
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Resymn

A partir de amostras de figado de bovino, adquiridas em
feiras livres do Municipio de Sdc Paulo, foram isolades 14
sorotipos de bactérias do genero Safmonelfa classificados
com S, san-diege, S. denby, 8. agoena, S, typhimwiium, S.
montevides, S. oraniemburg, S. infantis, S. infantis 0:14%,
S. tenessee, S. newport, S, dublin, S. panama, S. anatum e
S.miwmesota. S, injantis revelou-se predominante, tendo sido
isolada de 237 das amostras positivas. Foram utilizados os
caldos de enriquecimento tetratiomato (IT) e selenito
cistina (8C), incubados a temperatura de 35°C e 430C por 24
horas. O eariquecimentc em calde TT incubado a 439C durante
24 e 48 horas, apresentou o maior grau de positividade,
66,7% e 75%, respectivamente. Ao se incubar o caldo TT 2
temperatura de 35°C por 24 e 48 horas, obteve-se um
percentual de recuperacac inferior ac obtido pelo mesmo
caldo incubado sob as condigoes anteriormente citadas. Em
relacao ao caldo SC, tanto as temperaturasS COmO Os tempos de
incubacdo nao apresentaram diferenca aparente na recuperacio
de salmonelas, sendo inferior ao cbtido com o calde TT a
430C. Das 50 amostras analisadas 24 (48%7) apresentaram-se
contaminadas por salmomelas, estando assim em desacordo com
os padroes microbloldgicos federais € os estabelecidos pela
Secretaria de Estado da Sadde de S3c Paulo.

Surary

lsofation of Sabmonelln from beed Liver and evcluation o4
enwrichment broths, time and femperaiure 0f incubation

Fifty samples of beef liver were acquired in various markets
in the city of Sao Paule, Brazil and Salmonelfa
determination were carried out. Fourtheen serotypes were
identified to wit: 5. san.dlego, S. denby, 3. agona, S.
Lyphimundum, S. montevideo, S. cranienburg, S. infantis, S.
infantis 0:14+, S, Zenessee, S, pewport, S. dublin, S.
panama, S, anatum and S.minnesoda. S. infantis was the most
frequent, being isolated from 25% of the positive samples.
For 1isolatiom, were utilized the tetrathionate (TT) and
selenite cystine (SC) enrichment broths, incubated at 359C
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and  43°C, during 24 and 48 hours. The TT enrichment broth,
at 439C during 24 and 48 hours, showed more positive
results, 66,7% and 75%, respectively. The TT broth incubated
at 35°C during 24 and 48 hours, showed a recovery percentage
bellow those results obtained by the same broth incubated at
the conditions mentionated above. To SC broth, the
temperature as well as the incubation time didn't show
significant differences in terms as Safmonella recovery,
being below those obtained with the TT broth as 439C. From
50 analised samples, 24 (487%7) were positive for Salmonellfa
sexotypes and therefore, out of microbiclogical Federal
Standards and those sstablished by State Health Secretary of
Sdo Paulo, Brazil.

Introducan

O homem sempre utilizou a carne como sua principal fonte de alimentacic, variando
~a espécie animal consumida, com a regido e os costumes da populacdo. © conceito de
carne inclui o tecido animal e os varios Srgdos comestiveis, como o coragio, fige—
do, rins e cérebro, entre outros utilizados camo alimento (26).

Q figedo, pelo alto valer nutritivo, & comumente utilizadc na terapia de alqumas
doengas, oomo a anemia, sendo consumido cru. E ministrado como suplemento proteico
& pessocas idosas, mal nutridas ou doentes, sob a forma de pd, elaborado através de
tratamento térmico muito baixo (39, 43).

0 pH do figado & mais elevado do que o da carne, portanto, © processo de deterio-
ragzo & desencadeado em menor espaco de tempo (27). Dessa forma, torna-se recessi-
rio maior cuidado na manipulacdo, armazendamentc e manutencio da qualidade microbio-
logica a fim de que este produto nao venha a representar risco a saide do consumi-
dor.

As salmonelas humanas tém sido estudadas durante muitos anos por varios autores.
Quanto a estas doencas, sequndo Silliker (36}, a situacio atual parece ndo ter se
alterado miito em relagdo a anos anteriores. Este autor afimma serem as salmonelas
responsaveis por toxinfeccdes alimentares, concluindo que as salmoneloses hurmanas
ainda sao wn importante problema de Salde PGblica. Kafel & Bryan (24) tamb&n oon-
cordam com a afimmagdo de que o nimerc de casos de toxinfeccOes alimentares causa~
das por salmonelas no homem, nd3o se mostra com tendéncia a decrescer. Afirmam, ain-
da, que a ccorréncia de salmonelas em animais parece ter awmentado através dos
ancs, acrescentando gue, frequentemente, sfo isolados de aliwentos, principalmente
da carmne.

Com excecao da S. fyphi e S. paratyphy, o$ animais sdc os principais reservatid-
rios dos outros sorctipos de salmonela e, assim sendo, os alimentos de origem ani-
mal, oo a carne, o leite, os ovos e derivados, s30 os principais veiculadores
destas bactérias. A manutencdo destes alimentos contaminados em temperatura ambien-
te, possibilita a sua multiplicacdo, o que torna possivel a ocorréncia de surtos de
toxinfeccOes alimentar causados por tais microrganismos (4, 5, 23).

De uma maneira geral, a carne e seus produtos derivados, encabegam as listas de
alimentos responsévels pela veiculacic de salmonelas. Imbora a carne fresca crua,
na quase totalidade dos cascs, seja consumida apds cocgao, segundo Bryan ({5) pode
sar regponsavel pela veiculacdo de saimonelas para o amblerte onde esti sendo co-
mercializada, cozinhas, cutros produtos cozidos e mios dos manipuladores. Sequndo
Bowmer (4), mm surto ocorride na Inglaterra e Pais de Cales, asscciado com carnes,
revelou que 86% foram causados por carne processada. Neste relato feito por Bowmer
(4}, a carne fresca cozida se mostrou mais segura do gue a carne processada. Na In-
glaterra e Pais de Gales, durante os anos de 1951 e 1960, Wilson & Miles (48) cons—
tataram que, de 413 surtos de toxinfecgao alimentar causados por salmonelas, nem
todos os provaveils velculos foram identificados, porém, 201 (48,7%) foram devidos &
ingestao de carnes, 91 (22%) por ovos e derivados, 67 (16,2%) por doces e 20 (4,8%)
oriundos do leite. Entre os produtos derivados de carnes implicados nestes surtes,
os processados foram responsavels por 169 {B4%) casos, os enlatados por 17 (8,5%) e
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a carne fresca por apenas 2 (1%) casos. Em produtos enlatados, a contaminagd i~
tas wvezes ocorre apds Os mesmos serem abertos. Nos Estados Unidos, em 1975, de 16
sartos de salmonelas ocorridos, 9 estavam relacionados com carne e derivados (10).

A contaminacZo por salmonelas tem sido estudada em varios centros de pesquisa em
alimentos. Assumpcdc (1), em S0 Paulo, analisando amostras de carnes de bovinos,
suinos, aves e outros animais, obteve positividade no isclamento de salmonelas da
ordem de 19% em carnes de suinos, 10,6% de bovinos e 10% de galinhas. Pestana & Ru-
gai (32), examinando amostras de carne preparada vendida no varejo, na cidade de
S30 Paulo, detectaram a presenca de salmonelas em 3,52% das 170 amostras analisa-
das, sendo que as S. apatum, S. minnesota e S. newport, foram os sordtipos isola-
dos. Iaria & col. {(21), examinaram amostras de quibe cru vendido na cidade de S&o
Paulo e cbtiveram o isolamento de S, schottmuelleni. Ieitio (27), analisando amos—
tras de lingquiga frescz de porco, cbteve 23,5% de positividade para salmonelas,
tendo isclado cepas pertencentes acs sordtipos S. anatum, S. derby e Salmonefla sp.
Cerqueira~Campos  (11) constatou positividade de 14% para salmonelas em 50 amostras
de carne crua moida, vendida no Municipic de Sao Paulo, tendo isolado cepas dos so-
rotigos S. anatum, S. dublin e $. Zyphimwrlum.

Vanpee & Mazibo (44), examinara, no Zaire, 653 ampstras de carne e derivados du-
rante o ano de 1972, e isclaram sordtipos de Salmonelld a partir de 17 amcstras. O
figado de suinc e o de bovino revelaram—se com um alto grau de contaminagac em  re-
lagao aos demais produtos examinados.

Ouanto ao isclamento de salmonelas a partir de alimentos, o ICMSF  (22), afiyma
que ndo & possivel recomenda-se um método especifico, que seja ao meswo teNpo sa-
tisfatirio a todos os sorOtipos dessas bactérias. Isto deve-se principalmente, 20
fato das salmonelas se disseminarem através das fezes. Devido a este fato, as sal-
mmelas estariam presentes nos alimentos juntamerite com outras bactérias, em parti-
cular, outros menbros da familia Enterobacteriaceae. Estes microrganismos possuem
miitas caracteristicas comms 3s salmonelas e, muitas vezes, estdo presentes em
maior nimero de que estas, resistem melhor ao calor, & congelagdo, a dessecgio e a
diversas substincias antibacterianas, sendo que tais fatores tornam seu crescimento
mals répido e competitvo em relacdo as salmonelas.

Bryan & col. (6) confirmam que um dos problemas basicos no isclamento de salmone-
las & o seu pequeno himerc em relagdo a quantidade de outras bactérias conpetido-
ras, ocorrendo isto, principalmente, em alimentos. Devido a este problema, geral-
mente os mEtodos seguem etapas sequenciais oo O pré-enriquecimento nfo  seletive,
enriquecimento seletivo, isolamento em placas de agar seletivo e sua identificagao
final, biogquimica e soroldgica. E importante satientar que, ao se escolher wma de-—
terminada metcdologia, deve-se Jlevar em conta © tipo de alimento a ser analisado
(15).

Na tentativa de se cbter uma maior recuperacao de salmonelas a partir de alimen-
tos, mitos autores tém sugerido a utilizagio de varics meios de enriquecimento se—
letivo e também uma série de temperaturas a tempos de incubagdo. Bryan & col. (8),
relatam que, de um maneira geral, varios pesquisadores recamendam o uso de um  pe~
ricdo de incubacdo que varia de 8 a 72 horas, em temperaturas de 35°C a 43°C.

Greenfield & Bankier (17) compararam as temperaturas de incubagdc no isolamento
de salmmelas provenientes de varios materiais. Os meies de enviquecimento seletivo
utilizados foram o TT a 359C e o SF a 35°C e 43°C. Os autores chtiveram melhores
vesultados com ¢ SF & temperatura de 43°C.

En relagio ac tewpo de incubacao, sequndo Fagerberg & Avens (15), varios pesqui-
sadores recamendam que og meios de enriquecimento seletivo sejam incubados por ut
pericdc que varia de 16 a 96 horas. Harvey & Price (18} mostram a necessidade de se
fagzer suboulturas dos meios de enriquecimento seletivo em tempos diferentes, prin-
cipalmente em amostras contendo mais de um sordtipo de Salmonella. Isto ocorre em
virtude de um sordtipe ser predominante em determinado tempo, enquanto outro pode
ser predominante mum periodo mais tardio. Segundo Poelma & Silliker (33), normai-
mente os caldos de enriquecimento seletivo devem ser incubados durante 24 hovas,
anbora alguns investigadores recamendam periodos de 8, 48 e 72 horas.

Pelo exposte, planejou-se a realizagdo deste trabalhogque tem por cbjetiveos: a) a
pesquisa de bactérias do género Salmonefla a partir de amostras de figado de bovino
naturalmente contaminado; b) comparar os resultados cbtidos com alguns padrbes mi-
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crobioldgicos nacionais para esse tipo de alimento; o) estudar a infiluénecia dos
meios de enriquecimento seletivo, tempo e teperaturas de incubacio no isolamento
dessas salmonelas.

Material e M&todos

Foram adquiridas 50 amostras de ficado de bovino de diferentes feiras livres &
Municipic de 530 Paulo, em barvacas credenciadas para a venda de carnes de origem
bovina, suina e de aves. As amostras de figado, uma vez obtidas, eram transportadag
para o laboratdrio e mantidas sob a refrigeracio até o inicio da anilise bacterio-
1égica. O tempo decorrido entre a coleta das amostras e o comego dos exames, nunca
ultrapassou o prazo de 2 horas.

A pesquisa de bactérias do género Salmonella foi realizada sequndo as técnicas
preconizadas pelo ICMSF (22). Assim, cada amostra de figado bovino era dividida em
4 porgdes de 25g que eram entfio colocadas em 4 frascos contendo, cada um, 225mt de
caldo de enriquecimento seletivo para salmonelas. Dois frascos continham caldo te—
trationate (TT} {(Merck, art. n? 5285}, adicionado de novobiccinaz a 0,4%, sendc um
incubado & temperatura de 35°C e outro 439C , ambos por 24 e 48 horas. Os outros 2
frascos continham caldo sslenito cistina (8C) {Merck, art. n® 7709), os quais eram
incubados nas mesmas condicdes dos frascos antericmmente citados.

2pds a incubagBo e a partir do caldo de enriquecimento seletivo, eram semeadas,
placas de agar SS (Merck, art. n® 7667) e agar verde brilhants (Difco B 285), as
quais eram incubadas a temperatura de 359C durante 24 horas.

Ppds o periodo de incubacdo, selecionavam-se de cada placa, coldnias com caracte-
risticas de salmonelas, ou seja, nao fermentadoras de lactose, as quais eram, se-
readas em  twbos contendo Agar triplice-aclcar-ferro (Merck, art. n® 3915) ; poste-
rioments incubados a 35°C por 24 horas. Os tubos que se apresentavan com corporta—
rmento tipico de salmonelas, eram submetidos a testes bioquimicos e sorolégicos con-
firmatdrios. Estes testes consistiam na produgao de desaminase da fenilalanina, de
urease, descarboxilase da lisina, fermentacdo de carpohidratos, utilizagae do maio-
nato e do citrato, prova de motilidade, producdc de indol e reacioc de VM-VP.

Apbs a realizagdo das provas biogquimicas, as cepas que se apresentavan COn Carac—
teristicas de Salmonefla, eram submetidas as provas de soro-aglutinagao em placas
de Huddleson para antigenos somdticos "O" e flagelares "H".

As cepas positivas nas provas de soro-aglutinacio, eram posteriormente enviadas &
Seczo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, da Secretaria de Satide do Estado
de Sao Paulo, cnde era realizada a identificacio dos sorotipos de salmonelas isola-
dos, .

Resul tados e Discussan

Na literatura consultada existem pouccs estudos realizados com relagao a presenca
de salmonelas em figado de bovino; encontram-se algumas pesquisas relacionadas, de
um modo geral, & carmes frescas. Assim, Weossman & Carpenter (47} encontraram posi~
tividade para salmonelas de 74%, em carcacas de bovinos; Dixon & Peacock (citados
por Bryan & col.) (6) isolaram cepas de salmonelas de 4% de carcagas de bovinos por
eles analisados; Barrvel (2), em amostras de carnes de bovinos, dbteve 5,2% de posi-
tividade para salmonelas. Em nosso meio, AssampgEo (1), constatou a presenca de
salmonelas em 10,6% das amostras de carnes de bovinos analisadas, enquanto que lLei-
t&o {27} encontrou 7,5%; ainda em nosso meic, Cergueira-Campos (11) trabalhando com
carne crua moida, cbteve 14% de positividade para salmonelas,

Das 50 amostras de figado analisadas, 24 (48%) apresentavam-se contaminadas por
salmonelas, Estes resultados mostraram-se superiores acs obtidos, para este mesmo
Hipo de alimento, por Varela & Zozaya (45), 10,6%; Assumpcdo (1) 16%; Dixon & DPeze
cock (citados por Bryan & col.} {6) 3% e VanbPee & Mazibe (44) 6,4%,

Camparando-se os resultados do presente trabalho cam os padres vigentes adotados
pelo Ministéric da Safide (29) e pela Secretaria do Estado da Saide de S3o TPaulo
(35), observe-se que 24 (48%) amostras de figado bovino, positivas para salmonelas,
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revelaram-se improprias ao consumo, dado que esses padrdes ewigem auséncia de sal-
nonelas em 25g do produto analisado. A mesma porcentagem de amostras seria condena—
da se os resultados cbtidos fossem comparados com © padrZo portugués Ribeiro (34) e
o adotado no Estado de Massachussetts, EUA (23).

Na Tabela 1, pode~se observar a frequéneia de isolamento dos difeventes soroti-
pos, en relacdo as amostras examinadas. hssim, verifica-se que a 5. Anfantis mos—
frou-se presente em 6 (25%) das amostras, a S. anatum em 4 (16,7%), as S. dubfin,
3. oranienburg, S. newporl e Safmonella sp. em 3 (12,5%) amostras respectivamente,
as S, derby, S, Anfantis-0:14+, S, agona e S, fenessee em 2 (8,3%) amostras, res—
pectivamente e as S. san diege, S, typhimuviium, S, papamd, S. montevides e S.minne—
Aotz em 1 (4,17%) amostras respectivamente. Por outro lado, na mesma tabela, obser-
va-se que ha amostras das quais se cbteve © isolamento de cepas pertencentes a um
nico sorétipo de salmonela, enguanto que de outras, constatou-se positividade para
dois, tres e até quatro sordtipos diferentes, como € o caso de uma amostra em gue
se isolaram cepas de S. minesotu, X newport e S. agona e uwa outra para a qual nie
foi possivel determinar—se o sordtipo a que pertencia,

Em nosso meio, varios pesquisadores estudaram a ocorréncia de salmonelas am car—
nes frescas, preparadas ou néo e em figade de animais. Assim Assumpcdo (1) isolou
S, anafum e Safmonella sp. de 10,2% das amostras de carnes de bovinos, Salmonella
sp. de 16% das amostras de figado de bovino e as S. nawgion, S. gdve, S. anatum, S.
chofenae-suis var. Kunzendorff, $. keading, S. paraiyphi 8 de 47,3% das amostras de
figado de suino, por ele analisadas; Iaria & col. (21) isclaram a partir de quibe
cxy, 8. schottnuelleri de 1 {5,3%) das 19 amostras examinadas; Pessoa & coi. (31)
isolavam a partir da carne de bovine, S. anatum de 22,5%, S, denby de 13,333, S.
inkantis de 12,0%, S.mianesota de 10,0%. S. dublin de 9,09%, S. newport de 3,68%,
S, fahoradi de 5,3%,S. agena de 4,9%, S. fyphimwrlum de 3,6% e S, bredeney de 3,23%
das- amostras estudadas; leitic (27) constatou a presenca, em carnes de bovinos, de
S. anatum em 25,0%. S. fyphimuwriwn em 18,75%, S. newpori, S. bredeney e S. iakoradi
an 6,25% das amostras analisadas, respectivamente; Baruffaldi & col. (3) trabalhan-
&0 com came fresca roida, obtiveram 56% de positividade para Sulmonella sp.; Cer-
queira—Campos (11} estudando a presenca de salmonelas em carne crua moida, isolou
S, anatum de 71,48, S. dublin de 14,3%, 8. anatum e S, fyphimuriwr e 14,3% das
amostras pesquisadas. ’

Ban 1976, nos Estados Unidos da América (10) foram isoladas cepas de salmonelas de
amostras de carne bovina identificadas como sendo pertencentes aos sequintes sord-
tipos: S. typhimuiium de 548, S. dublin de 19,7%, S. newporl de 5,2%, S. anatwnde
4,3% e S. agona de 1,8% das amostras estudadas. Na Inglaterra, Barrel {2} analisan—-
do carnes de bovinos, constatou a presenca de S. fyphimwwium, $. hadar e S. heldel-
berg em 13% das amostras, respectivamente e de S. vinchow, S. agona e S. bredeney
em 8,7%, respectivamente, Varela & Zozaya (45), na Venezuela, analisaram visceras
de bovinos, tendo isolado S. dexby de 37,4%, S. panama de 25,0%, S. nawington de
25,08 e S. vejfe de 12,5% das amostras estudadas. VanPee & Mazibo {44), ro Zaire,
isolaram cepas de S. hibusi de 60,0% e S. newposrt e S. dulsdburg de 20,0% das amos~
tras d= figade de bovino analisadas, respectivamente. Thomason & ool. (43), nos Es-
tados Unidos da América, isolaram cepas de salmonela pertencentes ao sordtipo S.
minnesoia, S. anatum e S, derby, de figado em pd de bovino, utilizado camo suple-
mento proteico.

Camarando-se os resultados apresentados na Tabela 1 com os cbtidos pelo autores
acima citados, observa-se uma certa coincid@cia entre os sordtipos isolados, mas
com pequena variagio quanto 3 sua frequéncia. Nota-se gque em nosso melo o sorotipo
que apresentou maior frequéncia de isolamento foi a S. anatum, fato que difere um
pouce do observado no presente trabalho. Neste o sorctipo 8. arnatum oCupou © segun-
do ligar, sendo o mais frequente, 8. .(injantis. Podemos chservar, também, certa
constincia no isolamento de S. fyphimurium, porém neste estudo a sua frequéncia fol
muito baixa, tendo sido isolada apenas um (4,173%) das 24 amostras positivas para
salmonelas.
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De forma geral, relacionando-se Tabela 1 -~ Ndmero e percentagem de amostras de
o5 resuitados cbtidos por dife- figado de bovino, segunde os sorétipes de Saf-
rentes autores quanto & frequén- monella isolados

cia do isolamentce de salmonelas
de origem ndo humana com aguelas

provenientes de fonte humana, ob— i Aostras
serva-se wuna alta concordancia semdtipos isolados positivas

entre ambos. A este respeito,
Taunay (41}, em S0 Paulo, anali- s
sande amostras de feges humanas, s
mm periodo de 17 anos, obteve >
uma major frequincia para S, new- z
pert (19,9%), S. anatum (11,28}, . ,
S. Zyphimurium (11,2%) e S. denby s )
(10,0%) ; ainda em S30 Paulo, Pes- s ; 4,17
soa & col. (31 ) ’ t&mbéﬂ traba— S, typhimarium 7 4,17
lhando com fezes humanas, verifi- S. cenasige - S, cranienburg 2 8,32
5 1
5 1
s 1
s )
3
s
g
s
3

. Anfantis 3
. Zajantis 0147 2 8,32
S, analum 2
5. denby 1
3. ublin 1 4,17
4,17
4,47

. orandenburg
. vandme
L dan diege

caram wra predomindncia paxa  S. 4,17
Zyphimunium, (85,6%), tendo sido 4,17
isoladas tamban capas de S. oha- . dublin - S, newert 4,17
Mmbm (3.6%) . sS. d?.ftby (2,0%), 5, dublin - Satmonciia Sp. 4,17
s. n(wd}oofbt {1 ’0%} e S. anatum L dndangls - S, dngantis 03147 * 4,17
{0,8%). Nos Estados Inidos da

. agong - 5. deaby
- anadum - S, fantiy

. aeepoat - 5. dafantis 4,37

1

. - . Adnfantds - S, amdum - Safmonelia sp. 1 4,17

America (10), o©s sorctipos fre— . o
H

qumtemente isolados de material 5. minasedd - 5. newponl - S. agona - Stimonedfa sp. 4,17
mmano,  foram 8. Lyphlimvdiunm Totai ’ S 100,00
{32,3%), segyuido de S. heidelberg
(8,4%8), S. newport (5,7%), S. en-
fenitidis (5,2%) e S, nfantis
(4,4%). Na Inglaterra e Pais de Gales, Taylor & McCoy (42) isclaram, de origem hu-
mana, o sorStipo S. Ayphdmuiium (67,9%), camo sendo o mais frequente, mas isolaram
também as cepas de S. heddelberg (5,0%), S. entenitidis (3,23}, S. newporz (1,73),
S. saint paul (1,2%)}, S. anatwm (0,9%), S. dubfin (0,6%), S. .nfantis (0,5%), S.
tenessee (0,5%) e S. denby (0,4%) entre outros,

No presente trabalhO procurcu-se estudar, também, uma possivel relacic entre o
uso dos caldos de enriguecimento seletivo com as temperaturas e tempos de incuba-
¢80, no isolamento de salmonelas a partir das amostras de figado de bovino natural-
rente contaminadas. Assim, na Tabela 2, pode-se cbservar que o caldo TT incubado 3
temperaturas de 43°C por um periodo de 48 horas, possibilitou o maior gram de posi-
tividade (75%) no isolamento de salmonelas a partir de amostras de figado de bovi-
nos; quando o tempo de incubagdo era de 24 horas, embora em proporcdo menor, cbte—
ve-se resultado també&n bastante satisfatdric (68,72). Nesta mesma tabela, ¢s resul-
tades apresentados sugerem que em relagdo ao caldo SC, tanto as temperaturas como
os tempos utitizados na incubaczo, n20 apresentaram diferenga aparente na recupera-—
¢ao de salmonelas. Isto faz crer que os tempos e tewperaturas utilizados na incuba—
g&o do caldo SC, nfo influem nos niveis de recuperacio de bactérias do género Sal-
monella. Entretanto, cumpre salientar que ao se analisarem os resultados obtidos
com o caldo TT incubado & temperatura de 35°C por 24 e 48 horas, verifica-se que os
percentuais de recuperaczo de salronelas foram inferiores aos cobtidos quarde da
utilizacao do caldo TT a 43°C por 24 horas e do SC em tanperaturas de 359C e 43¢C
por 24 e 48 horas.

Comparando-se os nossos resultados obtidos em relacdo acs caldos de enriquecimen~
to seletivo e a temperatura de incubacic (Tabela 2), cbserva-se que OS nesmos estio
em concordancia coam os verificados em pesquisas de alquns autores. Assim, Erdman
{14}, na tentativa de encontrar um método melhor de recuperacao de salmonelas a
partir de carne crua, obteve para o caldo TT um maior grau de positividade sm rela~
gao ac caldo SC ambos incubados a 43°C. Este autor afirmon, airda, que a maior o
renor positividade obtida com un meio de enriquecimento, estariam na dependéncia do
sordtipo de Salmonefla presente. Carlson & col, (7), trabalhando com fezes contami—
nadas artificialmente, concluiram que os meios de enriquecimento seletive & base de

. montevddee - 8. fangssze - 5. enandendung
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tetraticnato (TT e TVB) se mostraram superiores aos meios contendo selenito
(SVB-sulfa, SC e SF), principalmente quando a incubacio era feita a temperatura de
43°C. Entretanto, Silliker & Cabis (37), verificaram que entre oS varios meios de
enriquecimento seletivo utilizados por eles, mo isolamento de saimonelas a partir
de came crus congelada, o SC incubade a 43°C forneceu maior grau de positividade
(92,%) quando comparado com o TT (88%), nas mesmas condicdes de tempo e  temperati-
ra.

Fm relacdo 3 temperatura de incubacdic, a opiniac predawinante entre varics auto-
res & a de que a 430C cbtén-se melhor recuperacdo de saimonelas do que a 37°C {7,
9, 14, 16, 17, 19, 24, 30, 46). Os resultados obtidos no presente trabalho, concor-
dam com tal opinido, porém samente com relagao ao caldo TT a 43°C em que, aparente-
mente, se cbteve maior grau de recuperacio de salmonelas. No entantc, McCOY {28) em
seu trabalho com aguas poluidas por esgoto, verificou que o caldo TT incubado a
temperatura de 43°C nostrava-se letal as salmonelas. ;

Alquns autores utilizaram temperaturas de incubacao proxima de 43°C. A este res-
peito, Spino (40), trabalhando com &guas de rios, chteve maior positividade en re-
lacio a recuperacao de salmonelas & temperatura de 41,59C e Smyser & col. (38), ob-
tiveram melhor isolamento dessas bactérias a 420C, a partir de subprodutos deriva-
dos de cames.

Carlson & col. {9) trabalharam com amostras de carnes e farinha de ossos artifi-
cialmente contaminadas por S. fyphimurium e por outras bactérias aerdbias. Os.auto-
res ohbservaram uma melhor recuperacio do patogeno quando os caldos de enriquecimen-
o seletivo sexam incubados 3 temperatura de 459C. Como explicacdc, sugeriram que
os meios de enriquecimento seletive incubados 3 temperaturas mais elevadas {41,5°C
a 43°C) eram levemente mais inibidores para cutros germes do que a 37°C. Uma cutra
explicacdo sugerida pelos autores é o fato de que em temperaturas elevadas a curva
de crescimento dos demals microrganismos presentes seria afetada, apresentando, as—
sim, populacis méxima menor do que a de S. fyphimuiiuwn, além de morrerem mais rapi-
damente durante um periodo de, ainda, relativa estabilidade para a populagio do pa-
togeno,

Quanto ao tempo de incubagio, alguns autores recomendam o uso de, n minimo, 2
periodos de incubacdo, ros quais sio realizadas subculturas e intervalos determi-
nados, em placas de &gar seletivo. Assim, recomendam O uso de tempos de  incubago
de 18-24 e 48 horas {12); 32 e 48 horas {9); 24 e 48 horas (7); 24 e 48 horas {24};
24 e 48 horas (13). Sequndo Bdgar & Scar (13), a pratica de se utilizax wais de um
pericdos de incubagio tem como finalidade aumentar a positividade no isolamento de
salmonelas. Ainda, de acordo con estes dois autores, fazendo-se subculiuras em pla-
cas de dgar seletivo nos dois pericdo de incubagdo, a taxa de isclamento de salmo-
nelas pode aumentar de 50 para 120%. McCoy (28) em seu txabalhe com arostras de
Aquas poluidas por esgoto, sugeriu que ao se fazer subculturas do reio de enrique-
cimento seletivo para salmonelas, incubado por 24, 48, 72 e 96 horas, poderiam  ser
selecicnados, no minimo, 85% de amostras positivas nos dois primeircs periodos de
incubagio (24 e 48 horas). Cbservou, ainda, que o isolamento de salwonelas nao era
cbtido nas diferentes anostras ao Mesmo tempo, mas eram recuperadas no decorrer do
pericdo de incubacdo, no qual eram feitas as subculturas en tempos determinados
(24h, 48h, ete}. Carlson & col. (8) comparando varios tempos de incubacdo do calde
de enriquecimento (24h, 48h e 96h), chservaram que a maioria dos sorotipos eram re-
cuperados apds as 48 horas, sendo que poucos Sorotipos eram recuperados apos as 96
horas de incubacio. Estes autores concluiram, também, que as subculturas feitas
apbs as 48 horas de incubagdo, forneceram maior nimero de isolamentos positivos.

¥o presente estudo, utilizaram-se OS paricdos de incubagao de 24 e 48 horas, oo~
sexvando-se, na Tabela 2, que o caldo TT incubado a 439C, forneceu, aparentemente,
mior grau Ge positividade no isolamento de salwmonelas, apos 48 horas de incubagdo.
Quando o caldc SC, em 48 horas a 43°C, obteve-se uma taxa de positividade maior,
porém muito proxima da observada em 24 horas 3 mesma temperatura. Pode-se conside-
var, ainda, pela chservagdc dos resultados, cque a incubacao dos caldos por dois pe-
ricdos @e tempo a 43°C, possibilitou, erbora em pequeno graw, Um aUNENto Na recupe-
racgao de salmonelas, fato que estaria em concordancia com os autores acima citados.
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Tabela 2 — Distribuicdo dos sordtipos de Saimonella isolados de figado de bovino
segundo as amostras examinadas, os meios de enriquecimento seletivo, as temperatu-
ras e os tempos de incubacao

vy 5
Ain? 350 45 356¢ 3500
24h 48k 24n i8h 24h 48 24h 48h
1 - S.dubiin Saimorella sp. ~ $.dublin S.dublin S.dublin -
S.dubiin
2 - - S.infantis 0114 S.injaniis Q:ia* - - - -
3 S, nawpea Crun 3 -
S.ndpona . - - - ;«Eﬁﬁ:&t_ﬂz . 39::1;.;::40&1 S.newpont 5. nauwpond
4 S.infantis G:14* - S.dénfontis O:14*  S.injentis 0:147  S.infantiy O:14% S.infantis 0:14%  $.ingantis C:14*
- - S.dexby S.dexby 3. deaby S, derdy - -
3 5. indantis - S.infentis 5. dndantis - - - -
S.infantis O:14* Soinfontis 0:14%

7 - - 5. anatum £, anatun - - - S.anatum

8 - - S.dublin £, dudlin S.dublin S.dublin S_newpant -

b - - S, Erdotis £, dngantis - - S.newpond S.newpord
10 - - S, indantis S infantis S.infantiy S.infantis  $.infantis S, ingantdis
" - - . ingantis S.4indantis S.indantis S.injantis  S.isfantis S indantis
12 - - - - S.dubiin S.dubZin - S dubdin
13 - - - - S.cratum S, anatus - -

14 - S anadum S.lnfantiy L. anatun S, infantis $.anatum - -
5 - . $.infantis S..ingantis $.indantis - - B
Sabmonelin sp. S anatum
16 S.dngantia 8. infantis - S injmtis - - - -
17 - - L - - - - - $. cranienbusg
1% S, enanionbung - S.tencisee 5. oranionburg - - - -
13 - - - S.montevides - - 3, prandenbung S, fznessee
S.orandanbing $.caanienbuwig
20 - - S, panama Soanamn ' - - - . panaza
2 - - S, tonesses S.{onzssee - - S.tenzasze -
3. enanienbung S.oxanienbung
22 - - S.agona $.2g002 - - S.agera $.agena
S.derby S.dexby
23 - - - - - S.san diego - -
24 - - - S, typhimunian - . - - “
Total 5 20,33 3 1258 15 §6,7% RE Y 11 43,8% 10 41,7% 10 41,73 11 45,8%

Diversos autores procuraram explicar o porgue da obtencdo de resultados diferen—
tes, apds varios pericdos de incubacBo. Knox & col. (25) apontaram como possivel
explicagdc para a diferenca dos resultados cbtidos na varias subculturas a partir
de caldos TT em diferentes intervalos de tempo, & progressiva diminuicdo da seleti-—
vidade do meio, devido a redugido do tetrationato. McCoy (28) demonstrou que o tempo
de incubagdo do caldo de enriquecimento seletivo, necessirio para a recuperacao de
salmonelas en placas de Agar seletivo, estava relacionado cam 2 concentracds  ini-
cial do inSculo, pois quando em nimero pequeno, as salmonelas necessitavam de un
tempo superior a 24 horas para seram isoladas. Outro fator apontado por este autor
seria & natureza inibitdria do meio de enriquecimento, onde maior concentragio do
agente seletivo demandaria maior tempo para a recuperacao das salmonelas. Harvey &
Price (20} sugerem que a pratica de se fazer varias sub-culturas em intervalos de
tempo diferentes, & muito importante principalmente se & amostra apresenta mais de
um  sorStipo de Salmonelfla, pois um determinado sordtipo pode predominar na amostra
apenas um certo pericdo de tempo.

Ainda na Tabela 2, pode-se verificar que em algumas amostras fol isclado mais de
un _sordtipo diferente de Salmonella. Outro fator a ser comentado & o de que alquns
sordtipos isolados apds 24 horas de incubagao, enguanto outros apds 48 horas, isto,
considerando-se uma mesma amostra. Estes fatos agui mencionados estiic em concordSn-.
cia com 0 que fol encontrade por Harvey & Price (20).

Do exposto, pode-se depreender que a maior positividade no isolamento de salmone-
las ndo estaria na dependdncia de apenas um fator isclado, mas &e varios fatores
interagindo mituamente. Neste caso, a interacio do meio de enviquecimento seletivo,
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a temperatura e o tewpo de incubacdo seriam, em conjunto, determinantes fundamen—
tais para o melhor isclamento de sailmonelas.
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Sumary

Some strains of Proteus wulgaris display the ability to
excrete protease (gelatinase) as an unstable character,
where a aumber of individuals in the population do not
excrete the enzyme (P~ cells). The occurrence of P~ cells
mway be greatly increased by prolonged cultivation and
through  sucessive transfers in nutrient broth. This
instability has not been cbserved with respect to some other
biochemical features found in P. vufgaiis such as indole
preduction and urease synthesis.

Resum

Exchecdo de protease (gefatinase) como um carnater genetico
instavel em Proteus vulgarnis

Algumas culturas de Profeus vulgaris apresentam instabilida—
de quantc 2 excrecdo de protease, sende que um nlmerc de in-—
dividuos da pepulacdo n3o excreta essa enzima (células P-).
A ocorréncia de células P~ em populacdes instaveis de P.
vulgaris pode ser grandemente aumentads através de cultivos
prolongados e repiques sucessivos em calde nutritive. Este
fenomeno de instabilidade ndo foi observado com relacio a
outras propriedades bioquimicas de P, vulgaris, tais como
produgac de indol e sintese de urease.

Genetic instability related to protease excretion characterized by spontanecus
and induced loss of the proteolytic activity and behavior of protease—excreting
(P*) and non-excreting cells (P~) of Profeus mirabifis strains, had aiready been
demonstrated (Costa, S.0.P. & ol., Microbial Genet, Bull., 31:2, 1981; Costa,
5.0.P. & col., Rev. Microbiol., 12(4):117, 1981; Costa, S8.0.P. & col., Rev.
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Micrcbicl., 13{1):35, 1982; Costa, S.0.P. & col., Rev. Microbiol., 13(1):46, 1982}.
We have now analysed colonies derived from 36 newly isolated Profews vulganis
strains obtained fras human clinical material of different sources and we have
found same populations showing heterogeneity in terms of the ability of colonies to
excrete protease. On the other hand, prolonged storage {one year) in nutrient agar
of P+ colonies isolated from the same strains led to a considerable increase of the
straing with high frequency of P~ individuals. The ingtability of protease
production was alsc cbserved when scme strains were either cultivated in nutrient
broth for 21 days or submitted to daily subculturing in the same medium.

In contrast, such high level of instability does not appear to occur in several
other bacterial species also endowed with proteolytic activity such as Paeudomonat
aenuginosa (fourteen), Bacilfus sublilis {seven), Bacllfus wmegatheniwn (three},
Bacilfus cerews (five) and Staphylococeus auwreusd (seven). Two other biochemical
characteristics of P. vulgarnis, indole production, and urease synthesis, have been
shown to be stable in the same P. vufgarndis strains we have studied.

Tt is possible that in both, P. vulganis and P. minabilis, +the instability of
protease excretion relies on a similar phencmencn.
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Resomn

O preparc de espécimes para deteccio de enterotoxina ter—
moestavel (5Ta) de Eschernichia coli, a partir de 73 amostras
§Ta*, usando blocos de agar, retirados da proximidades do
crescimento, em meioc de Biken e, em seguida, eluidos em tam—
pao fosfatc salina revelou que a enterotoxina S5Ta produzida
e insuficiente ou n3o é eluida, em quantidade apropriada,
para ser detectada pelo teste do camundongo recém nascido. A
utilizacdo de outros meios de cultura (Mac Conkey, CAYE-s6w
lido e agar simples} nzc melherou o rendimento do método.

Summary

Evaluation of Zhe modigied ELEK test in the preparation of
specimens for the detection of thenmostable enferotoxins
{STa) 4nom Escherichia coli

The preparation of specimens for the detection of
thermostable (5Ta) enterotoxin of Escherdchia cold by 73
STa* strains,using pieces of agar punched off from the
proximity of their growth on Biken medium followed by
elution of STa in phosphate buffered saline, revealed that
the STa produced is either insufficient or is not eluted in
appropriate quantities to be detected by the infant mouse
test. The wuse of other culture media (such as Mac Conkey,
s5011d-CAYE and nutrient agar) did not improve the efficiency
of above method.

Para a detecgdo de enterotoxina termoestivel (STa) de Facherichia codd, o teste
do camuxiongo recém nascido {CRN) (Dean, A.G.; Ching, Y.; Willians, R.G. & Harden,
L.B. - J. Clin, Microbiol., 10:786-790, 197%) é o tnico ensaio bioldgico eficiente
para o estudo desta enterotoxina e, gracas a sua simplicidade, & largamente empre—
gado. Apesar disto, a dificuldade que certos laboratdrios tém eam cbter canmmdongos
recém nascidos, bem camo a necessidade de se cultivar as amostras de F, coli, em
condigdes de alta oxigenagdo, para que haja produgdo de STa (Giamnella, R.A. —  Tn-
fect. Immn., 14:95-96, 1976) tem levado alouns pesquisadores a idealizarem m&todos
mals simples, para O preparo de espécimes a serem examinados pelo teste do CRN {Go-
mes, J.A.; Rodrigues, A.C.; Simoes, M.; Serafim, M.B. & Castro, A.F.P. de — J.Clin,

* Projeto financiado pela FINEP e (NPg.
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Microbiol., 10:786-790, 1979; Horda, T.; Arita, M.; Takeda, Y. & Miwatani, T. - J.
Clin, Microbiol., 16:60-82, 1982).

Recentemente, Honda & col. (Honda, T.; Arita, M.; Takeda, Y. & Miwatani., T. - J.
Clin. Microbiol., 16:60-62, 1982) sugeriram ¢ aproveitamento do teste de ELER modi—
ficado, por eles descrito, para a detecgdo de enterctoxina termolabil (LT} {Honda,
T,; Taga, S.; Takeda, Y. & Miwatani, 7. - J. Clin. Microbiocl., 13:1-5, 1981}, tam-
bém para o exame Ga produgao da STa.

Deste modo, a partir do meio de Biken, distribuidos em placa de Petri (Honda, T.;
Taga, S.; Takeda, Y. & Miwatani, T. - J. Clin. Micrcbicl., 13:1-5, 1981) 6 amostras
de E. ooli a serem examinadas quanto a producio de STa, eram semeadas, ao redor de
wm orificio central, feito no agar. Apos incubacdo a 370C por 48h, retiravam-se do
meio 2 blocos de agar {6 7mm), por amostra em teste. Os blocos de dgar eram  entao

- colocados em 0,4ml de tampdo fosfato-salina (PBS) 0,01, pH 7,0 permanecendo a 4°C,
durante a noite, para a extracdo da STa. Os materiais eluidos eram entdc examinados
pelo teste do CRN. Segundo estes autores (Honda, T.; Arita, #.; Takeda, Y. % Miwa-
tani, T. — J. Clin. Microbiol., 16:60-62, 1982) houve alta correlacido nos testes do
CRN realizado com materiais preparados em meio liguido de casamino-acido-extrate de
levedura (CAVE} {Evans Jr., D.J.; Evans, D.J. & Gorbach, S.L. - Infect., TImmm.,
8:725-730, 1973) sob agitacdo (150rpm) e os preparados por esta técnica. No presen—
te +trabalho, fizemps uma avaliacao do teste de ELEK modificado, para o preparo de
materiais, para a detecgdo de STa, estudando também os meios de agar simples, Mac
Conkey, CAYE, adicionado de 1.2% de agar. Foram examinadas 73 amostras de E. cold
§Ta*, sendo 11 de origem humapa e 62 de origem suina. Todos os procedimentos des-
eritos no trabalho de Honda & ool. (J. Clin. Microbiol., 16:60-62, 1982}, foram se-
guidos, estudando-se ainda o efeito da eluicdo da STa por 24h, 48h e 72h, mos tes-
tes de CRN. Paralelamente, preparacoes de Sta, das mesmas amostras, feitas pelo mé-
£odo usual {(scbrenadantes de cultivo, em meio de CAYE, sob agitacdo) foram examina-
das pelo teste do CRN.

Houve baixo rendimento do método proposto (Tabela 1). Reduzido nimero de amostras
foi capaz de produzir STa, pelo menos em quantidade suficiente para ser detectada
pelo teste do CRN e, assim meswo, quando utilizado o meio de Biken. N30 parece ter
havido variagic significativa nog resultados positivos, nas eluicoes feitas com 24
e 48h. Chservar que, ros materiais eluldos com 72 horas, com excegao de dois, tedos
os resultados do teste do CRY foram negativos.

Os resultados do presente trabalho, dado o elevado nimero de reagbes falso-nega-
tivas, desaconselham o use da técnica recomendada por Honda & col. (J. Clin. Micro-
biol., 16:60~62, 1982), para o preparc de espécimes, para a deteccac de STa, O que
reforca a validade de publicacdo anterior (Games, J.A.; Rodrigues, A.C.; Simbes,
M.; Serafim, M.B. & Castro, A.F.P, de -~ J. Clin. Microbiol., 10:786-790, 1979}, so-
bre © preparo, em papis de filtro, de materials para a pesquisa de STa, onde foi
chservada total correspondéncia com os espérimes preparados pelo método usuai.

Pabela 1 — Resultados da utilizacao do teste de ELEK modificado no preparxo de espe-
cimes a serem examinados quanto a produgac de enterotoxina 5Ta, pelo teste do ca~
mundongo recém nascide (CRN).

Sinbolog: * = numero de amostras positivas; (1)
apds 24, 48 e 72h; MC = Meio de Mac Conkey; -5
de Zgar; B = Meic de Biken; AS = Agar simples

Eluicdo de $Ta em tampao fosfato,
Meio de CAYE, adicionado de 1,27

n

Origen MEtodo de FLFK modificado para preparo de STar
das Método canvencional® 17
amostras de preparc de STa 24h 48h 72h
MC C-8 B A5 MC CS B AS MC CS5 B AS
Homem 11 2 1 2 2 12 2 ] 0 c 0 0
Suinos 62 0 5 9 5 1 6 10 2 0 0 2 i




226

FRECUENCIA ETIOLOGICA DE LA SHIGELOSIS POR ESPECIE Y
SEROTIPO EN VENEZUELA

Gustavo Prieto

Ada Martinez

Irene de Cepeda

& Luisa de Urribarri

Centro Regional de Referemcia Bacterioldgica
Hospital Universitaric de Maracaibo

Facultad de Medicina

Universidad Del Zulia

Maracaibo Venezuela

Resumen

Se determina la frecuencia etioldgica por especie y por se—
rotipo de 1369 cepas de Shigelffa aisladas durante el pericdo
1968-1982 de coprocultivos procedentes principalmente de
ninos con clinica de dJisenteria bacilar. De ellas, 870
(63.35%) son Shigella {fexnert y 414 (30.247%) son Shigefla
sonned. El predominio de Shigefld §lexneri se hace en base a
los serotipes B2, B1, B3 y B6. Un incremento en los aisla~
mientos de Shigella sonned ocurre en el transcurso del estu-—
dio. A& Shigella dysenteriae corresponden 77 {5.62%) cepas,
15 (19.487) de ellas son Shigefla dysenferide A1 ocurriendo
el dltimo aislamiento de este serotipo en 1975, Shigetla dy-
sentenidae A2 se ha hecho endémico en la regidén v es respon-
sable en los ultimos 8 anos del 96.6% de los aislamientos de
Shigella dysenterine. Shigelfa boydii es infrecuentemente
aislada en nuestro medio (0.58%).

Summary

Etiofogical frequency for species and senofypes of Shigelfa
in Venezuefa

The etiological frequency for species and serctypes of 1369
Shigelfa sinains isolated between 1968-1982 from diarrheai
feces of children with symptoms of bacillary dysentery is
reported, There were 870 {63.55%) Shigelffa 4lexneri and 414
(30.24%7) Shigelfa somnel. The predominant Shigelfa 4Lexneni
serotypes were B2, 31, B3 and B6. An increase of Shigeffa
sonned isolation is registred during the period of the
study. There were 77 (5.627) Shigella dysenteriae strains of
which, 15 (19.487) belong to Shigellfa dysenteriae serotype
Al, ocurring in 1975 the last isolation of this serotype,
Shigella dysentericze A2 is endemic in the region, being
itself responsable, during the last 8 years for 96.6% of the
Shigella dysenteriae isclation, Shigella boydii is
infrequently isolated in this study (G.Sggg.
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Tntroduocitn

Ias shigelas son responsables del 10% al 20% de los casos de diarrea aguda & ni-
vel mundial. Ia enfermedad cque causa reviste por lo general las caracteristicas de
una infeccidn seria que necesita de ser atendida en el Hospital donde se le diag-
nostica en aproximadamente el 20% de pacientes con diarrea que ameritan hospitali-
zacifn. Aungue la frecuencia de casos de disenteria bacilar refleja el nivel sani-
taric vy €l desarrollo nutriciconal de un pais, la relativa importancia de la enfer-
medad permanece constante de un pals a otro (10). Epidemias con caracter ciclico de
la enfermedad que se producen cada 20 afos, han sido comentadas desde principios
del siglo XV (14) v han sido confirmadas en este siglo cuando los serotipos de Shi-
gellfe pudieran ser identificados. A comienzos del siglo XX Shigeffa dysenteiiae Al
fue el serotipo mAs importante sequido luego por serotipos de Shigelta glexnerd vy
mis recientemente por Shigella sounel con ciclos de intervalos de 2¢ 2 30 anos. Se
ha sugerido que toma un cierto nimero de anos para que la inmunidad a la enfermedad
aleance un nivel critico antes que una cepa sea reemplazada por otra {(17). E1 pre-
dominic de una determinada especie en wn determinado pais y sustitucion de tna es-
pecie por otra ha sido reconoccida, asi en la actualidad en los E.E.U.U. Shigelia
sonned es responsable del 60% al 80% de los casos y serotipos de Shigella {Lexnerl
responsable de 1os casos restantes (6, 9, 16). Shigella dysenteriae Al es con rare-
za el agente etioldgico de la enfermedad en ese pals. En Venezuela la enfermedad es
endémica del pais (21-23) por lo cual hemos creido de utilidad analizar en el pre-
sente trabajo la casulstica etioldgica por especies y serctipos correspondientes a
shigelas aisladas en el transcurso de los ahos 1968-1982.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas - El material de estudio para el presente trabajo estd represen-
tado por 1369 cepas de Shigelfa aisladas durante el pericdo 1968-1982 de coprocul-
tivos procedentes principalmente de nifios con clinica de disenteria bacilar. De es-
tas, 808 (59.023%) se aislan de cultivos provenientes de pacientes que recibleron
atencifn wAdica en el Hospital Universitario de Maracaibo, de ellos 806 proceden de
coprocaltivos vy 2 de hesocultives, las 561 (40.97%) restantes proceden de aisla-
mientos logrados en ctras Instituciones de la locatidad, los cuales fuercn enviados
para su estudio al Centro Regional de Reéferencia Bacterioldgica.

Aisbamiento e identificacion - Crecimiento de colonias con caracteristicas compa-
tibles con Shigeffa originado por la siembra directa de las heces o después de su
enriquecimiento en Selenito-F, en las placas conteniendo los medios de Salmonella
Shigella Agar (S.5.2.), Xllosa Lisina Dexosicolato (X.1.D.} Eosina Azul de Metileno
(E.M.B.) v MacConkey {M.C.) son seleccionadas para su aislamiento. Cepas enviadas
al Centro Regional de Referencia Bactericldgica para corroboracidn o identificacicn
son senbradas por agotamiento en medios de Agar Sangue Humano {A,5.H.), X.L.D. ¥y
M.C. para comprobar pureza del cultivo previe a su siembra en T.5.I. Ia metodologia
utilizada para su identificacidn bioquimica y serologica es con alqunas variantes
1a descrita por Edwards v Bwing (11) v Bwing (12). Para la identificacidn serologi-
ca se utilizan antisueros BBL, Difco v Lee.

Tabla 1 - Shigefla. 1369 cepas, 1968-1982. Distribucion por especie y por amro

1968 1963 1970 1971 1872 1973 1974 1975 1976 1377 1978 1979 1%9C 1981 1982 Total %

5. {2exneni 20 27 14 27 §3 103 g2 140 72 66 %] 49 54 25 23 870 63.5%
S.so0mned 2 4 & 20 25 23 40 (33 46 30 22 54 35 14 24 414 30,24
S dysenteria 7 9 - 3 10 6 12 3 1 4 8 4 4 2 2 77 5.62
5. bogdii e S O SO 8  0.58
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Tabla 2 — Shigefla {fexneni. 870 cepas, 1968-1982. Distribucion por serotipo y por
ano

1968 1969 1970 1971 1972 1973 1574 1975 1976 1977 1978 1979 1980 1981 1982 Total %

3, {lexnend
Bz 0 12 $ 9 44 48 45 57 33 2% 29 23 26 12 10 392 45.05
By 6 9 1 3019 30 17 2% 25 21 1% 14 18 8 3 218 25.05
B3 1 5 1 301 5 4 25 10 9 2 6 1 4 9% 11.37
Bg 3 1 2 7 i3 5 12 18 3 5 1 2 s 3 5 9% 11.37
By - - 1 5 6 11 9 10 E & 3 4 1 1 1 80  6.89
Bg _ - - - - _ 1 3 - - - - - - - 2 0,22

Total 0 27 1 27 93 103 92 140 72 66 65 4% 54 25 33 870
Fesultados

La Tabla 1 miestra la distribucién por especies de 1369 cepas de Shigella aisla-
das durante los afios 1968-1982. A la especie Shigella jLexneri pertenecen 870
(63.55%) de ellas. Le sigue en frecuencia Shigefla sonnel con 414 (30,24%) cepas. A
1as especies Shigella dysenteriae y Shigetla boydii corresponden 77 (5.623) y 8
(0.58%) de los aislamientos. PExceptuando la ausencia de Shigetfla dysenteriae en
1970, en todos los anos del estudio se producen aislamientos pertenscientes a esta
especie, a Saigefla flexneni y a Shigella sonnel. Shigefla boydii es la més infre-
Cuentemente en miestro medio, produciéndose durante los 15 afios del estudio s5lo 8
{0.58%) aislamientos, el primero de ellos en 1974. Ia representacidn grafica de es-
ta distribucicn por especies de las 1369 cepas de Shigella puede ser apreciada en
ila Figura 1.

Ia distribueidn por serotipos de Shigella ffexneni puede apreciarse en la Tabla
2. Hay predominio de los serotipos B2 (392 cepas}, Bl (218 cepas), B3 (99 cepas) v
B6 {99 cepas), lo oual representa el 45.0%, 25.0%, 11.3% v 11.3% de las cepas aige
ladas de esta especie. Durante todos los afos del estudio hay consistenciz de los
aislamientos de estos serotipos. Ios dos aislamientos logrados a partir de hemocul-
tivo pertenecen al serotipo B2. :

En la Tabla 3 se puede evidenciar la distribucidn por serotipos de Shigella dy-
senteriae. Se chserva un predominio del serotipo A2 con 42 cepas, €l cual represen—
ta el 54.5% de los aislamientos logrados para estd especié, Ie siguen en frecuercia
los serotipos A1 y A3 con 15 (19.4%) vy 13 (16.8%) aislamientos. Desde el afic 1972
el serctipo A2 se hace endémico de la regidn chservandose persistencia en sus ais-
lamientos anuales, siendo el responsable durante los Gltimos 8 anos del 96.6% de
los aislamientos correspondientes a Shigelfa dysenteriae.

Los 8 (0.58%) aislamientos que se producen de Shigelfa boydii, pertenecen a los
sexrotipos C1, C2, {5 v C10 correspondiendo 2 aislamientos a cada o de ellcs.

Di .=

La casulstica eticlégica de nuestra shigelosis presenta algunas particularidades
que merecen ser enfatizadas. Esta frecuencia etioldgica es coincidente, en 2l pre—
dominio de los aislamientos que en base a serotipos de Shigefla tlexnend se presen-
ta durante todos los afios del estudio, con los reportados por Prieto (21) en un es-
tudio en muestro medio sobre 58 cepas de Shigella aisladss en el pericdo 1968-1969,
en el cual el 64% de los aislamientos pertenecen a esa especie v también lo es con
los resultados cbtenidos por Olarte (20} en México en 1960 donde reporta que el 76%
de sus aislamientos corresponden a Shigefla flexneri. Los resultados presentados
ruestran que durante el periodo 1968-1982 la proporcién de aislamientos entre Shi.
gella {lexnerni y Shigelfa scnnei, que es la especie que le sigue en frecuencia, es
de 2:1. La casuistica contrasta en estos hallazgos con los obtenidos en Estados
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tnidos y Buropa, en donde Shigefda somned es la espacie predominante {6, 9, 16}.
Shigetla somnei ha sido aislada mis frecuentemente que Shigefla flexneri en Estados
hidos desde 1968, representando para 1973, 1974, 1975 y 1976 el 83.6%, 75.8%,
64.5% y 62.3% de todos los aislamientos de shigelas reportados por el Center for
Disease Control en los ahos mencionados {2-6). Ia proporcidn de aislamientos de
Shigefla sonned en relacitn a Shigella ffexneri, que le sigue en frecuencia, es en
ese pais de 20:1. El predominic & Shigeffa somned también ha sido reportade para
Inglaterra, FBurcpa Occidental, Japdn y Corea (1, 8, 15, 17). Aln cuando existe el
predominio de Shigeffa 4fexnerd, ruestra casuistica muestra una tendencia a dismi-
nuir la relacitn de aislamientos entye estas dos especies en base al incremento de
Shigella sonnel durante los dltineos anos del estudio. E]l predominio de Shigella
4€exnesi se hace en base a los serotipos B2, B1, B3, B6 vy B4 vy en este sentido los
resultados son muevamente coincidentes ¢on los reportados por Prieto {21) en el pe-
ricdo 1968-1965% y con los de otras casuisticas (2-6).

Tabla 3 - Shigeflfa dysenteriae. 77 cepas, 1968-1982. Distribucion por serotipo ¥y
por ano

1968 1969 1970 197t 1972 1973 1974 1975 1976 1977 1978 1979 1980 1981 1982 Total %

S.dysentenice _
Az 1 - - - 301 8 5 1 4 T4 4 2 2 42 54.54
Aq 2 4 -2 1 2 4 - - - T 15 19.48
A3 4 5 - . 2 T 13 16,88
2 - - - 1 1 - - - - 1 - - - - 4 5.9
ag S T 3 3.89
Total 7 a - 3 16 & 12 5 1 4 8 4 4 2 2 M

En 1965 Elkin, Solcdovnikov & Padalkin (8} en U.R.S.S. describen la incidencia de
Shigella flexneni en diferentes territorios de ella: Ellos incluyen la incidencia
de fiebre tifoidea en las mismas zonas, sugiriendo gue la incidencia de esta Gltima
es un buen indicador de la prevalencia de infecciones gastrointestinales de origen
hidrico. Ins resultados de ese estudio muestran que areas con altos niveles de fie-
bre tifoidea tienen mds Shigella 4Llewneri cque Shigella s¢nned, mientras que agquel-
las con baja incidencia del bacilo de Eoerth muestran una mayor incidencia de Shi-
gella sonned. Hoy entendemos que el predaminio de Shigeffa sonnedl dentro de wn de—
terminado pals durante un determinade periodo de ahos esti aparentamente asociado
con su incremento en la industrializacidn, nivel de desarrollo econfmico aleanzado
v niveles altos en el standard de vida. En este sentido el predominic de Shigella
{Lexneri Ge Ssta casuistica revela muestra condicién de un pals en desarrollo donde
alrededor de las grandes ciudades se crea por lo general un cinturdn de miseria, en
el cual se concentra la poblacidn de escasos recursos socio-econdmicos, con vivien-
da inadecuadz, ausencia o malas condiciones en servicics sanitarios elementales y
hacinamiento como elementos importantes.

En relacifn a Shigeffa dysenteriae los resultados muestran gue el 5.62% de los
aislamientos pertenecen a esta especie, a la cual se le reconwce en especial al se-
rotipo At como productor de cuadros severos de shigelosis y de brotes epidémicos
extensos. Elle refleja wma disninucion en los aislamientos de esta especie en nues~
tro medio en relacifn a wn 27% reportado por Pristo (21}, en los ahos 1968-1969. En
los resultados que se presentan se chbserva que esta especie ha sido relegada a wn
tercer lugar por Shigella somnei, la cual desde wn 9% de aislamdentos, para el pe-
riodo mencicnado, ha alcanzade cifras del 30.24%. La especie ha mostrade una ten-
dencia a desasparecer en otros sitios y actualmente en algqunas casulsticas ocupa
porcentajes miy bajos, asi para 1964-1968, el Center for Disease Control (2) le
asigna el 0.7% de las shigelas aisladas en Estados Unidos durante ese pericdo. En
nuestra casuistica se cbserva wna disminucidn de la frecuencia de los aislamientos
de los serotipos pertenecientes a esta especie, incluyendo Shigelfa dysenferise A1,
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es decir, el bacilo de Shiga. An cuando este serotipo no se aisla desde 1975 es
interesante notar que durante los 15 afics de este estudio se producen 15 aislamien—
tos del mismo, ya que este serotipo se caracteriza por la severidad del cuadro cli-
nico y por ser el agente etioldgico de brotes extensos de shigelosis en Centro Amé—
rica en los ales 1970-1971 (13, 18) y de otro més reducido en MExico en 1972 (20).
Una excepcitn Jlo constifwwye el serotipo A2, el cual es wm serctipo catalogado por
el Center for Disease Control (7) como infrecuente v reportadc solamente en una
oportunidad en  los anos 1968-1969 por Prieto (21) en muestro medio. Este serotipo
se ha hecho endémico de la localidad v es respomsable durante los iltimos 8 anos
del 96.6% de los alslamientos correspondientes a Shigeffa dysenterdiae.

Ia baja frecuencia de aislamientos de Shigeffa boydii (0.58%) registrada en esta
casuistica es tarbién coincidente con otras, asi reportes del Center for Disease
Control le asignan un 0.8% en las shigelesis en los Estados Unidos (19).

Figura 1 — Shigella. 1369 cepas, 1968-1982. Distribucion por especie vy
por ano
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Resumo

Atividade da Yersdnio pesiis & demonstrada, bacterioldgica e
sorologicamente, nos foces pestoscs da Bahia. Inquéritos so-
rologicos, nos canideos domdsticos, ajudam na detecgdo da
peste dos roedores. )

Summary
Observations on plague foci in Bahia State, Brazif

Yersdnia pesfis activity is proven bacteriologically and
serclogically in Bahia State plague foci. Testing of canine
serz for plague antibody serve as valuable indicator of
rodents infection.

Desde 1980, o teste de hemaglutinacio passiva, para anticorpos contra a fragio
antigénica 1A da Veasdnia pestis (WHO , 447:23-25, 1970), vem sendo empregado no
diagnéstico da peste, nocs focos do Estado da Bahia. Neste Bstado, a area enddmica
de peste abrange o Planalto Oriental, Chapada Diamantina, Piemonte da Diamantina,
Serra do Formoso e Planalto da Concuista. Analisando a evolugio da peste e  terri-
torio bahiano, Arafjo, R.S. & Sherleck, I.A., mostram aspectos epidemiolégicos,
clinicos, terap@iticos e profildticos no periodo de 1936 a 1967 ac mesmo terpo  em
que referem o isolamento da Versinia pestis de diversas espécies de roedores sil-
vestres e comensais. (Rev. Bras., Mal. D. Trop., 21:689-713, 1968 e 23:51-63, 1971).

2 1974/1975, constatou-se importante recrudescimento da peste na Bahia, Justa-
mente quando o sistema de vigilancia estava praticamente desativado, em consequin-
cia de wma inmpressio errfnes da erradicacao ou sxtincio espontdnea dos focos  (Tn~
formacOes Fpidamioldgicas Sucam - Ministério da Satde, n® 15, 1984).

De 1980 & 1984, foram examinadas, no Laboratdrio de Peste do Centro de¢ Pesquisas
Aggeun Magalhles, amostras de soros obtidas durante as investigacSes realizadas pela
Superintendéncia de Campanhas de Saivle Piiblica do Ministéric da Saidde, mos focos da
Bahia, dos casos humanos considerados suspeitos de peste, caracterizados por febre
e linfadenite.

Aicionalmente foram examinadas amostras de scro, para estudo retrospectivo de
alguns casos com diagndstico clinieo de peste, nos anos anteriores. A partir de
1982, foi tambem realizada a pesquisa de anticorpos antipestosos, nos roedores co-
mensais e silvestres e, em 1984, teve inicio a pesquisa sorologica da peste, rnos
canideos domésticos. Sequndo Rust, J.H. & col. {J. Infect. Dis. Bull., 5:522-526,
1971), os carnivoros domésticos se infectam ror via oral, pela ingestio de roedores
infectados. Enquantc os gatos desenvolvenm uma forma grave da infeccdo, os cass fa-

zem um quadro clinico benigno, raramente fatal. Ambas as espécies produzem ripida
Rev. Microbiol., S3o paulo, 16(3) 232233, Jul./Set. 1985,
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resposta soroldgica que pode ser considerada camo indicador para ¢ acionamentc das
medidas de profilaxia e controle, chbjetivando evitar os surtos hramanos .

A Tabela 1 mostra a distribuicao das amostras de soro positivas pelo teste de he-
maglutinagao, por Mmnicipic, por ano e pela fonte de material.

Trés cepas de Yersinia pestis, isoladas respectivamente, de wm lote de pulgas Xe.
nopsylla cheopis, no Mamicipio de Feira de Santana, suco bubondtico de um paciente
do Mmicipio de Valente e da medula Ossea de uma falange do cadaver, de ocutro pa-
ciente & Municipic de Pogbes, apresentam as seguintes caracteristicas: mobilidade
negativa, fermentam a glicose (sem producdo de gas} e o manitol, ndo fermentam a
lactose, sacarose nem a glicerina; reduzem o nitrato; nao produzem indol, nem HpS;
i hidrolizam a uréia e nio possuem a enzima lisina descarboxilase; possuem os fa-
tores de viruldncia P e W, demonstrados pele desenvolvimento de coldnias pigmenta—
das (P+), no meio Agar Vermelho Conge e crescimento confluente no meio Agar Oxalato
de Magnésic a <289C, inibido a 37eC (VW+) (Bahmanyar, M. & Cavanaugh, D.C. — WHO,
Geneva, 1976}.

Pelo exposto, verifica-se que esti havendo constante atividade de Verslnia pes-
tis, ros focos & Estado da Bahia e, a semeihanca do que & cbservado em cutros fo-
cos (Archibald, W.S. & col. — HSMHA Hlth. Rep., 86:377-380, 1971; Almeida, AM.P. &
col. — IT Jornada Cientifica da Fiocruz, RJ, 1973), nestes os cies danésticos tam-
ban representam valiosos detectores da infeccao.

Tabela 1 — Sorcs com titulos de
anticorpos hemaglutinantes contra
a fracho antigemica 14 de Yersdinia
pesitis z1:16

Simbolos: a = 6 caes do mesmo lo—
cal dos roedores positivados em
1683; b = procedentes da mesma lo-
calidade; ¢ = Rattus natius faugi-
VoAU

Fonte

ricipio Ano '
G Roedor Canldeo Humano

Riachiio do Jacuipe 1974
Riachio do Jacuipe 1975
Rbachie do Jecuipe 1976

[
1t

Retirolindia 1584
Totais -

- - i

- - 1
Iagu 1980 - - 2
Santa Terezinhz 1930 - - 1
Cafarnam 1981 - - 1
Conquista 1982 - - Zz
rocSEs 1982 - - 4
Valente 1983 - - i
Serrinha 1982 3 - -
Serrinha 1984 - 142 2,
pocles 1984 1 P ®
Valente 1984 3

1

Y

[£]
d
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Resumo

Enteropatogenos foram investigados em 309 amostras de fezes
diarréicas, de criangas de zero a seis anos de idade: 109
coletadas em ambulatdrieo e 200 obtidas através de visitas
domiciliares & comunidades péri-urbanas de Manaus, A mais al-
ta incidencia de diarréia foi observada na faixa etdria de
zerc a 5 meses de idade, tanto em ambulatdrio como ma comu-
nidade. Os enteropatdgenos mais frequentemente isclados fo-
ram Shigeffa sp. nos casos ambulatoriais e Eschenichin cobd
enterotoxigenica, na commidade.

Summary

Etiology of acute diamthoea in Manaus: comparidon between
outpatients and commumity cases

Enteropathogens were identified in 309 samples of acute
diarrhoea from children between zero and six years of age.
One hundred and nine samples were cbtained From outpatients
and the remainder was collected by household visits in
peri-urban communities of Manaus. The highest frequenecy of
diarrhoez was observed in children in the zero to 5 months
age group in both samples. The most frequent entercpathogen
isolated from outpatients was Shigelta spp. and from
communities patients was enterotoxigenic Efchefiohia cofi.

Intrvoducas

A doenca diarréica, especialmente nos primeiros dois anos de vida, & a principal
causa de mortalidade, mos paises em desenvolvimento. Dados da mortalidade geral re-
gistrada nos Gltimos cinco anos em Manaus mostram que 30% do total de Gbitos foram
causados por doengas infecciosas, aproximedamente, 82% destas sendo infecedes enté-
ricas (1).

Apesar das altas taxas de mortalidade na doenca diarréica nesta regifo ainda sio
poucce  conhecidos varios aspectos desta enfermidade, tais como, frequéhcia, etiolo—
gia, sazonalidade e fontes de infeccio. A alta inciddncia de diarréia resta Arvea,
ja foi relatada (9) e a etiologia da doenca investigada em um pegiieno grupo de
criancas de zero a un ano de idade, residentes em ua cammidade de baixo nivel so-
cio-econtmico de Manaus (10). Contudo, o estudo dos agentes causadores de diarréia
e soas frequéncias & muito complexo, uma vez que Varios fatores estio envolvidos no
problema,

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 16(3):234-239, Jul./Set. 1985,
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Assim, a frequéncia de isolamento de cada um dos possivels agentes etlologloos de
diarréia varia, consideravelmente, de acordo com diferentes autores e regides do
mmdo (2, 3, 5, 13, 14, 15, 19). Un dos provivels fatores envolvidos nessa variabi-
lidade & a procedéncia dos casos diarréicos estudados. Guerrant & col. (12} encon-
traram E. cofd enterotoxigénica em 68% &og casos de diarria, em pacientes hospita-
hzados, enquanto que freguéncias bem mais baixas tém sido reportadas em estudos co-
munitarios, variando de 10% & 32% (2, 3, 13, 23). O mesmo coorre na deteccio de ro-
tavirus. Fm Bel&m, Parda foram enoontrados rotav:.n.s em 33% dos casos de diarréia
aguda em criancas que proocuravam atendimento wédico (18}, enquanto a frequéncia do
agente, na comunidade, varia de 4% a 24% (2, 3, 13).

O objetivo do presente trabalho & relatar os provavels agentes etioldgicos das
doengas diarréicas tanto em criangas que procuravam atendimento ambwlatorial como
en criancas diarréicas residentes em commnidades de baixo nivel sdcio-econdmico da
area péri-urbana de Manaus.

Material e Métodos

Ampstnagem - Trezentas e nove amostras de fezes de criangas com diarréia aguda, na
faiva etiria de 2zero a seis anos de idade, foram examinadas quanto a presenca de
enteropatogenos. Destas, 200 amostras foram coletadas em comunidades de baixo nivel
socio-econtmico da drea péri-urbana de Manaus. As demais 109 ampstras foram cbhtidas
de criancas atendidas em 2 hospitais locais (Hospital Infantil Dr. Fajardo e Insti-
tuto de Medicina Tropical de Manaus) aos quais convergem principalmente as popula-
¢Oes carentes da cidade incluindo-se as residentes nos bairros periféricos visita—
dos o estudo commitario.

As amostras ambulatoriais foram coletadas por ocasifo do primeiro atendimento da
crianca nos hospitais. As amostras provenientes da commnidade foram cbtidas através
de inguérito demiciliar scbre a presenca de diarréia no mogento da visita.

Bacterdologia de jezes - As amostras de fezes foram coletadas em sclugan tamponada
de salina e glicerol. O isclamenio e identificacdc das entercbactérias patogénicas
foram feitos segundo Bdwards & Ewing (6). Pelo menos cinco cepas de Escherdichia co-
£i foram isoladas de cada caso, para a determinacdo da enterctoxigenicidade, capa-
cidade invasora e sorogrupo. Os sorogrupcs enteropatogénicos 026, 055, 086, 0111,
o119, 0124, 0125, 0126, 0127 e 0128 foram investigados, através do teste de agqiuti-
nagdo em lamina, com antisoros especificos (Difco), em todas as cepas dos germes
isclados de criangas atd trés anos de idade.

Deteminacio da capacidade {nvasora - Foi adotado o método recarendado por Toledo &
Trabulsi (25). As cepas de E. cofi que nao utilizavam lisina foram sukwetidas a so-
ro-aglutinagdo em lamina, usando-se soros hiperimines (ProBac) preparados contra os
sorogrupos invasores de E. celdl 028ac, 029, Ol12ac, 124, 0136, 0143, 0144, 0152,
0164 e 0167. A confimmacao da capacidade invasora das cepas que pertenciam a um
destes sorogrupos, fol pelo teste de Sereny (21).

Tesfes para producdo de enterotoxina - A enterotoxina termoldbil (LT) foi detectada
pela incculaggo em culira de células Vero, de rim de macaco Verde Africano (11).
enterotoxina termoestdvel (ST) foi detectada por inoculacio em camundongos ree
can-nascidos (4),

Exame parasitofogico de fezes - A presenca de ovos e cisto, de helmintos e proto-
z8arios respectivamente, nas amostras diarréicas foi determinada pelo método de
Faust (7).

Resultados

A maioria dos cases de diarréia ocorreram no primeiro ano de vida tante na camo—
nidade como nos casos ambulatoriais (Tabela 1). A faixa etiria mais atingida foi a

de 0 2 5 meses de idade, representando aproximadamente, 40% dos casos estudados, am
armbas as amostras.
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Tabela 1 - Distribuigcac por faixa Tabela 2 — Enteropatdgenos identificados de

etaria dos casos de diarréia ambu— casos de diarreis ambulatoriais e na comuni-
latoriais e na comunidade em Manaus dade peri-urbana de Manaus

o Aabalatiric Corpmidade Total

Fatigenos _ = = 103) n e 200) n = 309)

£, coli enterotoxigindca ST T 2% 12,5 28 9,7t

E. codd enterottedigénica LT 1 10,08 g 4,5% 29 9,43

Faixa etiria 2505 £. 202i enterctoigBnica ST/LT 1 oum 7 1,5 8 2,60

tmeses) Arbalatdrio Comnidace Total Total 15 13,8t 41 20,5 86 18,1%

ne ® i s N * £. cofi entercpatoginica 12 1,0 21 10,58 33 10,m

a - 5 548 40,4 82 41,0 126 40,8 €. cold invascra 1 0.5% 4 2,0% 5 1,68

& - 11 29 26,6 39 19,5 68 22,0 Shigedln =p. 22 2,08 M 7,0 37 12,0%

12 o~ 23 21 19,3 33 19,5 80 19,4 Sabronsila sp. i 0,9% 3 4,0% il 2,9

@ - 35 8 7,3 18 9,0 26 8,4 o :

36 _ 1 7 5.4 22 1 :0 29 9,4 Giardiz Lambidiz kal 10,0% 18 9,0% 2% 9,4%

Entamocha histolytica 11 10,08 10 5,0% 21 6,8%

I.cims i 109 100 200 100 309 100 Mao detectados 46 42,23 106 53,08 i32  49,2%

Hn cerca de 50% do total de casos estudados, um provavel agente etioldgico foi
identificado (Tabela 2)., O enteropatdgenc, mais frequentemente isolado, das amos-
tras de fezes diarréicas, coletadas nas comnidades, foi Fscherdiehia cofi enteroto-
xigénica (ETEC), na frequencia de 20,5%, enquanto que, nas amostras ambulatoriais,
foi Shigefla sp. na frequéncia de 21,0%. Quanto ao tipo de enterctoxina produzida
por E. cold, predaninaram as cepas produtoras de enterotoxina ST, nas amostras de
feges diarréicas, oolhidas da comunidade; o inverso ccorreu em relagdo as cepas
produtoras de enterctoxinag 1T,

Duas espécies de Shigeflfa foram isoladas, no total de casos estudados, a saber:
Shigella §Lexneri com 9% (28, em 309 casos) e Shigefla somned, com 3% (9, =m 309
cAases) .

E. coli entercpatogénica (EPEC) foi isolada em 11% dos casos amblatoriais, sendo
que sete cepas pertenciam ao sorogrupe 0111, 3 a0 0125, wa a0 0119 e uma ac  055.
Das 21 cepas de EPEC iscladas de amostras diarréicas. da comunidade oito foram soro—
grupo 086, cinco 0125, trés 0128, duas 0111, duas 0118 e uma 026.

Das cepas de L. cofd invasora (EIEC) isoladas, duas pertenciam ao sorogurpo 028,
ma a0 029 e uma ao O143.

Na detecgdc de enterotoxina IF, em cultura de cflulas Vero, foram determinados em
27 casos (8,7%) cepas da [, cofd citotoxigénicas, sendo 15 casos {13,3%) ambulato-
riais e 12 casos (6,0%) da commidade. :

Foram encontradas associagoes de enteropatdgenos am 30 dos 157 casos (19,9%) nos
quais pelo menos um enteropatdgeno foi detectado (Tabela 3). A associacio mais fre-
quentemente cbservada foi Shigella sp. e Entamoeba histelytica {37,6% do total de
associagoes) . Nao houve diferengas entre os tipos de associagtes encontradas - nos
casos ambulatoriais e na cammidade.

Nio foram encontrados helmintos nos casos de diarréia no primeiro ano de vida
{Tabela 4). Entretanto, a presenca de protozcirios nessa faixa etaria foi relativa—
mente elevada: Glaadia Lambfin, €,2% e Entamoeba histolytica, 7,2%.

Digcussao

A faiva etéria mais atingida pela diarréia aguda foi. de zero a cinco meses de
idade. Este resultado concorda com os dados do estudo longitudinal das diarréias
agudas, realizado durante 20 meses em wra comunidade de baixo poder aquisitivo de
Manaus, onde as criangas mais jovens apresentaram a mais alta incidéncia de diar—
réia (Gados a serem publicados). Varios fatores influenciam a frequéncia de diar-
réia por faixa etdria. Um dos mais importantes & a época do desmame, wa vez que
tem sido demonstrado que o leite maternc exerce efeito protetor contra as diarréias
{8, 18). O estudo de criancas, no primeiro ano de vida e Manaus revelou que scmen-
te cerca de 7%, nos primeiros trés meses de vida recebiam exclusivamente leite ma-
terno e que a maioria das criangas recebia outros alimentos desde as primeiras se-
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manas de vida {22). A introdugdc precoce destes alimentos, na dieta da crianga,
associada 3s baixas condigdes de higiene e saneamento, prevalentes na area, poderia
explicer a alta frequéncia de casos de diarréia, em criangas tao rovas.

Os enteropatdgencs mais fregquentemente isclados nos casos ambulatorials foi  Shi-
geffa sp. enquanto que em comunidades predominou E. cof{ enterotoxigénica. A pre-
senca de diarréia muco-sanguinolenta acampanhada de dores abdominais e as vezes fe—
bre, nos casos de infeccdes causadas por agentes invasores, tais camo Shigella  sp.
e E, histolylica, impressiona os familiares e poderia explicar a maior procura de
atendimento medico nesses casos. Por outro lado, varios trabalhos tem relatado o
isolamento de ETEC em individuos assintomaticos (3, 13, 15, 20, 23) o que explica-~
ria a maior frequencia de isolamento destes organismos na camnidade, uma vez que a
causa especifica de cada cago de diarréia &€ dificilwente estabelecido e o encontro
de un determinado enteropatdcenc nio é prova conclusiva da etiologia da doenga.

Tabela 3 - AssociacgCes de en- Tabela 4 — Helmintos presentes em 309 casos
teropatdgenos, encontrados em de diarréia aguda ambulatoriais e na comuni-
30 casos de diarréiaz aguda em dade em Manaus

Manaus.

Simbolos: + = Um caso asso-
ciado com EPEC; *# = Um caso

associade com Giardia

lamblia; ¢ = Um caso associla~

do com EIEC

Assooiaches de enteropatigenos Casos et Ambulatdrie  Cammidade Total
¥ %  Aletnincos = 109) n =200 i = 309

Shigelta sp, + E. histolytica™ ] 36,7 Ascaris fumbriccides 8 7,3% 27 13,56 35 11,3

Shigella sp. + EYEC* 13,3 Trichunds Trlohiuna 7 6,4% 14 7,08 2 5,8%

Shigekfa spe+ Giardin fambiic 3,3 Ancitostonidae 2 1,8 6 3,08 s 2.6%

Shigefln s + FPEC 3,3 Strongllodider storeohalls 1 G,9% 2 1,0% 3 1,0%

ETEC + . histobytica
ETEC + Gloadia Lamblic®
FIEC + Sofmoneila sp.
EPEC + Glandia Zambiia
EIRC + Safmonedls sp. 3,3
EIEC + Glandia Lambiic 3,3
Total 30 100

6,7
13,3
3,3

13,3

[ T I S N SRER R N

As associacdes de enteropatdgencs, nos casos de diarréia acquda, tém sido reporta-
das por varios autores em frequéncia conparavel as encontradas no presente trabalho
(2, 3, 13}. Contudo, & notavel a alta frequéncia cbservada, na asscciagac entre
Shigefla sp. e E. histolytica, representando 36,7% das associactes de entercpatdge—
nos. Pacientes com este tipo de infecgdc mista, en geral apresentam severa entero-
colite, caracterizada por copiosa diarréia, febre e pronunciada desidratacao (27),
o que corrchoraria a hipdtese da severidade dos sintomas influenciarem as mées a
procuraren atendimento médico, uma vez que a frequéncia desta asscclagac ol wais
elevada em pacientes de ambulatdrio (54,5%) do que na camunidade (26,3%).

A fregquéncia de isolamento de &. codd enteropatogénica fol semelhante nas amos—
tras estudadas, predominando O grupos soroldgicos 0111, nos casos ambulatoriais e
086, na comunidade. O significado do isolamento destas cepas, em cammidades aber-
fas ainda ndo & claro, uma vez que estes enteropatogencs tém sido relacionados cam
surtos epid@micos em ambientes fechados e seu mecanismo de patogenicidade permanece
chaouro. Contudo, ae Sdo Paulo, o© estudo de 320 casos de diarreia endemica, &n
criancas de 0 a 5 meses de idade, mostrou que E. cold enteropatogénica foi o agente
mais frequentemente isoclado e que os sorotipos O111ab:H™, 0111ab:H2 ¢ 0119:H6 estap
significantemente associados com diarréia nessa faixa etaria {24). _

Varios estudos tém tentado correlacionar o encontro de  E. cold citotoxigenicas
com a etiologia das diarréias agudas (17, 26). No presente txabalho, E. coli cito-
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toxigénica ccorreu em aproximadamente 8% do total dos casos estudados. Po:;émi estes
organismos nae foram incluidos no quadro gexal dos possiveis agentes eticlogicos,
ura vez gue Nac existe ainda u consenso estabelecido quanto ac papel de tais cepas
na patogenia das diarréias agqudas. N ' o )

Assim, este estudo apresenta alqumas evidéncias schre a importancia rc_zlatﬂ::.va_t dos
possiveis entercpatégenos encontrados nos casos de diarréia aguda na infarcia, de
conformidade com a origem das amostras estudadas. Uma vez que tc_marmsrem corss.dgra—
&0 Fpenas 0s casos de diarvéia na commidade e axgbu_?_atorie.us, e pgss:ufﬁal que dife-
rencas ainda mais importantes existam em relagac i etiologia das diarréias, em _pa-
cientes hospitalizados, nos quais nao scmente a severidade dos casos, mas tagbém o
fator infeccdo intra-hospitalar, deve ser considerado.
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Resimo

Foram sorogrupadas 1113 amostras de E. cold originadas de
urinoculturas positivas de pacientes do Hospital das Clini-
cas da Faculdade de Medicina de Botucatu, apreseptando in-
fecgio do trato urinario, no periedo de 1978-81. Antissoros
0 de E. ecoli (0tab, O0Zab, 04, 06, 07, 08, 0%, 010, 011,
018ac e 075) foram preparados a partir de lirhagens padrio
(técnica de Roschka, modificada). Analise dos dados clinicos
obtidos da ficha de solicitaclo de urinocultura permitiu es—
tabelecer a provavel localizacaoc e o tipo do processc infee-
ciose no trato urinario: "Assintomatico", "Baixo", "Alto” e
"Indeterminado". 235 amostras (23%) apresentaram-se rugosas.
Entre as 838 restantes, submetidas ao teste de aglutinacio
em lamina, 400 (36%) n3o aglutinaram e 458 (&411) reagiram
positivamente. Destas, 307 (67%) apresentaram titulos signi-
ficativos (21:320}, permitindo a caracterizacio dos respec~
tivos antigencs 0. 0s sorogrupos mais frequentes foram 06
(38,2%), 018ac (15,6%), 075 (10,5%), 04 (10%), 02ab (9,5%) e
07 (8,8%), perfazendo $2,6% das amostras grupadas. Nzo houve
diferencas significantes quanto aos resultados da sorogrupa-—
gem em relagao a sintomatologia apresentada pelos pacientes
& nao foi possivel caracterizar a predominancia dos sorogru-
pos, nos diferentes quadros clinicos. '

Summary

Eschenichia coli serogroups invofved in  wrinany-tract
infection in Botucaty SP

1113 strains of L. cold, isolated from hospitalized patients
with urinary-tract infection, during 1978-1981, ware
serogrouped. 11 0 E. coli antisera (Glab, O2ab, 04, 06, 07,
08, G9, 010, 011, 018ac and 075) were raised from reference
strains by the modified Roschka technique. The clinical data
of each patient were reviewed to stablish the localization
and type of the urinary-tract infection: asymptomatic

Rev. Microcbiol., S3o Paulo, 16(3):240-244, Jul./Set. 1985,
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bacteriuria, low or high tract infection and indetermined
infection. Strains were submitted to the rapid agglutination
slide test, being 225 strains (23%) with  spoentaneous
agglutination, 400 (36%Z) mnegative and 458 (41%) with
positive agglutination. 307 (67%) out of these last strains
presented significative titers (21:320), allowing thus the
characterization of the 0 antigens. The most frequent
serogroups were: 06 (38,27}, C018ac (15,6%), 075 (i0,5%), ©

(10%) , 02ab (9,57) and 07 (8,8%7), accounting altogether for
92,6% of all strains studied. There was no significant
correlation between E. cof{ serogroups and different
localizations and types of urinary-tract infection.

Introdugan

Dentre os processos infecciosos mais chsexvados na espécie humana, os do  trato
urinario assumem elevada inportdncia, sendo a Bscherichia coli © agente etioldgico
predaninante. _

A tipagem sorolégica da E. cofd, proposta por Kauffmann, € baseada na pesquisa
dos antigenos 0, K e H, 08 quais se constituem em marcadores soroldgicos Gteis como
instrmmento epldemlo}.oglco para o estudo das gastroenterites. Intretanto, tal pro-
cedimento rarvamente & efetuado em amostras produtoras de infeccdo wuriniria, apesar
da prevaléncia reconhecida de E, coldl.

Investigadores suecos t&m utilizado a tipagem soroldgica e a sensibilidade de E.
cofl a ac® bactericida do soro, oo marcadores para estudar a evolugdo da infec-
¢30 uriniria, se persistente ou recorrente e camo auxiliar na conduta terapSutica
7). BApesar de sevem conhecidos 167 sorcgrupos O de E. coli, a maioria das infec-
coes urindrias e occasionada por nlmero restrito deles, sendo mais freguentes os 10
primeiros e ocutros camo o $i8ac, 050, 062 e 075 (%, 11, 14, 16}. A sorotipagem rea-
lizada por alguns autores {7, 10) evj.denciou que os soa:otipos de E. cold 02:X1:H4,
04:K12:H5 e 06:K2ac:H1 estavam associados, oom alta freguéncia, a pielonefrite agu-
da. Tal constatagao sugere que alguns sarotipos invadem os xins, mais cammente do
que outros.

Considerando a mportancn.a ‘das infeccdes urindrias e & escassez de informagdes
scbre as mesmas em nosso melo, procuramcs determinar o sorogrupo das amostras de E.
cold isoladas de pacientes infectados, estudar algqumas caracteristicas ¢linicas dos
Tesmos e correlacicnar os dados registrados.

Material e Metodos

Foram selecionadas 1113 amostras de E. cofdl, isoladas de pacientes internados ou
stendidos no ambulatirio do Hogpital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botu-
catu, mo periode 1978-1981, com urinocultura positiva, de acordo cam o critério de
Kass (5).

Os dados clinicos dos pacientes foram Obt.ldDS da ficha padronizada de sol:.c:.tagao
de urinoculitura, preenchida pelo responsivel durante o atendimento do caso. A ana-
lise das infomagées, nela contidas, permitiu estabelecer a provavel localizacao do
processc no  trato urinirio. Assim, para as finalidades desta investigacdo pudewos
classificar os pacientes, sequndo o guadro clinico da infecgao urindria, em: "As-
sintomatico”, "Baixo" {cistite), "Alto" (pielonefrite), "Indeterminade" (quando as
informagdes clinicas disponiveis nio possibilitavam a caracterizagio em um dos qua-—
dros anteriores).

Apds a identificacfo biogquimica, procedeu-se a selegdo de amostras lisas. Para
tanto, cooldnias aparentemente lisas do meio de MacConkey foram transferidas para
agar inclinado, e apds incubagic a 37°C durante 24 horas, o crescimento foi suspen—
= en salina e suhbmetido & autoclavagac a vapor fluente por 1 hora. A seguir, para
cada ampstra lisa, apds resfriamento, efetwou-se testes de aglutinagdo em lamina
frente aos 11 antigsoros: Olab, O2ab, 04, 06, 07, 08, 09, 016, O11, O18ac e 075
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preparados a partir de linhagens padrao {(cedidas gentilmente pela Dra. Ida Orskov,
do Statens Serum Institut of Copenhagen -~ Dinamarca), empregando-se a técnica de
Roschka modificada, segundo Edwards & Ewing (2}. A identificacio do SOTOgrupo foi
estabelecida pela aglutinacao quantitativa em tubos, considerando-se como  tiftulo
significativo a diluigao do antissoro igual ou maior que 1:320, sequndo instrugtes
da Difco Laboratories {(Detroit, mchs.gan, USA). Esses procedmen’cos pexrmitiram
classificar as amostras em grupadas, nao grupadas e rugosas.

Can o chjetive de relacionar os quadros clinicos dos pacientes com os res.a.ltados
da sorogrupagen efetuocu-se anatise estatistica dos dados pelo teste da homogeneida-
de entre proporgoes, conforme Goodmann (4).

Fesultados

Das 1113 arostras de E. coldl estudadas, 255 (23%) apresentaram-se Iugosas e as
restantes foram submetidas ao teste de aglutinagZo em 1Zmina com os 11 antisscoros,
abtendo-se os seguintes resultados: 458 (41%) com reacdo positiva e 400 (36%) sem
reatividade. As 458 amostras com reacdc positiva foram submetidzas an teste de aglu—
tinagao quantitativa am tubos; destas, 307 (67%) apresentaram titulos i iguais ou su-
periores a 1:320, pennltmdo a caracterizacac dos respectivos sorogrupos. As demais
151 amostras (339) , sem titulos SlgTLlflcathOS, sanadas as 400 ampstras sem reati-
vidade foram consideradas como nao grupadas (551 amostras).

Pela analise da Tebela 1 constatamos, em ordem decrescente, e oS sorogrunos 06,
O18ac, O75, 04, C2ab e 07 foram os mais frequentes em nosso meio, respectivamente,
cam 117 (38, 2%), 48 {(15,6%), 32 (10,5%), 31 {10%), 29 (9,5%) e 27 (8,8%) amostras,
perfazende 92,6% do total das anmostras grupadas.

A Tabela 2 c—\xprime a distribuicio das amostras de acordo com os resultados da so-
rogripagen e o quadro cl:mloo dos pacientes. Cbserva-se hcnogeneldade na distribui-
G230 das amostras grupadas, nzo grupadas e rugosas em relagdo 3 sintcmatologia apre—
sentada pelos pacientes.

Na Tebela 3, encontra-se a distribuicio das amostras de acorde com o5 SOrogrupos
e os gquadros clinicos. ¥8o fol possivel caracterizar sorogrupo(s) significativamen-
te predominante(s) para os diversos quadros ¢linicos considerados. Os resultados
dos sorogrupos Olab, 08, 09 e 011 foram reunidos em um (mico grupe atendendo a  fi-
ralidade da analise estatistica.

Discussao

Das 458 amostras (41%) que reagiram positivamente ac teste de aglutinacdo em 13~
mina, 307 (67%) revelaram titulos significativos quando submetidos & reagso de
aglutinacao quantitativa em tubos, o que pemitiu caracterizacio definitive dos
respectivos antigenos O. Considerando que a antigenicidade cruzada & bastante fre-
guente entre amostras de E. cofd e outras enterchactérias, compreende—se a relevin-
cia da titulagao, uma vez gue a utilizacifo (nica da prova de aglutinaciic em l3mina
pode gerar a constatacdo de falsos resultados.

Tabela 2 — Distribuicao de amostras de F,
celdl de acorde com os resultades da soro-
grupagem e o quadro <clinico {Botucatu,

Sorogrape N¢ % 1978-1981). Analise: Y2 = 2,15 (N.S,)
T ] ] ) 06 17 38,2
- {~ Olsa 48 1506 -
abela 1 - Distribui Oiae b amostras  Grupadas Mo gropadas  Rugosas Total
¢a2c do numero e do po- & 16,0 Quadro clinies e @ N T ¥ 3
tencial de amostras de Ofb 3 g,g 82(47,5)  43(24,8)  173(100)
= o Assintomitico 46(27,7) 2(47, ,
E. coli{ isocladas de am 15 4,9 - !
acientes com inf - s s Balm 104¢25,7)  204150,6)  96(23,7)  404(100)
.
Er' fria d ndecgao 08 3 o Ao 46029,8)  TH4T,9) 3B(E5F 15540000
inaria de acordo com g P L Indetenminads 109428,6)  191{30,2)  ®1(21,20  381(100)

o sorogrupo (Botucatu, 9'°

1978-1981) Total 307 307 551 255 1113

g
£
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Tabela 3 - Distribuicac das amostras de E. cof{ de acorde com o0s sorogrupoes e o
quadro clinico (Botucatu, 1978-1981). Analise: ¥2 = 18,036 (N.S.)}. Observagao: os
sorogrupos Olab, 08, 09 e 011 foram reunidos em um Unico grupe para fins de analise

Sorcgrupos 06 o18ac 075 04 o2 o7 Olab o1 08 o9 Total
Cuadro clinico N¢ 3 W% N % e % (S N OB K¢ 3 N9 O3 ONO 3 N B N 3
Assintomdtico  18{37,8)  4{ 8,3)  8{16,8)  7(14,5) 41 8,3  4{ 83 36,2 0 o ] 48(100)
Baixo 3%¢37,7)  20{19,2) 10 5,6)  5{ 4,8) 10( %6 1i{1e,5) BTN O 148,9) 0 104(300)
alto 17{37,0)  B{17,4) 20 4,8}  6(13,00  S5{10,8  S5{18,8 14,2} 20,4 © 0 46 (100}
Indeterminado  43(3%,7)  16{14,8) 12{11,0) 13(11,9 W00 9,3 T4 32,7 32,7 19,8 10,8 109{100}
Total 137438,2)  48(15,8)  32(16,3) 31010,0) 280 8,5 27( &,8) 15(4,%) 5(1,6) 2(6.6) 1(0,3) 307100}

Ujvary & Rentz, citados por Pryles & Glagovsky (14} verificaram que entre amos-—
tras de E. coli produtoras de infeccdo urindria, cerca de 30% se relacionavam aos
10 primeiros sorogrupos, fato que ocorreu em 72,3% das amostras deste estudo, entre
as quais destacaram-se os sorogrupos: 06 (38,2%), 04 (10%), 02 (9,5%) e O7 (8,8%).
Saliente-se que, além do grupo 06, os dois sorogrupos mails frequentes foram o O18ac
{15,6%) e o 075 (10,5%), estes Gltimos relativamente raros nos E.E.U.U., na BEurcpa
e nac encontrados em Hong Kong (18), o que expressa bem a variacdo geografica exise
tente na distribuicdc dos sorogrupos prevalentes. Em Botucatu, as freguéncias dos
grupos  O18ac (15,6%), 04 {10%) e 02 (9,5%) foram relativamente altas, eu contraste
com 03 dados cbtidos no Rio de Janeiro (13), onde se mostraram bem infericres: 01-
8ac (2%), 04 (3,1%), 02 (0,0%). Esta comparacac de dados de regifes proximas, mesmo
considerande metodologia diferente na sua obtengdo, pde em evidéncia a nitida va-
riacio de frequéncia dos principais sorogrupos de E. cofi produtores de  infecgdo
urinaria em nosso neio.

Por cutro lado, a literatura demonstra, tamb@m, resultados semelhantes 30sS nossos
(1, 12, 14, 16}, quando se considera que 92,6% das amostras pertenceram aos Soro-
grupos 06, Oi8ac, 075, 04, 02 e O7.

As razdes pelas quals um nimero restrito de sorogrupos produzem sistematicamente
infecedes do trato urindrio nao sio ainda bem conhecidas. Estudos experimentals nao
demonstraram wna relacio significante entre grupos O de E. ¢ofi e sua habilidade em
causar infeccOes renais {6). Os resultados desta pesguisa caracterizam bem o expos—
to acima, <uando analisamos a distribuicdc dos quatro gmpos mals frequentes (04,
06, Ol18ac e 075) pelos quadros clinicos considerados: 71% nas infeccles '"baiwuas®,
72% nas infecgdes “altas", 77% nas bacteriurias assintowmaticas e 77% nos quadros
clinicos indeterminados. Tanbé&n Mahapatro (12) em sua analise, nZo encontrou rela-
c3o significante entre 0s quadros clinicos e 0s sOrogrupds prevalentes (01, 04, 08
e 075) bem como Andersen & col., citado por Mabeck & col. (10), n3o descobriram
correlacac entre pielonefrite e grupos O ds E. coli.

A analise dos dados da Tabela 2, relacionando a sorogrupagan {amostras grupadas,
nzo grupadas e rugosas) com os quadros clinicos, nao demonstrou diferencas signifi-
cantes, o que difere dos resultados cbtidos por Lindberg (8}, ao constatar produczo
de pielonefrite, cistite e bacteriuria ass;.ntomética, respectivamente, por 1,7%,
6,5% e 45,2% de amostras rugosas e por 7,6%, 5,5% e 10,4% de amostras nao gru
Este autor verificou, ainda, gue os sorogrupcs 01, 02, 04, 06, 07, 016, OlBac e 075
foram responsiveis por 31,3% dos casos de bacteriuria assintamatica, 58 7% de  cis-
tite e 79,8% de pielonefrite.

Até o presente momente, nao fol suficlentemente esclarecida a relagao entre a
maicr prevaléncia desses sorogrupos e a producde de infeccgOes do trato urinario,
Schwartz & col. {15) justificam tal fato por estarem esses sorogrupos disseminados
de forma anpla na natureza, relacionandc—se principalmente com a flora intestinal
fecal e sua proximidade do trato urinario {"teoria da prevaléncia®). Por cutro la-
do, varios autores (3, 10, 17}, defendem a "tecria especial da patogenicidade”, que
relaciona a nefropatogenicidade cam o antigeno 0, o antigeno K, a producdo de hemo-
lisina e a capacidade de aderéncia & varios tipos de células.

Acreditamos gue o antigeno 0, por si s5, ndo seria capaz de determinar a patoge-
nicidade, uwna vez gue determminados sorotipos O podem estar geneticamente ligados a
outras caracteristicas que, juntas, definirvam as amcstras patogénicas. Desta for-
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na,

concluimos que a sorotipagem pode se constituir num instrumento Gtil para o es-

tudo da epidemiologia e da evolugde das infecgbes urinarias, em especial dos pro-
cessos crdnicos e recorrentes, os quais fornecem subsidios valiosos no campe da te—
rapéutica.
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Resumo

No estudo da presemca de marcadores de resistencia a um
conjunto de antimicrobianos de use terapeutico {gentamicina,
canamicina, trimetroprim-sulfametoxazol , tetraciclina e
cloranfenicol), aos ions mercirioc e telurito, em Kfebslelfa
preumondiae, nao foram encontradas diferencas significativas
decorrentes da origem dos pacientes, isto e, se internados ou
se de atendimento ambulatorial. Nos dois grupos, o anlmero de
marcadores de resistencia foi reduzido, devido, provavelmen—
te, a0 usc restrito de antimicrobiancs, no periodo prévie i
avaliagao.

Someary

Resistance of Klebsiella pneumoniae isolated {rom hospitali-
zed and non-hospitalized patients to and.ibiotics and inonga-
nic iona '

Resistance markers to some antimicrobials of large clinical
use (gentamicin, kanamicin, sulfamethoxazol-trimethoprim,
tetracycline and chloramphenicel) and to the wmercuric and
tellurite djoms were searched im  Kfebsdella preumeniae
isolated from hospitalized and noa~hospitalized patients. No
significant differences were found among fecal strains of K.
preumoniag obtained from in or out hospital patients. In both
groups of K. preumoniae cccurrence of the resistance markers
was low and probably assoclated tc the limited use of
antimicrobials by the patients preceding the investigationm.

As floras microbianas de colonizagdo enddgena tém sido reconhecidas como  fontes
significativas das infecgdes nosccomiais. Alén disso, deve tomar-se em conta a pos—
sivel transferéncia intra cu inter-especificas de fatores de resistSncia entre os
microrganismos, dessas floras (Witchitz, J. - Rev. Madicine, 43:2939-2945, 1975).

Kéebsiella pneunmonige tem sido um dog agentes de infeccac hospitalar mais fre—
quentemente isoladeos. Tendo-se em conta a frequéncia de sua colonizagiio intestinal,
foi comparado o perfil de resisténcia de cepas de K. preuwmondine jgoladas de amostra
fecal (junho e julho de 1982) de 20 pacientes ambulatoriais (P.A.), sem nenma in-
ternacic 1o pericdo de um ano anterior e, de 16 pacientes internados (P.I.), 1o
"Instituto Estadual de Hematologia A.S. Cavalcanti'. Em média, seis coldnias foram
estudadas em cada arostra de fezes, a partir de isolamento en EMB Agar e em agar
"Brolacyn" (Merck). Os isolamentos foram, biccuimicamente, caracterizados {(Edwards,

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 16(3):245-246, Jul./Set. 1985.
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P.R. & Bwing, W.H, — Identification of Enterchacteriaceae., 3.ed. Minneapolis, Bur-
gess Publishing, 1972) e submetidos a testes de sensibilidade, & gentamicina, cana-—
micina, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina e cloranfenicol, segundo técnica
de Bauer & col. (Am. J. Clin. Pathol., 45:493-496, 1966) e avaliada a resisténcia
ao telurito de potassio e ao cloreto merclrico (Pereira, J.A.A. & Suassuma, I. - 99
Congresse lLatinoamericano de Micrchiologia, S3o Paulo, 1983) De acordo oom O pa~
drzo conjunto de resisténcia zos antibidticos e a sais inorginicos, as cepas sus-
peitas de carrear plamdeos foram testadas quanto a _capacidade de transferéncia,
dos padroes de resistBncias assinalados, pela conjugagae {Gerhardt, P. & col. - Ma-
nual of methods for general bacteriology. Washington, D.C., 2Zmerican Society for
Microbiology, 1981). A seleg3o dos transconjugantes foi feita pelo telurite
{25pg/ml) ou pelo sal mercirico {10ug/ml). O use terapSutico de antimdcrobiancs
foi, retrospectivamente, avaliado pela consulta aos prontuarios dos pacientes.

Klebsiella pneumgnise fol isclada em 13 (65%) dos P.A, e em 14 (87%) dos P.I.,
atingindo ¢ total de 122 cepas. Nao houve diferenca, estatisticamente, siqnificati-
va entre os dois grupos, quanto ao nCmero de marcadores de resisténcia aos antimi~
crobianos e aos sais de telliric e mercirio, Em um caso de P.I, houve a presenca si—
miltdnea dos sete marcadores de resisténcia mvestlgadOS.

Nao foram conseguidos transconjugantes resistentes ao Ion merciricc (10ug/ml) pe-
1o estudo de cepas, demonstradamente, resistentes 2o meswo. De cspas originadas em
trés pacientes diversos (dois P.A. e um P.I.) foi transferida, para Escherichia co-
£i receptora, a resist@ncia 3 tetraciclina e ao telurito; e, en um caso, sO a re-
sisténcia ao telurito. Bm tré@s desses quatro casos houve a co-transferéneia da ca-
pacidade de fermentagao da lactose.

A perman@ncia ho hospital (grgpo P.I.) nio determinou diferengas aparentes, o
padrac de resisténcia das cepas de K. pnaumome ‘de flora intestinal, apesar de, na
rotina bacteriologica, as cepas desta espécie, isoladas a partir de material clini-
<o, de pacientes internados, apresentarem, con aparente frequéncia, varics marcado—
res de resisténcia, em contraste com as cepas de origem ambulatorial. Em cada pa—
ciente, a média de marcadores de resisténeia das cepas acs antimicrobianocs foi bai-
xa {1, 4 marcadores) , fato este que pareceu estar associado ao limitado uso terapdu-
tico dos antimicrobiancs investigados nestes pacientes.
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InForacfo Teaenico-CIENTIFICA SBM

ABYFARMA - A realidade da jndistria farmaceutica no Brasil. Rio de Janeiro, Abi-
farma, 36p., 1983.

De acordo com os dados apresentados, nesta publicagao da Abifarma, dos cerca de
460 laboratdorics que operam no territoric brasileiro, 141 s&o associados aquela en-
tidade. Dos associados, 64 sd0 ampresas estrangeiras e 77 nacionais, sendo cue 4
entre os 5 maiores laboratorios nacionais figuram no quadro associativo da  Abifar-
ma.

As empresas associadas 3 Abifarma s3c responsaveis pela producao de 90% dos medi-
capentos consumidos no Brasil.

Na introducio deste oplsculo, hi uma série de afirmagdes que sac bastante inte-
ressantes:

"a indQstria farmacutica tem caracteristicas bastante diferenciadas. I extrema-
mente dependente de uma pesguisa basz.c.:., onerosa, de resultados aleatérios“

Se cbhsexrvarmes, entretanto a ocar;posa_gao de prego de ur medicamento, & pagina 19,
ndo se consegue encontrar nenmma alinea, na canposicao de custes, que se refira a
gastos com pesquisas. Enguanto isto, entre despesas coanerciais fixas e proporcio-
nais, chega-se a 46% do custo—fabr*ca do medicamento. Uma parcela que &, al:Las Su-
perior ao custo industrial do medicamento proprlamente dito (isto e,c scmatdrio dos
custos de embalagem, matéria prima, mdo de cbra e gastos gerais de fabricacao) .
Conclui-se, pois que e mais care para a industria vender o medicamento do que pro-
duzi-lo.

A estrutura de prego dos medicamemtos, coerente com a estrutura apresentada pelo
secretaric executive do C.I.P. na C.P.I. da indldstria fammacéutica (1980/1981) mos-
tra a distorgio gritante que h3 no setor. Acrescentando-se, ac custo fabrica, a
margem do varejista, que & de 35% deste custo (Resolugzo CIP 157/82), conclui-se
que o consunidor brasileiro, ao adguirir um medicamento, paga mais pela propaganda
e camercializagio do que pelo medicamento em si. O custo industrial representa me-
nos de 26% & custo dp medicamentc no varejo, enguanto gue as despesas de propagan—
da, d}.strlbulc;ao e corercializacao atingem 60% do preco final.

"Sua promogio se desenvolve através de um didlogo, necessariamente & portas fe-
chac'ias, o a classe meczz.ca. Vive, assim de costas voltadas para o grande piblico,
que & ¢ seu consumidor fin

Esta afirmacac da a Jmpressao de que 0 responsaveis pela elaboragao deste  opls-
culo, produzido pela Abifamwa, nao assistem televisZo nem ocuvem r&dio.

"Nio & surpreendente, portanto, que a sociedade, por desconhece—la, a julgue com
severidade. Atribua-lhe um gigantismo inexistente, ou a pratica de pregos excessi-
vos e geradores de lucros desmedidos”.

A pagina 3 <o folheto existe uma tabela que mostra a evolucao de vendas cda 1978 a
1982, Tomando-se por base o valor do mercado em @olares, no anc de 1978, observa-sg
que no pericdo das vendas apresenta.ram un aumento médio, em dolares, - portanto de—
flacionado ~ superior a 8,3%. A padina 5 @ rostrada a evolugso dos pregos de  medi-
camentos em relacdo a mflagao, com a conclusdo de que o auento médic dos pregos
de medicamentos entre 1976 e 1982, foi de apenas 52,28% do Indice inflaciondrio mé-
dio no mesmo pericdo.

Juntando-se as duag informacdes s6 se pode chegar a conclusdo de que o volume £i-
sico de medicamentos vendides, mais do que dobrou no periodo considerado.

E de se estranhar que os custos de propaganda distribuicao e camercializacao de
medicamentos ascendam a 60% do que € page pelo consumidor?

3 sequir sequam-se alguns graficos e tabelas que procuram demonstrar que o prego
dos medicamentos tem subido mencs do que ¢ custo de vida, que gastos com medicamen-
tos representam apenas 1,43% da despesa familiar (Fomte IBGE) e que o brasileiro
medio se encontra na 198 posiclo ro que diz respeito ao consumo "per capita" de me-
Gicamento. Nao hd, entretanto, informacao de que porcentagem do povo brasileiro tem
acesso ao mercade de medicamentos.

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 16(3):247-254, Jul./Set. 1985.
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_Procurando mostrar gue © nimerc de medicamentos no mercado brasileiro nfo & ex—
cessivo, quando camparado ao de cutros paises, a folha 12 chama-se a atengao para o
fato de que nos Estados Unidos ¢ nimero de medicamentos a venda atinge a 334.000,
enquanto que no Brasil, entre diferentes marcas e apresentagtes sO existem 24.000.
O interessante & que para os Estados Unidos usou-se oomo fonte de referé@nciaz infor-
magtes da “"Pharmaceutical Manufacturers Rssociation”, enguanto gue para o Brasil
utilizou-se o Brasindice, publicacBo de cardter comercial e sem nenham valer ofi-
cial.

Poder-se-ia continuar a analisar as informacbes fornecidas pela Zbifarma no opls-
cuzlo. Entretanto, wa avaliagdo real das informagles que s8c fornecidas, ocuparia.
um espaco injustificavel nesta Revista da SEM.

Na realidade, este folheto produzido pela Abifarma presta um desservige a  indis—
tria fammacButica por desconsiderar a possibilidade de haver vida inteligente no

Brasil. Bruno Carlos de Almeida Cunha
Faculdade de Ciéncias Famacfuticas
gsp
Caixa Postal 30786
01000 Sao Paulo 8P

Block, S.5. — Disinfection, sterilization, and preservation. 3.ed. Philadelphia,
Lea & Febiger, 1053p., 1983. U©sS$ 109.50.

Este livro, atualmente em suz terceira edicgdo, & editado pelo profegsor de Bicen-
genharia Seymour S. Block do Dept? de Engenharia Quimica da Universidade da Flori-
da, oom a cooperacéo de cingquenta e oito rencmados especialistas.

A obra & dividida em sete partes: esterilizacdc quimica e fisica, anti-sépticos e
desinfetantes; aplicactes médico-sanitarias; preservativos e protetores; mecanismos
de acdo; nisceldnea; e métodos para testar germicidas. O contefdo deos 51 capitulos
encerra uma revisdo coerente da bibliografia existente (estimada em aproximadamente
dez mil referéncias), apresentada de forma coerente, didatica e, sempre que possi~
vel, conclusiva.

A terceira edigao (1983} difere da sequnda (1977) por dispor de sete novos capi-
tulos: esterilizacdo pelo Oxido de etileno, perdwido de hidrog@nio e cutros desin-
fetantes oxidantes; clorohexidine; ccmpostos nitrogenados; pseudomonicidas; epide~
miologia e prevencac de infecgdes hospitalares; e legislagio americana scbre germi-
cidas.

Este livro, se constitul portanto em texto de referencia e consulta obrigatéria
para microbiologistas, farmacSaticos, quimicos, engenheiros sanitaristas, enfermei-
ros, cirurgides e administradores hospitalares, interessados na produgdo, controle
de qgaliéade, comercializagdo e aplicagdo de esterilizantes, desinfetantes e an-
ti-septicos, Uriel Zanon
Universidade Federal Fiuminense
Ta Prof. Hermani de Melo, 101
2400C Niterdi RJ

Demain, A.L. & Solomon, N.A., eds. - Handbook of experimental pharmacology. I/IE -
Antibiotics:- containing the beta-lactam structure. New York, Springer-Verlag, vol.
67, Part I —~ 358p., Part I — 479p., 1983. Part I — US$ 120.70, Part II - US$
143,00,

A desccberta da penicilina por Fleming, em 1929, representou o marco de wra nova
era terapéutica, até entfo desprovida de alternativas (teis para o tratamento das
infecgdes. Hoje, mais que 50 anos depois, © grupo dos antibidticos B-lactBmicos, do
qual a penicilina & o protétipo, continua a ser dbjeto precipuwo de estudos de pes-
quisadores de diferentes areas do conhecimento, refletindo a importancia gue essa
classe de famacos representa a quimicterapia moderna. MNa verdade, a desocherta de
novos  tipos de antibidticos b-lactimicos, na década de 70, mediante triagem de an-
tibidticos mais potentes e de inibidores de b-lactomase, enzima compreendida no
principal mecanismo de resisténcia, veic reascender ¢ interesse por esse Carpo.
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A editora Sprmger—Verlag, sensivel que & a0 _progresso da ciéncia e acs assuntos
.de grande interesse & cammidade cientifica, nac pxderia se furtar em publicar chra
que versasse sobre campo dos mais frutiferos. Assim € que surgiu a presente cbra
sobre os antibidticos g-lactdmicos.

Dividida em deis tomos, I e IT, o primeiro constituido de 11 capitulos e ¢ segun—
do, de 6 capitulos, a cbra, canwe & de praxe nessa conceltuada editora, pr:.ma pelo
esmero, tanto no que diz respeito d encadernagio, quanto ao que se refere a parte
grafica.

Os capitulcs, escritos por especialistas, sdo abrangentes, muito bem divididos e
compreendem  varios aspectos dos antibiSticos em questZo, além da ampolgante histé-
ria de sua descoberta e introdugzo.

Assim & que a quinica dos antibidticos B-lactZmicos & esmiugada em capitulos como
o referente as relagbes entre estrutura gquimica e atividade blologlca e o que se
reporta & estratégia de sintese total, alén de estar inserida em tfpicos analiti-
cos, oo cromatografia de alto deser@enho. Do ponto de vista mcrobmlogloo e bio—
quimico, resultam de importdncia os diferentes aspectos de modo de agdo, enzimas
bacterianas cue Interagem com a classe de qumoteraplcos e questdo, aperfeigoa-
mento e preservacac dos microrganismos produtores genetlca de fungos, bem como de
actinomicetos produtores dos referidos antibidtices. NGo menos inportantes s30 os
capitu},os relativos a biossintese e requiacdo da biossintese dos B-lact@micos. Os
prmcunos bioquimicos e mlGI'OblOlOglODS sao enfeixades no cap:.mlo de interesse 3
pratica carercial, qual seja o referente 3 engenharia biogquimica na producic de
B-lactamicos. A avaliacao laboratorial in vivo e in vitro de f~-lact3micos clissi-
cos, abarcando os aspectos historicos de sua utilizacdo, também mereceu tratamento
proporcional & sua importancia. Novos antibidticos 8-lactamicos promissores, consi-
derados nao—classs.oos, surgiram de novos métodos de triagem, métodos esses explora—
dos no capitule sobre triagem de noves antibidticos da classe. A fammacologia dos
resmos € discutida em teros de sua farmacocinética, toxicolegia e terapdutica, to-
picos altamente importantes, nio s6 do ponto de vista académico, como tambén, e
principatmente, clinico.

Cumpre mencionar que todos os capitulos sac escritos de modo escorreito e acces—
s:.vel, sendo © texto valorizado mediante auxiliic de fiquras, tabelas, estruturas
quimicas, bem como de fotografias bastante elucidativas. Via de regra, os capitulos
apresentam resumo, conclusao ou perspectivas futuras, o que facilita scbremaneira a
compreensao da matéria abordada comc um todo. As referéncias bibliograficas, em ni-
mero expressivo, s30 apresentadas ao final de cada artigo, fornecendo subsidios pa—
ra osque desejam se aprofundar em topicos especificos. Campleta cada tamo cuidadoso
Indice analitico.

Em resumo, © contetdo da obra vem contribuir para a elucidagdo de varios aspectos
concernentes & classe cuje future, segunde os proprios editores, "parece mais claro
a cada década que passa’.

COnStltUl—SE, destarte, em fonte preciosa de consulta para biogquimicos, microbio-
logistas, quimico-farmacSuticos, gue militam nessa area, ol pretendem abraca-la,
bem como para farmacéuticos e médicos, que desejam enriquecer seu cabedal de conhe—
cimentos acerca de uma das mais utilizadas e importantes classes de antibidticos.

Flizabeth Igne Ferreira

Faculdade de Ciéncias Farmacduticas
Usp .

Caixa Postal 30786

01000 Sdc Paulo Sp

JI ENCONTRO NACIONAL DE VIRCLOGIA

A Sociedade Brasileira de Micrcbiologia pramoveu © II Encontro Nacional de Virg-
logia, nos dias 9 a 13 de novernbro de 1984, em S30 Lourengo-M3, scb coordenagao de
E.W. Kitajima, da UnB.

A Scciedade vem atuando no sentido de pramwver © desenvolvimento da  virclogia
brasileira, scb & coordenacdo de Ramain R. Golgher, da UFM3, e a realizagio dos En—
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contros Nacicnais de Virologia foi concebida cam esta finalidade, através da reu-
nias e intercimbio de profissionais para: i. discussio de tems relevantes & Viro-
logia, como disciplina do conhecimento cientifico e campo de aplicacao tecncldgica:
ii. conhecimento reciprocc de atividade e projetos correntes: iii. diagnstico e
proposicao de medidas para o progresso da Area; iv. discussio scbre o andarento  do
Programa Setorial de Virologia (PSV-CNPg/FINEP); e v. © papel da SBM no desenvolvie
mento da virologia.

Ba programagao do II Fncontro Nacional de Virologia constaram meses redondas,
conferéncias, trabalhos em grupos sobre temas especificos e apresentacdo de paj-
néis, al&n de alqumas reunides nic programadas inicialmente.

As mesas redondas foram estroturadas de forma a congregar especialistas dg  dife-
rentes areas. Cada atividade manteve um t5pico camm as areas da virologia, permi-—
tindo maior integracio entre os profissionais. Para a <¢oordenacao dos tranalhos,
foram convidados especialistas que realments estivessem desenvolvendo atividades
dentro dos temas discutidos. Os temas escolhidos foram os seguintes: Programa Seto-
rial de Virologia; Problemas atuais da virologia: pesquisa e Programas governamen—
tais; Microscopia eletrinica e virologia; Quimicterapia e Immnoterapia; Fpidemiolo—
gia, diagnose e controle bioldgico.

As duas conferencias foram proferidas, respectivamente, por F. Horaud, do Insti-—
tute Pasteur, Paris (Franca), scbre "Utilizagio de soros moncclonais ra diferencia—
Gao de amostras de Poliovirus®, e por K.S, Kim, da University of Arkansas-Fayete—
ville (BB}, sobre "Ultraestrutura da infecgio por Geminivirus®.

Foram organizados sete grupos de trabalho, sob a coordenagio de profissionais es—
pecialmente convidados, para discussdo e avaliagdo de alguns aspectos importantes
da viroleogia, tais como: ensino de graduaco; ensino de pds—graduacso; satde ani-
mal; satde piblica; virologia vegetal; virologia basica; e bictecnologia.

As contribuicoes livres, resultantes de pesuisas recentes nas diferentes iveas
da virologia, foram apresentadas scb a forma de painéis. Inscreveram-se cerca de 70
trabalhos, inclusive de profissionais argentinos. A gualidade dos trabalhos demons—
trou sensivel progresso em relagio ac I Fnoontro.

Além das atividades previstas, foram realizadas rewnides com virologistas argen-
tinos, visando ao estabelecimento de programa de couperagao entre Brasil e Argenti-
na, abrangendo todas as dreas da virologia.

G IY Encontro Nacional de Virologia contou com a participagdo de, aproximadamen—
te, 120 profissionais, entre os quais & preciso destacar a presencga de especialise
tas estrangeiros - Argentina (5), EUA (2), Costa Rica (1), Franca (1) e Ttalia {1).

O livro de resumo dos trabalhos apresentados durante o evento serdo depositados
nas sequintes bibliotecas: BIREME, BINAGRI e Bibliotsca Nacional. MEo seric repro—
duzidos para distribuicdo. . )

Ao final dos trabalhos, foram definidas datas e regponsavels psla coordenacao dos
dois proximos Encontros: em 1986, Moacyr Rebello, do Instituto de Riofisica UFRT e
an 1988, J.A. Neves Candeias, do Instituto de CiSncias Bicmédicas USP.

Alnda por iniciativa da SBM, foram elsborados projetos na drea de rotavires de
humanos e biolegia de virus de plantas, aprovados pela FINEP para financiamento,
totalizando, aproximadamente, CR$ 20 bilhoes, para execucdo em dois anos.

Claudia Avanzi

Sociedade Brasileira de Microbiologia
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374

Cidade Universitaria USP

05508 Sdo Paulo SP

IIMS — International Symposium on Single Cell Proteims, Paris, Jaouary, 28-30,
1981. Paris, lLavoisier, Tec & Doc, 347p., 1983.

A publicagao cobre as atividades de um simpdsio internacional {Paris, Janeiro de
1981}, scb o patrocinio da TUMS (International Union of Microbiological Societies,)
ac qual concorreram participantes de 35 palses, incluinde os da OPER {Organizagao
dos Paises Exportadores de Petroleo).
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Conferéncias gerais, contribuigdes a convite e temitica em mesa redonda compden
os 3 capitulos da cbra, cujos artigos estdo redigidos am ingl8s (27) e francés (9).

O secyetirio geral da IMS e Presidente do Simpdsic, Drof. Jacques €. Senez (Mar-
selha, Franca) faz interessante introducdo retrospectiva scbre o tema de “proteira
micelular”,

A restricdo (previamente) imposta acs participantes, qual seja o pedido de rela-
tos de experiéncias ou processos j& comprovadamente testados am escala piloto se-
mi-industrial cu industrial, seguramente elevou a gualidade da informacdo tecnold-
gica intercambiada.

Variados aspectos da problematica de produgde, colheita, desidratacio e sobretudo
consumo de proteina unicelular cu SCP {Single Cell Proteins) s3o abordados na pro-
fundidade desejavel e recomendada para um evento de ordem internacional:

a) natureza e heterogenejdade de mat@rias-—primas: metano, n-alcanos, metancl, eta-
nol; carboidratos de biomassa (celulose, amidos de mandioca, licor sulfitico, hi-
drolisados de madeiras, melago de cana); soro de leite, etc,

b} problemas nutricicnais {avaliacdo de ragdes animais) e toxicoldgicos (consumo
humano) .

<) aceitagdo piblica: a SCP evoluindo de ragdo animal a alimento humano.

d} perspectivas econtmicas da SCP

e) microrganismos agentes: leveduras (com énfage para spp. do gérnero Candida), bac-
térias (Methylophilus, etc}, fungos e algas.

2parece destacade o feito tecroldgico pioneiro da British Petroleum gue no perio-
do de 3 apos produziu mais de 3 x 104 toneladas de SCP, em suas plantas industriais
de Lavera (Franca) e Grangemouth (Inglaterra), enwolvendo crescimento de C. ZDropi-
calis e C, Lipolitica em n—alcanos, sen qualquer relato de infeccbes e ou intoxica—
. ches.

Artigos descritivos de distintas tecnologias sio abordados:

- "Pekilo-SCP", a partir de licor sulfitico (Escandindvia)

- "Permosin-SCP", produclo de proteina unicelular em Sleo ou fragdes de petrdleo
bruto, com a concomitante deparafinizacac do substrato, gerando subproduto de maior
valor comercial {URSS e Alemanha Oriental).

- "Pruteen”, SCP de Mefhylophilus crescido em metanol (Imperial Chemical Induse
tries, Inglaterra)

— SCP de Toawlopsis crescida em n-alcanos, com rendimento na base de 16,5g de célu-
las/litro de fermentade (China)

~ SCP de etancl (dminco, USA).

-~ 5CP de soro lactico {Bel Co., Francal

- SCP de melago de cana (Speichim, Cuba) -

~ "Haterloo-SCP" ou bioconversao direta de residuos geluldsicos em proteina wmice-
Iular com ¢ fungo Chaetomium (Canada).

Avangos cam a fermentacdo em fase sGlida (URSS), biotecnolegia de producdo de SCP
an cultura continua e as experidneias indiana, japonesa e ramena (a ultima em asso-—
cilagso com firmas japonesas), scmadas as diretrizes dos paises da OPEP em seus pro-
gramas de "petro-proteinas" sao outros tdpicos da publicagdo.

José Domingos Fontana
Dept? de Biogquimica da UFPR
Caixa Postal 19046

80C00 Curitiba PR

TS - The International Union of Microbiological Societies: directory, statutes,
1984,

0 livro "The International Union of Microbiclogical Societies" (IIMS) englcha
duas partes. A primeira traz uma relagdo campleta dos Camitds, Conissdes e Federa-
¢hes, assim oo Ge seus Wembros. Inicialmente, relaciona a diretoria executiva da
TS, oujo presidente é P.Gerhart, e das divisdes de bacteriologia, micologia e
virologia, nas quais figuram L. Rachid Trabulsi (Racteriolegia) e Jo3o S. Furktado
(Micologia), como conselheiros regicnais.
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Ela também apresenta os Comit8s: {“Economic and applied microbiology, Food micro-
biciogy and hygisene, Microbiology and immmnolegical documentation, Microbial, Eooe
logy, Systematic bacteriology (I. Suassuna), Taxonany of viruses {C.A. de Carvalho
Pereira) e Medical micrcobiclogy interdisciplinary; Sub—oomités: "Single cell pro-
tein, Actinemycetales, Aghobactenium, Rhizoblum, Bacillus, Bifidobacternia e Lacto-
bacllli, Brucella, Comynebacterium, Enfercbacterdaceae, Gram negative ansercbic
rods, Halobaoterdlaceae, lepfospira, Listerdia, Mollicutes, Monaxefla and allied bac-
taria, Nedsserdiaceae, Nocardis and related organisms, numerical taxonomy, Paatei-
rellaceae, Phage-typing of Staphylococci, Phototropic bacteria, Pseudemonas and re-
lated organisms, Rickeitsiafes, Spirochaetales, Staphylocooci and Streptococol, Vi-
brionaceae, Vertebrate viruses (com 14 grupos de estudo), Invertebrate viruses,
Plant viruses, Bacterial viruges, Fungal viruses, virus DATA, Coordination"; Comis—
shes: “Association of Biological Standardization, Society for human and snimal my-
cology, Comission for microbial genetics, Comission on microbiclogical specifica-
tions for focds {com 3 sub-comissdes regicnais), Mycotoxinology, Taxconomy of fungi,
Canission on yeasts and yeasts-like micrcorganisms {A. D. Panek}" e Federacdes In-
ternacionais:" for Bnteric rhage typing {G.A. Costa), for culture collections® (com
comités para "Data coding {(J.5. Furtado)}, to safeguard endangered collections, Edu-
cation, Patent de depositions, Publicity, e Postal and Quarentine regulations®.

Finalmente traz a relacic das Sociedades dos diversos paises, assim como das res—
pectivas diretorias e lista na ordem alfabética com nomes e enderegos Gos pesguisa~
dores que fazem parte das divetorias, comités, sub-comités e comissdes das Socieda-
des.

A sequnda parte refere aos Estatutos da IUMS, gue foram revisados em agosto de
1982 pela Assembléia Geral e editados em janeiro de 1984 pela Diretoria Executiva.
Inclui aspectos relacionados com a Constituicdo (objetivos e conposicio, adminis-
tracao, finangas, wotagtes, FEmendas ao estatuto) e as "bylaws" (normas) .

Paulo Pinto Gontijo Filho
Instituto de Micrcbiologia UFRJT
Centro de Ciéncias da Salde
Bloge I — Ilha do Fundao

21941 Rio de Janeiro RJ

Lauffer, M.A.; Maramorosch, K,; Bang, F.B. & Smith, K.M., eds.- Advances in virus
research. New York, Acadewmic Press, vel. 27, 377p., 1982,

0 alto padr3o em geral atingido nesta série de publicagbes & mantido no presente
volume. A importante contribuicéo da microscopia eletronica ao diagndstico virolo-
gico & arplarente discutida por A.M. Field que além de apresentar uma 0til classi-
ficagio morfoldgica de particulas virais detectiveis em produtos patoldgicos e em
secobes de tecidos, passa em revista as téonicas utilizadas ¢ &  interpretacao dos
resultados que firmemente estabelecem a microscopia eletrdnica como umg técnica es—
sencial e de larga aplicagdc principaimente pela rapidez e precisio diagndstica em
virologia. C.H. Huang apresenta urna extensa revisao dos estudos realizados na China
sobre o virus da encefalite japonesa incluindo dados sobre patogenia experimental e
natural, ecologia, incluindo a importincia de insetos vectores e hospedeiros verte-
brados amplificadores e scbre prevencao por controle de rosquitos e vacinagdo. A
susceptibilidade de Plantago (tanchagem) a uma grande variedade de virus de plantas
& discutida por J. Hammond realgando o papel de varias espécies de Plantago na epi-
denninlogia de diversas viroses afetando plantactes economicamente importantes. Os
passos iniciais da replicagac viral, sdo revistos por A.G. Bukrinskaya com especial
atengao a elucidacao dos processos de adsorcao e panetracdo viral que pronetam
abrir novos caminhos para ¢ estudo a nivel molecular de inportantes propriedades
virais tais como infecciosidade e viruléncia. Un valioso esforgo & feito por D.C.
Reammey e Hans-W. Ackermann no sentido de integrar wm vasto nimero de dados scbre
propriedades bicldgicas e fisico-quimicas de bacteriofagos que tradicionalmante sio
estudados caono entidades isoladas. Resultam mma atil classificacac de bacteridfa-
gos e interessantes especulagdes sobra a sua arigem e evolucio. Mecaniamos de tumo—
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rigenese viral s&o revistos por RV, Gilden E H. Rebin com particular atencio aos
virus das familias retroviridae e herpesviridae. O papel de gens virais e celulares
respensavels pela transformagdo e imortalizacio celular e de fatores hereditirios
e, inunoldogicos em neoplasias virais & discutida.

0 volure inclui cbituaricos de duas notiveis figuras da virologia: X.N. Smith e
F.B. Bang.

Finalmente, deve-se dizer que tende sido publicados em 1982, certos aspectos dos
artigos contidos neste volume carecem de atualizacao.

Hélio G. Pereira
Instituto Oswaldo Cruz
Caixa Postal 926
20000 Ric de Janeiro RJ

Marshall, K.D., ed. - Advances in microbial ecology. New York, Plenum Press,
vol.7, 223p., 1984. US$ 39.50.

Este livro & mais um da série dos “"Advances", tendc o primeiro sido publicado em
1977, editado por Martin Alexander, Nesta série, sac publicadas revisdes, enfocando
aspectos diversificados e profundos da ecclogia de microrganismos, em ecossistemas
naturais ou artificiais. ‘

¢ volume 7 estd dividido em quatro capitulos, cada um de autoria de wm  rencmado
pesquisador em sua &rea. R.M. Atlas, da Universidade de Louisville, Xentucky, cobre
a diversidade das commnidades microbianas, compreendida como diversidade de espée-
cies, fisioldgica e genética. Desta forma, podem Ser expressos o potencial de fun—
cionamento ecoldgico da ocommnidade, as interacgdes entre os seus membros e até as
modificagdes resultantes de transformagtes no ambiente bicldgico ou abidtico.

A ecologia micrcbhiana de solos do deserto & gpresentada por J. Skujins, da Uni-
versidade Estadual de Utash. Este autor apresenta conceito das regibes aridas, foca—
lizando a distribuigio de diferentes grupos taxondmicos nessas regiles, a hiologia
da superficie desertica, associagles entre microrganismos e plantas e as atividades
fisioldgicas, além de aspectos microbioldgicos da desertificacao.

D.B. Nedwell, da Universidade de Essex, Inglaterra, discute a entrada e minerali-
zacao de carbone organico em sedimentos anserchicos. Ele aponta que os sedimentos
anaerthicos e reduzidos s3c comune,. em lages e drveas litorfneas gue recebem grande
entrada de materiais crgdnicos. A énfase do texto estd nma fisiologia da  decamposi-
ca&o & das interacbes entre microrganismos e na estrutura da commidade microbiana,
revisando assim, una nova area da microbiologia, que vem sende estudada intensamen-
te, apenas nesta Gltima década.

Para finalizar, ha o capitulo de P.H. Pritchard e A.W. Bourguin, da Agéncia de
Protegéo Amwbiental, na Fidrida, os quais apresentam estudo exaustivo de "Microcos-
mos”, para a avaliagac da interacdc entre poluentes e microrganismos. O Microcosmo
e entendido como ume simulacdo do ecossistema natural, a nivel de laboratério, per-
mitindo um série de estudos sobre © irmpacto de poluentes.

Trata-se de um livro para especialistas em certas areas, embora sua leitura tam-
bém possa ser recarendada aos microbiclogistas de un modo geral e acs pesquisadores
na area da poluigdo ambiental, Advances in Microbial Ecology, vol. 7, relne grande
quantidade de informacdo sobre estes tipicos atuwais que, dificilmente, podera ser
encontrada em cutre livro.

Elke J.B.N. Cardoso

Dept? de Solo, Geologia e Fertili-~
zantes ESALQ/USP

Caiva Postal 9

13400 Piracicaba SP
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Simposio Internmacional Sobre Micobactérias de Interesse Clinmico

Sera realizado em Cordcba (Espanha), de 27 a 28 de setembro de 1985, o Simpdsio
Intermacional sobre Miccbactérias de Interesse Clinico, no Colégic Major Universi-
tario Nuestra Sefiora de la Assuncidn y Facultad de Medicina.

Intre os temas abordados estardo: imunopatologia da lepra e da tubsrculose; mé-
todos modernos de diagndstico rapido de tuberculose; terapéutica experimertal oo
novos famacos; sistemas modernos automatizados em miccbacteriologia; & novos o=
nhecimentos sobre M. feprae.

Para maiores infomacdes:

Secretaria do Sinpdsio Internacicnal de Micobactérias
Departamento de Microbiologia

Facultad de Medicina

Cordoba — 4 ESPANA

tel: 29-7122 e 29-8088

Williamson, R., ed. — Genetic engineering. New York, Academic Press, vol. 4, 185p.,
1983.

O livro, dltimo a ser editado por Robert Williamson e, complementando os anterio-
res, traz novas revistes sobre aspectos da Engenharia genética. Especificamente as
revisbes abordam:

1. As técnicas desenvolvidas na manipulagdo in vitro de sitios de restricic e de
mutacao localizada, destacando a necessidade de sitics de restricao Gnicos na cons—
trucac de vetores; a utilidade dos fagos de fita simples como vetores na mutacao
localizada e no sequenciamento, e, da sintese artificial de oligonucleotidens.

2. Aplicagao da tecnologia do DNA recombinante na caracterizacds e expressdo de po-
lipeptidecs com funcac hormonal acnde s3o discutidos aspectos da informagdo que fol
ganha com a clonagem destas sequéncias e as perspectivas de melhor utilizagdo das
informagbes as quals necessitariam de wm trabalho muitidisciplinar.

3. Expressio de genes isolados de eucariotos em E. cold, aonde & enfatizado que
existam poucos relatos de expressdo an gltos nivelis e, sao discutidas alternativas
para o problemas quais sejam: cutros promotores e construcdes; aumento da estabili-
dade do mRNA; uso de cutros hospedeiros para o gene clonadc, eto.

En todas as reviSoes pode ser notada a cuidadosa intengdo de apresentar as infor-
macces de forma concisa, clara e profunda, o que torna este volure da série, como
os demais, valioso tanto para pesguisadores como para oS gue ensinam,.

Crams que a contribuicao desta série, ora acrescida do volune 4, tem sido funda-
mental na divulgagao dos avengos da tecrologia do DNA recombinante e, esperasmos que
ela continue assim agora com Peter Rigby, camo novo editor.

Renato Bonatelli Jx.
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