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INFLUENCIA DE PLASMIDIO R NA FREQUENCIA DE MITACAD ™M
ESCHERICHIA COII

Silvia Maria Frigo
& Jogo Lucio de Azevedo
Instituto de Genetica Esalqg

Caixa Postal 83
13400 Piracicaba SP, Brasil

Fesuo

Comparande-se a frequéncia de reversao espontanea de auxo-
trofia para prototrofia entre duas linhagens isogénicas de
£. cofi, uma portadora, e outra nazo portadora de plasmidio
R, wverificou-se a influ2ncia do plasmidio na frequéncia de
mitagoes e na emergéncia de mutantes resistentes a estrepto-
micina. Na linhagem portadora do plasmidio houve aumento na
frequencia de reverszo espontansa para metionina da ordem de
1,29 a 54,33 vezes e de 2,22 a 11,56 para prolina. A presen-—
¢a do plasmidio aumentou o ndmero de mutagdes para a resis—
tenciz a estreptomicina de 99,03 a 343,4 vezes.

Summary

Ingfuence of an R plasmid .in the mutation frequency in
Escherichia coli

Comparing the frequency of spontaneous reversion from
auxotrophic to prototrophic mutants between two isogemic
strains one bearing a R plasmid and a second without plasmid
it was found the influence of a plasmid in the mutation
frequency and in the emergence of streptomycin resistant
mitants. In the plasmid-bearing strain it was found an
increase in the spontaneous reversion freguency in a range
from 1.29 to 54.33 times for metionine and from 2.22 to
11.56 for proline. The plasmid presence increased the number
of mutations to streptomycin resistance from 99.03 to 343.4
times.

Introducao

Dentre os microrganismos, em especial as bactérias, intmeros casos de  instabili-
dade correlacionada ooin genes mutadores tém sido relatados (2, 4, 7, 25). Méan da
presenca de genes mutadores, também ja foram descritos casos dé instabilidade rela—
cionados a reversdo de marcas auxotroficas (5, 11). Por cutro lado, sabe-se que, em
bacterias, elementos geneticos extracromossdmicos conferem resisténcia a varias
substancias antimicrobianas, incluindo antibidticos , quimicteripicos e sais de me—
tais pesados (22, 24). Um fato que merece atengao especial, devido as implicacdes
clinicas e biologicas que acarreta, & de que certos plasmidios R cu colicinog@nicos
reduzem a susceptibilidade de seus hospedeiros acs efeitos letais da irradiacdo ule
travioleta, amentando, porém, o efeitc mutagénico da mesma, can respeito 3 rever-
sa0 de certas mutagoes causadoras de cardter auxotrdfico (6, 9, 10, 13, 14,. 15,
16) . Além disso, foi observado que plasmidios R (18, 19) amentam tarbém a frequén-—

Rev, Microbiecl., Sﬁo Paulo, 16(4):255-259, Out./Dez. 1985.
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cia de reversio espontdnea, caw & o caso do mutante his de Salmonelfle Lyphimurium
(8, 17, 19, 20).

O presente trabalho foi entdo corduzido com a finalidade de se estudar a influén-
cia de um plamudlo de Eschendchia cofi que causa resist@ncia a virias drogas, em
relacdo & reversio de duas marcas auxotroficas. Tamb@m a influéncia desse plasmidio
foi estudada em relacac a frequéncia de mitagao para resisténcia 3 estreptomicina.

Material e Métodos

Linhagens - (a) Escherichia cofi J§x mutante auxctrofico deficiente em prolina e
metionina e resistente ao 4cido nalidixico (Mx), obtida em nosso laboratlrio: (b)
Eschenichia coldl 99, prototrofica e portadora do plasmidio R, que confere resisténe
cia ao clora.nfe_nicol {Cm} ; canamicina (Km): tetraciclina ('I‘c} e hicloreto de merci-
rio (Hg), obtida por Chartone-Souza {3). Esta linhagem originalmente era também re—
sistente 2 hetacilina {He), mas como verificado no presente trabalho, mostrou-se
suscetivel a droga, possivelmente por perda do plasmidio que carrega essa marca
{21} .

Meios de cuftuna - Foram utilizados o matriente dgar (Difeco), o mutriente 1iquido
{Difco} e o meio minimo sdlide para E. colfd {1).

Drogas antcmco;nobma,a - Acido nalidixico (Winthrop Products Inc.), bicloreto de
mercirio (E. Merck), sulfato de canamicinz e hetacilina {laborteripica Bristol
S.A.), cloranfenicol (Parke-Davis Ltda.), sulfato de estreptanicina (Fontoura-Wyet-h
Industr:.as Farmacéuticas S8.A.), tetraciclina (Pfizer Inc.).

Tnansferencia do plasmidio R pon eonjugagdo - Para a transferncia das marcas de
resisténcia da linhagem doadora (E. cofi 99) para a linhagem receptora (E. coli
} .foi utilizado o processo da conjugacdo (12},

Comparacao da_grequéncia de nevensao de auxotrofda para protoirofia entre Iinhagem
portadora e ndo pordadona de plasmidio - A fregquéncia de reversio foi calcalada pe-
la contagem do nimero de coldnias das linhagens semeadas em placas contendo MM +
prolina (revers®o para metionina) e MM + metionina (reversdo para prolina),

A semeadura com diluicOes apropriadas das mesmas linhagens em MM + prolina + mee
tionina e posterior contagem de coldnias permitiv ¢ calculo do nimero de bactérias
utilizadas (titule). A contagem das coldnias foi feita apds a incubacic por 3 a 4
dias a 37eC.

Tabela 1 - Transferencia de marcas Tabela 2 - Frequéncia de reversao da de-
de resistencia da 11nhagem E. coll ficiencia em prolma e metionina nas 1i-
99 para E. cofi J nhagens E. cofi J—l\x e E, cold Js Hx g9
oo . Niveis de resisténcia (pg/ml) Reversbes x 10° células
: Bo.Ne Linhagens Tiwulos
Fm 1w B He M Metionina Proiine
E. coti B 1 1 518 18 s = 1,48 x 10° 3,58 9,32
E. eali 9% 200 200 200 50 10 1 1 I 39 2,15 x 10* 77,20 54,88
E. coli 3% 5 00 200 2200 26 10 20
A 4,92 x 10° 0,77 20,73
2 B es 2,52 x 10° 139,68 239,68
Fx 2,05 x 16° 3,02 3,3
3 I 98 3,10 x 100 5,23 2,63
I 9,00 x 10° 9,51 0,66
4 I e 2,70 x 100 0,66 1,47
I 1,49 % 167 0,06 0,33
5 M 99 2,5 x 107 3,26 3,2
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Tebela 3 - F\fquengxa de muta- B9 Linkagens Tirulos Matagdes Aumento
£a0 para resistencia a estrep- (103! cdiulas)  {vezes)
tomicina em linhagens portado- 1o
ra e nac portadora de plasmi- 1 o . 0,9 = 10 1,04 - 99,03
deo em E. cofi M g 3,37 x 10%° 103,00 '
I 2,3 x 16%° 0,06
2 X 99 1,58 x 10%° 26,60 343,4
7 1,15 x 10° 0,43
3 Rl 1,66 x 10° 43,00 100.0

Detenminacao da §requencia de mutacdo para nesisténcia a estreptomicina entre Li-
rhagem pontadona e nao portadona de pﬁaém-uim ~ Para ambas as linhagens (E. cold
JEX e E, cofd JBX 99) foram preparadas séries de placas contende mutriente Agar
acrescide de eétreptcxnlcn_na na concentracio de 20pg/ml. Foi utlllzada essa COncen-
trac3o, pois, as linhagens de E. cofi utilizadas, mostraram-se sensiveis 3 mesma em
experirento prévio. A leitura dos tratamentos foi feita apds 2 a 3 dias de  incuba-
gao das placas com estreptomz_cz.na e das placas controle {samente nutriente agar),
apos 24 horas, a 37¢C,

Resnltados e Discussao

Thansferineia do plasmidio R da Linhagem E. coli 99 para E. cofi J5% - Através de
conjugagdo bacteriana, transferiu-~se o plasmidio R da linhagem I, cofi 99 para a
linhagem E, cofd J‘%‘X Apds a transferéncia, comparando-se a resisténcia na linhagem
original e na receptora, verificou-se (Tabela 1) que o nivel de resisténcia ao bi-
cloreto de mercirio, assim como ao acido nalidixico, diminuiu. Portanto, tanto o
gene plasmidial para resisténcia ao bicloreto de mercirio como © gene cromossdmico
para resist@ncia ao acido nalidixico sofreram alteracso em-sua expressdo. U ex-
plicacdo possivel, seria que o gene que confere resisténcia ao mercirio sofreu acéo
modificadora de genes crompss@micos da linhagem e também o gene cromossdmico para
resisténeia ao &cido nalidixico sofreu agdo dos genes plasmidiais. Expressividade
variavel ¢e um mesmo plasmidio em diferentes hospedeiros ja foi relatada por cutres
autores (8, 21, 23). Também ndc foi detectada resisténcia & hetacilina previamente
descrita na ordem de 1000pg/ml (3}. Isto deve ter occrrido por prévia perda de cu-
tro plasmidio independente, que carrega esta marca (21).

Revernsas de marcas auxefnoficas - Verificou-se aumento no nimerc de reversdes es-
pontdneas, na ordem de 1,29 a 54,33 para metionina e de 2,22 a 11,56 para prolina
(Tabela 2). O aumento verlflcado tanto na reversao para netionina como para  proli-
na, indica que a agd & plasmidio nfo é especifica para um s& locus. Esses dados
concordam, portanto, com os de Mortelmans & Stocker (20), os quais consideram que o
plasmidio Rsqg possul um gene wvp, que aumenta a capacidade de reparo sujeito a er—
ros (explicando o efeito protetor a/e aumento mutagénico da luz UV). Em contraste,
outros genes na auséncia do \wp seriam responsaveis pela elevada frequénciaz de re—
versac espontinea (explicando a propriedade mutadora do plasmidic), do gene cromos-
sdmico his Gyg.

Frequencia de mutacde pana hesisigneia o estrepiomicina - Camwo se pode cbservar
{Tabela 3}, os resultados com relagac a mutagac para estreptomicina na linhagem E,
coL{, JNXe na lJ_nhagemE coli JNX 99, foram bastante conclusivos, una vez que ©
nimero® de mitacbes na linhagen portadora do plasnud_lo foi cerca de 99,03 a 343,4
vezes maior gue na linhagem isogénica sem plasrmdlo.

Além das implicacdes &0 ponto de vista genético, este resultado & também, por ra—
zoes Gbvias, extremamente importante do ponto de vista c¢linico. FEntretanto, mais
pesquisas s80 necessarias para se verificar se, o caso aqui descrito, € apenas uma
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excecao ou pode ser ampliade a cutros plasmidios, cutras espéries de bactérias e
outras drogas antimicrcbianas.
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PESQUISA DE YERSINIA ENTEROCOLITICA BM PACIENTES REIMATICOS,
I - BACTERIOLOGIA*®

Marise Dutra Asensi
& Ernesto Hofer

Dept? de Bacteriologia
Instituto Oswaldo Cruz

Caixa Postal 926

20000 Ric de Janeiro RT, Brasiil

Fesumo

Avaliou-se a ocorréncia de portadores de Versinia entercco-
Litica, através de coproculturas, em 157 pacientes com dife-
rentes processos reumaticos e em 108 individuos sem manifes—
tagées reumaticas e/ou intestinalsg, caracterizados como con=
trole. No cOmputo geral, foram isoladas oito amostras, qua—
tre oriundas do grupo reumatico, pertencentes acs serotipos
0:4, 0:5, 0:6 e 0:13 e numero idéntice resultante do contro-
le, caracterizadas como 0:5, auto-aglutindvel e duas nie
aglutinaveis, bioquimicamente identificadas como VYeasinia
grederitsenii. Consideragbes sobre a eficiéncia dos varios
meios de enriquecimento e seletivos~indicadores empregados
na pesquisa foram realizadas, assim como, a caracterizacao
das amostras em biotipos e lisotipes.

Sommary

Tnvestigation of Yersinda enterocolifica in rheumatic human
patients. 1 - Bacteriofogy

The occurence of Vemsdnia enterocolditicd was evaluated
throught feces' culture in 157 patients with Qifferent
rheumatic processes and 108 people without rheumatic and/or
intestinal manifestations used as control groups. Were
isolated eight strains, four of there from the rheumatic
group belonging to the serotypes 0:4, 0:5, 0:6 and 0:13 and
four from the control group characterized as serotypes 0:5,
being two of there mot able to he agglutinated and based on
biochemical tests identified as Vemsinia frederiksenid.
Considerations about the efficiency of the several media
used in the investigation as  enrichment, selective
differential were taken, as well as, the characterization of
the strains in biotypes and lysotypes.

Introducio

A5 repercusstes clinicas da infecg@o por Yersinia enterscolitiea, dependem de fa—
tores inerentes a bactéria, tais camo, os sorotipos e bictipos e das caracteristi-
cas intrinsecas a0 hospedeiro, exemplificando-se, sexo e idade, além do nivel de
higidez imumolégica.

* Parte da Tese de Mestrado do Curso de POs-Graduacdo em Biolegia Parasitiria do
Instituto Oswaldo Cruz, Fundagao Oswaldo Cruz. Aprovada em dezembro de 1983.

Rev. Microbicl., Sac Paulo, 16(4):260-268, Out./Dez. 1985.
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A doenca se manifesta principalmente por alteragdes gastrentéricas, caracteriza—
das por diarréia, apendicite ou ileite terminal, linfadenite mesentérica aguda,
acompanhada ou ndo por febre, dores abdominais, vamitos e cefaléia (22, 35).

A partir da localizagdo entérica, a doenca pode evoluir até & septicemia, Zorma
que se manifesta particularmente aos individuos susceptiveis ou imunodeficientes.

Alam destas, existem manifestacoes outras que ocorrem am geral, apos algquns dias
de infecgdo, a semelhanca de um fendmeno de hipersensibilidade, acometendo princi-
palmente, adultos. Nestas estBo incluidas as seguintes figuras clinicas: eritama
nodoso {21, 43), artrite reumatdide (15), sindrome de Reiter (i, 33), poli-artrite
crdnica (19, 20), mono-artrite (32), inflamagdo dz parede do miocardio e pericar-
dio, com formas similares a da febre reumatica (15, 18).

O dhieto da presente investigacdo, se concentrou na pesquisa de Yeasdnda enfero-
colitica em pacientes revmaticos e ndo reumaticos, como uma tentativa de relacionar
certas alteragtes reumatollgicas oom a presenca deste microrganismo,

Material e Metodos

Onigem e canactenisticas dos pacientes - Foram utilizadas fezes de 157 pacientes,
menciocnados com a letra P, com manifestacbes reumaticas {(grupo de reumaticos) e de
114 individuos, mencionados cam a letra C que, clinicamente, ndo apresentavam si-
nais compativeis com as alteracdes reumidticas e/ou gastrintestinails (grupo contro—
le). O material foi obtido do Laboratiric de Immologia e Bacteriologia do Hospital
das Clinicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (HCUERI) e do Laboratério
Central de Patologia Ciinica do Hospital das Clinicas Gaffrée e Guinle (HCGG),
Universidade do Rio de Janeirc (UNI-RIC). Os espécimes do grupo controle origina-
ram-se apenas de HCUERJ.

Metodo de isolaments - O enriquecimento foi feifo em trés meios, distribuidos em
tubos mm volume de  10ml, a saber: meic de Rappaport modificado (MRB), sequndo
Wauters {42), incubado a299C, por 3 a 5 dias; salina tampao fosfato (PBS), pH 7,6,
incubade a 49C, com repigques no 79, 149, 309, 609 e 909 dias; e Cold Mannitol Broth
{oMB), secundo Christensen & Jansen (8), incubade a 4°C, com repiques no 79, 149,
309 e 609 dias. )

0 uso de meios seletivos, foli feito a partir da semeadura com as fezes "in natu-
ra", com o plagueamento direto em: Agar Salmonella-Shigella (SS Agar) - Difco, com
pH corrigide a 7,6; Agar Desoxicolato-Citrato (DCR) - Merck; Agar Sulfito de Bismu-
to (BSA) - bifco; e Agar Tiosulfato-Citrato-Bile-Sacarose (TCBS) -~ Difco, com pH
corrigide para 8,0 e acrescido de 10mcg% de Novobiocina, sendo utilizado somente
para 48 espécimens do grupo reundtico e 100 do grupo controle.

Todos os meios seletivos foram incubados a 299C por 48 horas.

Identificacao bioquimica o biotipificacas - As amostras isoladas foram submetidas a
35 provas bioquimicas, adotando-se as farmulas de meios, critérios de incubacdo e
leitura das reacdes, sequndo Kapperud, Bergan & Lassen (17), Costa & Hofer (9), Mgi-
ler (24} e Wauters {41).

Identificacdo sorofogiea e Risofipia - Realizadas de acordo com as especificagfes
tecnicas apresentadas por Wauters {71). Nas amostras em gue ndo foi possivel carac—
terizar as estruturas antigénicas, assim came na etapa de identificagin em lisoti-
pos e biotipos, recorreu-se ao Centre National des Yeasdnia — Institut Pasteur,
Paris (Prof. Dr. H.H. Mollaret).

Teste de sensibilidade aos antimicrobiancs foi feito pelo método de difusdo por
discos (3).
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Tabela 1 - Isolamento de Yernsdini{a sp. Tabela 2 — Comportamento das associacdes
segundo o8 periodos de incubagcac empre- meios de enriquecimento-seletivos, de
gados nos meios de enriquecimento. acorde com o pericdo do primo-isolamen—
Simbolos: # = Dias de repique para os  to.

meios seletivos; - = Auseéncia de Y. en-  Simbolos: * = Dias de incubacio; - = Nio
Zenocolitica nos meios seletivos; + =  isolamento de ¥. enferveofifica; ne =
Presenca de VY. enterccolitica em pelo Nio foi feito o enriguecimento; n = Nio
mencs um dos meios seletivos; n = Nio foi feito o plaqueamento

foi realizada a cultura neste meic; MRB
= Meio de Rappaport modificade; OB =

- PBS
Cold Mannitol Broth; PBS = Phosphate  »oot=s o
Buffer Saline isoladas BSA S5 DCA TCES BSA S$ DCA  TCES
4z T n - - - -
7 Holos do el imete 1020 - 3 ‘n - - - -
gl - 1248 - 14 3 3 - - - &
isoladas MFB oM el 184p 4 030 1K 30 01 14w
It W M9 300 G0° Te 149 300 60F 909
1z e e e ne 14 - - n
13 - A A x ) 7 7 14 1414 14 14
oz - - + + + = o= - = Ly - -~ &0 - &0
124p L S S A 80c N ) I T
184 - - + + ¥ - + o+ +
c12 = n n n. n = o+ + o+ +
x -+ * + + =+ + % +
&2C - - - - + - - - % +
s0C -+ + + + o+ + o+ +
Fesuiltados

Dos 265 especimens fecais analisados, foram isoladas quatro amostras (43P, 102P,
124P e 184P) de Yensdinia enferccofoiica oriundas de 157 fezes de pacientes do grupo
reumatico e quatro (C12, 3¢, 62C e 80C) de fezes de 108 pacientes do grupo contro-
le, correspondendo as tawas de incidéncia de 2,54% e 3,70%, respectivamente., Entre-
tanto, quando a estimativa se orienta apenas sobre os sorotipos recorhecidamente
patogénicos  {0:4, 0:5, e 0:6), as frequéncias, calculadas para s grupos, reumiti-
cos, e controle, foram de 1,91 e 0,%2%. .

Na analise da eficiéncia dos meios de enriquecimento, o CMB possibilitou o iscla-
mento de trés amostras no 79 dia e rais trés no 149 dia de incubagio. A solucdo Sa-
lina tamponada permitiu o isclamento de umz amostra no 79 dia 2 trés na 149; renhu-
ma foi isolada a partir do MEB (Tabela 1}.

Quanto a atuagao dos meios seletivos, associados aos meios de enriquecimento (Ta-
bela 2), tomande por base o primo-isolamento, os resultados mais satisfatdrios fo-
rape cbtidos nos binfmios OMB-SS (cam trés isolamentos no 79 dia, wm no 149 e dois
no 309 dia) e MB-DCA {com dois no 7@ dia, dois 149, wm no 309 & um no 609 dia).

Na_caracterizag@o bioquimica (Tabela 3), as particularidades se concentram nas
reagtes positivas que as amostras 3C e 80C apresentaram nas provas da ramnose € Cie-
trato de Simmons. Quanto a definic3o dos hiotipos {Tabela 4), salienta-se que a
amostra C12, VP negativa, n2o possibilitou seu enguadramento relo esquewa de Niléhn
{28), a amostra 80C, lecitinase negativa se caracterizou no biotipo 2 da classifi-
cacgo de Wauters (46). Todavia pela biotipificacdo, elaborada por Bremner {7) e pe-
la analise do Centre National des Versinia, Institut Pasteur, as/duas foram carac—
terizadas cam Y. frederiksenii. A identificagdo soroldgica permitiu o reconheci-
mento dos sorotipos 0:4, 0:5, 0:6 e 0:13, o grupo de reumiticos, enquanto, do con-
trcle, obteve—se um 0:5, dois ndo aglutinaveis e um auto-aglutinavel.

Nos testes de sensibilidade acs antimicrobiamos (Tabela §), além da resisténcia
da amostra 124P 3 tetraciclina e a sensibilidade da 62C & carbenicilina, citam-se
Gs comportamentos heterogéneos frente & sisomicina, cloranfenitol, nitrofurantoina,
fosfomicina, cefoxitina e colistina.
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Identificacao Tabela 3 — Caracteriza—
¢cao bioquimica das oito
amostras de Yersindia
- Sp. isoladas. Provas
realizadas a 29°C

43 107 124p 184P 12 3C 66X 80C
+f=

Glicose/Ecido/Gas
Lactose
Sacarose
Alcnitol
Arabinose
Celobiose
Duleitol
Inositol
Maltose
Manitol
Melibiose
Rafincsa
Rannose
Salicina
Sorbxitol
Treaiose
¥ilose
Malonato

+

I+!¥|++++|Ili+|I++++i++++l||+++1++|+l7
+

|+i+t++++|t11+|1++++1++++1||+++i++r+|T

.

Urease
Hidrélise da Esculina
Redugdo do Nitrato
PG

Lisina Descarbolixase
Arginina Dihidrolase
Ooitina Descarboxilase
Fenilalanina Desaminase
Citrato de Simmons
Enhéo@Hf

KN

1 1a030235C
Mobilidade$ s

Lactose - (Meio O/F) X
F

29°C

37eC

20
W 3%c
Odidase

!l|+i++*+i||l¢i|++++l++++|Il+++!++|+l
l+l+l+l++||+I+lI++++l+++++||+++!++l+l

P

+
+
+
*

+
+
+

+
P+ t+|+l++++lI||+lI++++|++++Iti+++|++i+l?
+

+
1+ + 1+I+1++++1III+1l¢+++l++++tl!+++t++l+|}
’ +

[ l+i+|++++|l+1+l!++++|+++++l|+++|++|+1}
+

P+ o+ i+|+1++++1l||+1|++++I++++||i+++!++l+t?

Finalmente, em relagio aos dados dos individuos portadores de V. enterocoliiica
{Tabela 6),  salienta-se que a faixa etiria mals comprometida fol entre 20 a 30
anos, oo ligeira predominancia &o sexo feminino, e que as ocorréncias clinicas es-
tiveram representadas por velvulopatia reumdtica e poli-artrite, além de lupus eri-
tematoso sistémico e da artrite reumatdide juvenil.

Discunssan

Em geral, a causa primaria da baixa incidéncia de isolamento de Versinia entero-
eolitica na Amdrica Latina, se deve ao discreto conhecimento schye a biologia e
ecologia & microrganismo, aliade a auséncia de estudos sistematicos e de wra meto—
dologia de isolamento adequada. Por isso, fol utilizado na presente investigagao,
s serie de meios de cultura, gue possibilitaram a analise criteriosa sobre os
seus comportamentos, assim camo, o reconhecimento de 8 amostras (3,01%) em 265 por-
tadores himanos. Por ocutro lado, o resultado revelou que a presenca da bactéria, en
nosso meic, nao deve ser considerada como fato tio inusitado, pois, além dos casos
j& notificados fortuitamente, assinala-se que Ferreira & col. (12) evidenciaram em
fezes de 400 criancas cam diarréia, 1,2% de portadores. ’ '
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Tabela 4 - Caracterizagio das amos- - Biotips
tras de Yersinia enterocolifica e islades  SEOtipo Lisotipo
V. grederniksenii isoladas,em soro-

e
. . . . - H3 1
tipo, lisotipo e biotipo. ‘3; 0; xx: : : :: s
Simbolos: A = Auto-aglutinavel; NB 0 o
= s e aoi - = 1240 0:4 %o 1 1 7 1
= Nao biotipificavel; NAG = Nao
- - . 1840 0:13 %o 1 1 13 1
aglutinavel pelos soros 0:1 e 0:34;
Y.f. = VYewsinia frederibsenid; Ip = o12 A xz ) 1 w1
Identificagao feita pelo Centro de x W Xz 1 1 CYE. Y.
Referencia para Yersinia, Instituto 62c :5 Xz 1 1 n 1
Pasteur 8oc oG Xo 1 2 Y.E. Y.f.

A0 campararmos O percentual de isolamento nos dois grupos estudados, temos wma
incidéncia maior no grupo nic reumdtico (4 amostras (3,70%) em 108 espécimens) em
relacdo aos pacientes reumdticos (4 amostras (2,543%) em 157 espécimens). Este fato
implicaria na suposicdo de que a V. entervcolfitica ndo estaria diretamente envolvi-
da oomo agente de certos processos reumaticos, como advogam os autores escandinavos
{1, 15, 18, 19). Todavia, verifica-se que os sorotipos mais incidentes em processos
patoldgicos, predominam nos individuos com alteragdes reumaticas (1,91%), em con-
traposicdo a 0,92%, no grupo ocontrole. Dentro deste contexto, assinala-se as chser—
vagdes de Tama & col. (38), que caracterizam também o sorotipo 0:13 como patogéni-—
co, o que da enfase aos resultados cbtidos para o grupo de pacientes reumaticos.

Outro aspecto controvertido, se encontra na metodologia de isolamento, preconiza-
das por diferentes autores (6, 8, 10, 26, 27, 30 e 42), que aliada a caréncia de
estudos scbre o assunto an nosso meio, nos levou a fazer um esquenma, de isolamento
camplexo.

Na andlise dos meios de enriguecimento (Tabela 1), destaca-se o meio CMB, princi-
palmente, quantc as estirpes oriundas de pacientes reumiticos. Mo total, sete amos-—
tras foram isoladas & partir do (MB, das quais, seis no periodo de 7 a 14 dias de
incubagio. O PBS permitin, predaminantemente, o reconhecimento das amostras do gru—
po controle, proporcicnandc o crescimento de seis, entre 30 a 60 dias a 4°C. A au-
séncia de igolamento no MRB, estaria relacionada, sequndo Wauters (42), ao fato que
o meio & mais especifico no enriquecimento dos sorotipos 0:3 e 0:9. Este fato, coa—
duna-se oam Van Noyen & ool. (39, 40), que relataram um aumento no percentizal de
isolamento de outros sorotipos, quando da utilizagdc MRB X PBS. Ainda, Paterson &
Cock (26), muito antes do advento de novas formulas, enfatizaram que o processe de
crio-enriguecimento em meios pobres do ponto de vista nutricional, propicia melhores
resultados para os menbros do género Yersinia. .

Em relacac ao comportamento das associagdes de meios de enriquecimento e seleti-
vos  (Tabela 2}, cbserva-se que o BSA propiciou o isolamento de quatro amostras’ das
fezes do grupo controle, enriquecidas em PBS. No entanto, favoreceu também, o cres—
cimento de cutras enterchactérias (E. coli, Enterchacten sp.), dificultando a dife—
renciagao das col@nias.

0 Agar TC8S modificado possibilitou uma nitida diferenciacio das colénias de Yer-
sinda enterocolitica em confronto com as de.Pseudomonas sp. e Profeus sp. (sacarose
negativas), e restringiu o crescimento ds E. cofd, Kfebsiellfa sp. e Enfonobdoten
p. :

Baseando-se no tempo de incubag@o necessario para o isolamento de sorobipos en-
wlvidos em processos patoldgicos, chserva-se que a associagio (MB-SS modificado,
foi discretamente mais eficiente que a QMB-DCA.

No processo de biotipificacdo (Tabelas 3 e 4), observa-se duas amostras do  grupo
Yensinia entergeolitica "like", caracterizadas camo Yersinia §rederiksenii, sequndo
a classificagio proposta por Bremner (7) e no parecer do Centyo de Referdncia para
Yersinia, Instituto Pasteur, Pelo critéric de Niléhn (25) ambas ficam no biotipo 1
e no esquema de Wauters (41), a amostra 80C classificou~se como biotipo 2.
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Tabela 3 - Antibiograma das amostras de Yetsinia sp. iso-—

ladas.
Simbolos: S = Senslivel; MS = Moderadamente sensivel; R =
Resistente

Padrao de sensidbilidade das amostras
Antaniczobiano

43p 1037  124P 184P Ci2 3C 62 8CC

Aeido Nalidixico s, s s 5 35 s s s
Amicacina s s S s s S 5 &
bmpicilina R R R R R R R S
Carbenicilina R R R R 24 R M5 R
Cefalotina R R R R R R R R
Cefoxitina R Ms5 M3 MS s R R 8
Cloranfenicol 5 s s 3 HMS S 5 s
Colistina s s 5 s 5 5 s R
Estreptcmicina S S S s S s s s
Fosfonicina s R S s 8 s 5 5
Gentamicina s S8 s s S s S g
Kanamicina s 5 <] |3 g s s s
Necmicina 5 s 3 5 s oS 3 s
Nitrofurantoina S 5 s S s S M 8
Novchiccina R R R 4 R R R R
Rifampicina R R R R R R R R
Sisomicina R R s 3 R s s S
Sul fametoxi—trimetropim 3 3 5 s 5 5 5 ]
Sul fonamidas R R R R R h:3 R R
Tetraciclina S s R MS S MS S MS
Tohramicina 5 s S S b1 s s S
Vancawicing R R R R R - R R B

Na biotipificagac apresentada por Bremmer (7) e posteriormente, por Bercovier &
col. (4), as variedades sac caracterizadas camo V. {ntemmedia, VY. gredenikseniie
Y. haistensenid , dando uma prospecgao a epidemiologia, com relacao ao papel destas
novas espécies na patologiz humana, cue até o romento & controvertido. Assim, Kane-
ko & ool. {16) enfatizaram a importd3ncia pratica da biotipificacao, que distingue
ag amostras patogénicas dagquelas que se limitam a atuwar na natureza. .

A.Y. grederihsenid foi isolada de dois individuos do grupo controle (Tabela 6),
condicac pela qual o microrganismo poderia ser um eventual constituinte da micro-
biota entérica. .

05 sorctipos encontrados {Tabela 4) relacionam—se com oS da América do Norte (2,
7}, contrapondo-se aos eurcpeus, ande predominam, acentuadamente, os sorotipos 0:3
e 0:9 {35). No rosso meio j& foi relatada a ocorréncia dos sorotipos 0:3 (13, 14,
28) e 0:5 {11, 36}, mas sem mengdo acs tipos sorologicos O:4 e 0:13, indicando que
a variagao do ecossistema analisado, implicaria na variagdo de frequéncia dos di-
versos sorotipos.

Tabela 6 - Dados gerais e especificos dos

individuos com coproculturas positivas. ¥ Sorotipo (me— Seseo Pragnistico
- . ini
Simbolos: * = Paciente faleceu. anos) clfnico _
432+ 1 23 F Valvulcpatia yermitica
W@ o5 53 M Pell-artrite
124p Q:d 30 F Lupus exitematoso
sistémico
WE o3 ¥ Artrite rewatSide
Jovendd
12 A £ M Nomal
x o 72 F  Disbetes
g2z *5 %2 F  Hipertensio
s0c WG 29 F  Pré-matal
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Nos antibiogramas (Tabela 5) alerta-se a sensibilidade moderada a carbenicilina,
cbservada na amostra 62C, sugerindo que o meio MRB, provavelmente, nac seria ade-
quado. Corrchorando este fato, verifica-se pelo Projeto CCBA  {29), que nas duas
amostras de Y. enterccolitica snalisadas, uma & sensivel 3 carbenicilina, assim co-
e, Stuepf & col. (34) relatam a sensibilidade ao antimicrobianc de duas culturas,
provenientes de criancas com diarreia.

E interessante salientar a presenca V. enferccoldifica em pacientes com valvulopa—
tia reumatica e poliartrite {Tabela §), considerados sinais cardinais "major" da
febre reumadtica e, que sequndo, Laitinen, lerisalo & Allander (18) & indiferencia-
vel da artrite por Y. enterocofifica. Assim, adnite-se que o diagnoOstico laborato-
rial conclusivo de febre reumatica, sO deveria ser efetivado apds a exclusdo da in-
feccdo por V. enterccelitica.
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Resumo

Foram submetidas aos testes de coagulase e termonuclease,
345 cepas de Sitaphyfococcus sp. isoladas de amostras de lei-
te '"in natura", com ¢ objetivo de verificar a relagzo exis-—
tente entre ambos os testes na identificacac de cepas de
Staphylococous aurewd. A elevada concordancia (87,5%) e a
diferenca nio significativa (X?= 20,025%5%) dos resultados
obtidos, sugerem a possibilidade de utlllzagﬁo tanto do tes-
te de termonuclease come da coagulase na identificagio do
Staphylococcus aureus.

Summary

Comparative study between ithe ceagufase and thenmonuclease.
fests in the identification of S. awreus

Were submitted to the coagulase and thermonuclease tests,
345 strains of Staphylococcus sp. isolated from samples of
milk "in nature®, with the aim of wverify the relation
between both tests, in the identification of strains of S,
awreuws. The high concordance (87,5%) and the no significant
difference (X2=0,025%%) of the results obtained suggest the
possibility of the wutilization of both of them, the
coagulase or the  thermonuclease  tests, for  the
identification of strains of Siaphyfococeus awieus.

Introducan

A pesquisa da produgdo de coagulase & tida com a prova de  referdncia

269

mas_s

comumente utilizada para a dlferencmgao entre o Staphyfococcus aureus e outros mi—
crorgam.sms pertencentes 2 familia Micrococaceae (2}, Todavn.a, apds o isolamento
das col@nias a serem identificadas, ha necessidade de um pericdo de tetpo de 24 ho-
ras para a execucdo dessa pesquisa (4), fato esse que tem determinado a reallzagao
de algamas investigacOes com o intuito de desenvolver métodos alternativos mais rie-

pidos.

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 16{4):269-271, Out./dez, 1985.
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As primeiras pesquisas realizadas com este objetivo sdo afribuidas a Lachica &
col. {4), que estudaram a relagas existente entre a produgdo de cocagqulase, lisozi-
ma, fosfatase, lipase, hemolisina e temmonuclease. A elevada concordancia  (92,15%)
verificada entre a producdo de coagulase e a presenca de termonuclease (desoxirro-
bonuclease termoestavel), motivou a Lachica & col. (5) adaptarem um teste simples e
rapido, que permitia a Getecgao da presenca de temmornuclease, atraves da utilizacao
do Agar azul Ge toluidina-TNA, Esta técnica € muito mais especifica que o teste
-convencional da DiAse, uwma vez que as nucleases produzidas pelo Staphgloceccus epi-
deamidis e Michococcus sp., s3o inativadas pelo tratamento té&rmico. 7 .

Assim sendo, de acordo com estes autores, a estabilidade térmica das rnucleases
produzidas pelos microrganismos pertencentes 3 familis humococageaa, & exclusiva
da mclease produzida pelo Staphylococcus awieus. Por meic desta técnica, Barry &
col. (2) wverificaram que a concordancia entre o teste da coagulase e da termonu-
clease foi da ordem de 99,9%.

Tendo en vista o exposto e considerando-se as poucas informagtes disponiveis so-
re o comportamento do teste da termonuclease na diferenciacdc entre o Stavhyfocoe-
cus  aureus € outros microrganismos pertencentes d familis Micrococaceae, reali-
zZou-se O presente trabalho com o objetive de verificar a relacao existente entre os
testes de coagulase e termonuclease, frente a cepas de Sfaphyloccceous sp.  isoladas
de amostras de leite "in natura”.

Material e Matodos

Foram submetidas aos testes da coagulase (1) e termonuclease {5}, 345 cepas de
Siaphyfococcus sp. isoladas de amostras de leite "in natura", procedentes de vacas
reagentes g0 California Mastitis Tests (6}, e do leite do conjunto dos rebanhos
produtores de leite tipo B, na regido de RibeirZo Preto, Estado de $3o Paulo.

Isolamento e identificacao de cepas de Staphylococeus sp. - Para o isolamento das
cepas pertencentes ao género Staphylococcus foi utilizado o Agar Baird-Paker
{Merck) . As amostras de leire foram semeadas neste meio de acordo com a técnica re—
camendada por Demeter (3}, Apds a incubacdo a 379C por 24-48 horas, havendo o cres—
cirento de coldnias com coloragZo negra, lustrosas, circundadas ou ndo por um  halo
de transparéncia, 5 delas foram submetidas 3 verificacioc microscdpica em esfregagos
corados pelo metodo de Gram. Assim, foram classificadas coms pertencentes ao género

%taphyﬁocoacw.\, as coldnias que se revelaram como COCOS Gram-positivos em cachos
1.

Teste da coagufase - As cepas de Staphylfococeus sp. foram semeadas em caldo de  im—
fusdo de cerebro e coragio (BHI-Difco) e incubadas a 379C por 24 horas. Apds ©
crescimento, juntava-se em um tubo de ensaio (10 x 70mm) , 0,3ml desta cultura a
0,5ml de plasma de coelho citratado (diluido a 1:5 em solugdo fisioldgica). Incuba-—
va-se a 37°C e realizava-se as leituras apos 1, 2, 3, e 24 horas; o resultado foi
considerado positivo quando ocorria a coagulagio do plasma (1).

Teste da tenmonuclease - O restante da cultura de Sfaphyfococcus em caldo de  infu—
sdo de cerebro e coracBo foi submetido ac tratamento térmico em banho-fervente a
1000C durante 15 minutos. Em seguida, utilizendo-se pipetas de Pasteur, preen—
chiam-se com essas culturas, os orificios com didmetro de aproximadamente Jmn exis-—
tentes no Agar Azul de Tolujdina-DNA. Apds incubac3o em camara Gmida a 37°C por 4
horas, efetuava-se a leitura; o resultado foi considerado positivo quando ocorria a
presenca de un halo roseo em torno do orificio (5).

Simultaneamente & execucdo dos testes da coagulase e termonuclease das cepas  em
estudo, foram realizadas provas controle, empregando-se culturas padroes de S. ai-
reus e de 8. epldenmidis (1),



Tabela 1 — Comparacao dos resultados ob-

tidos pelas provas da coagulase e da ter- Coagulase Termomxclease

monuclease frente a cepas de Sfaphyfococ-  Leiturs 09 positive Megativa Concorddncia

ous sp. isoladas de leite '"in natura'. ]

Simbolos: X2 = 0,025{(¥.5.); G.L. = 1 Fositiva 221 199 22 87.5%
Negativa 124 2% . 103 ’

Resultados

Das 345 cepas de Staphyfococeus sp. testadas, 221 (64,1%) foram consideradas como
S. aureus pelo teste da coagulase e 220 (63,8%) pelo teste da termonuclease.

A comparacdo dos resultados, obtidos pelos testes da coagulase e termonuclease,
mostra que © percentual de concordancia estabelecido para ambos os testes foi de
87,5% (Tabela 1). A aplicag@o do teste Qui-Quadrado (xz = 3{fo-fe) 2) acs dados desta

fe
Tabela nao revelou diferenca estatisticaments significativa ac nivel de rejeigio de
5%.

Discussao e Conclushes

a concordanica (87,5%) verificada entre os testes da ccagulase e da termonuclease
foi inferior as citadas em literatura, a saber: 92,15% {4) e 99,9% {2). A elevada
concorddncia entre o teste da coagulase e termonuclease, possibilita a utilizagae
deste ltime na rotina de identificagac de S. awrewsd, principalmente se levadas eam
consideragio a facilidade de execugdo e a rapidez da leitura {2, 4).

0 Indice de concordancia (87,5%), verificado neste trabalho, ber camo a diferenga
nzo significativa entre os resultados obtidos por ambos os testes, sugerem a posSsi-
bilidade da utilizacao de qualquer dos testes na rotina de identificacao de cepas
de S. aureus,
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Resum

0 meic 7Hqg adicionado de scro fetal bovino (20%) e glicose
(0,2%) apresentou os mesmos resultados que ¢ meio comercial,
contendo o aditivo constituido de oleato de sodio, albumina,

glicose e catalase, ne cultivo de amostras representativas
do complexe M. Zubercufosis. '

Sumary

Bvaluation of the effectiveness of the THyy med‘a':whm :
containing fetal bovine serum and dextrose on supponting the
growth of the M. fubercufosdis complex sfaains

Agar base 7Hip medium containing either 20%Z fetal bovine
serum and 0,27 dextrose or commercial aditive containing
oleic acid, albumin, catalase and dextrose gave similar
results on supporting the growth of the M. fubercufosis
complex strains.

Os meios de cultura utilizados no isolamento do bacilo da tuberculose, a partir
de espécimes clinicos ou cont@m ovo ou contém Agar. Os mais cammente empregados
s30 0 Loewenstein-Jensen e o THyg, respectivamente (3). Evbora a sensibilidade dos
dois ndo seja diferente, o meioc contendo dgar & transparente, permite a visualiza-
gao mais precoce das coldnias (10-74 dias) e a identificacdo preliminar de M. fu-
berculosis e outras micobactérias através da morfologia colonial (4). Entretanto, o
seu custo & proibitive em paises em desenvolvimento coamo o Brasil, em fun¢ao, so-
bretudo, da presenga de allwmina bovina na sua formula (1). .

Hu razao da frequente necessidade do emprego do meio 7H{(p em investigacbes cien—
tificas, foi avalisda a possibilidade de substituir o aditivo comercial, contendo
albuminza e cutras substincias, por soro fetal bovino.

Diluigdes decimais sucessivas de suspensdes de cinco amostras do complexo M, tu-
berculosis (H37Rv, M. bouis, BOG e trés amostras de bacilo de tuberculose, recente—
mente isoladas) foram semeadas en triplicata em tubos contendo: a) base do &gar
7H10 adicionada de soro fetal bovino (20m! para cada 180ml de base comercial rehi—
dratada), glicose e catalase nas concentragOes usuais; b) base do dgar 7dqp adicio-
nada de soro fetal bovino e glicose; c) meic de 7H{g comercial (Difco Leboratories,
bPetroit, Michigan, USA}, com o aditivo contendo albumina, oleato de s&dio, glicose
e catalase ("Cleic acid, albumin, dextrose & catalase - OQADC"); e, d) ILoewens—

Os tubos foram incubados a 37°C e as leituras realizadas apds 25 e 36 dias de in—
cubagdo no primeiro e sequrdo experimento, respectivamente pela determinacio do ni-
mero de viaveis. :

Rev. Microbiol., S$&o Paulo, 16{4):272.274, Out,/Dez. 1985,
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Figura 1 - Correlacao entre contagem de viaveis realizadas no meio 1 (Middle-
brook 7H;p com aditivo comercial) e meio 3 (base 7Hjg adicionado de soro e
glicose)
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Os resultados dos meios contendo soro bovino, com ou sem catalase, estio reprodu-
zidos nas Tabelas 1 (leitura de 25 dias) e 2 (leitura de 36 dias), eguivalendo-se
a0 meio comercial em ambas as leituras. 2o analisarmos por regressao linear os re-
sultados obtidos nos meios 1 e 3 obtivemos um coeficiente de correlagdo {r2) igual
a 0,81 em ambas as experiéncias, ev:Ldencz.ando—se a euivaléncia entre 08 Kelios tes-
tados (Figura 1).

A utilizagdo de meios a base de Agar & recomerdada nfo 80 no diagndstico labora-
torial da tuberculose e micobacterioses, mas também na realizacgao de estudos de
rorfologia colonial, testes de sensibilidade & quimioterdpicos e em varios testes
bac‘oeriolégicos com vistas a ldentlflcac;ao das especies do género Mycobacterium
(2} . Em sintese, um meio oo o 7H1D € inprescindivel @0 bom funcionamento de wm
laboratoric de micobactericlogia. E importante assinalar que embora essencialmente
todos os meiocs de cultura gpresentem maior sensibilidade e fornecam colonias maic—
res quandd incubadas em atmosfera de gas carbdnico (5-10%), os meios a base de &gar
s30 ainda mais favorecidos por esta atmosfera. No entanto, a exposicdo 3 luz solar
ou a estocagem em refrigerador por mais que quatro semanas podem resultar na sua
detericracao e liberacao de formaldeido, que pode matar ou inibir as micobactérias,

Tabela 1 - Contagem de viavels de o7 T contagen de viiveis ros weios &% ol

amostras do complexo M. Fuberculosis Prostra 2 » - 8
apos 25 dias de }ncubagao: ) p— = Py = 6.9
Simbolos: a = Melo 1 ({meio Middle— .

! H. bovis 6,65 6,58 €,81 6.69
brook 7H20 + Q0ADC); b = Meio 2 (Base oo 638 634 . 64 6 51
- L3 - r r r -’
7&1014- sc})ro fetal bovu;o + glicose + e 1 6.2 6.23 6.3 6.53
catalase ¢ = Meio (Base 7Hqg + amostra 216 €.19 5.43 6.23 6,47
soro tetal hovino + glicose); d = Amcstra 1562 5,99 6,26 6,32 5,45

Meio & (Loewensteir-Jensen); e = Tu-
bos contaminados
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Tabela 2 - Contagem de viaveis do

complexe M. JZuberculcsis apos 26 Tog da contagem de vidvets nos meios e culbwra
dias de incubacio. prosta e 2 o &
SImbOlOS: a = Meio 1 (meio Middle- TR 6,49 6,6 6,69 6,44
brook 7Hip + QADC); b = Meic 2 (Base . bovis 6,54 6,52 6,62 6,17
JH1p + soro fetal bovino + glicose + e 6,42 6,78 6,92 6,41
catalase); c¢ = Meio 3 (Base 7HIQ + Amostza 71 6,6 6,4 6,4 §,45
soro fetal bovino + glicose); d = Amostra 216 6,57 5,3 6,41 6,38
Meio 4 (Loewenstein-Jensen) mpstra 1562 6,08 5,81 5,81 6,04 -
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Fegumo

Pesquisa de ilmunocomplexcs circulantes foi realizada em 15
paclentes com menlngOcoccemla apresentando complicagoes
alérgicas, empregando o metodo de prec1p1tagao com polletx—
lenoglicol. 0s resultados foram expresscs pela comparagao
das densidades apticas (D0) dos eluatos e caracterizacao do
antigeno pollssacarldlco nos imunocomplexos. Os pacientes
analisados com meningococcemia apresentaram densidades opti-
cas aumentadas (0,570 a 0,257), guando comparadas aquela ob-
tida em 33 soros controles (0, 108) provenientes de doadores
de Bancc de Sangue. Foi possivel em 12 casos a recuperagao
do antigeno pollssacarldlco da N. meninthLdbé destes com-
piexos arravés da dissociacgao acida e identificacao pela
reagao de inibicao de hemaglutinagac.

Sumary

Reseanch of eincubating Aimmune compfex in patients wiln
meningococcenia

Circulating immune complex were investigated in 15 patients
with wmemingococcemia with allergic complications, using
polyethilene glycol precipitation test. The results were
reported comparing optical density measurement of eluate and
characterizing polyssaccharide antigen of immune complexes.
The patients with meningococcemnia presented optical density
higher (0.570 to 0.257) when compared with optical density
(0.108) obtained from 33 control sera from Blood Banks
domnors. With relation to the polysacchariée antigen of N.
meningitidis we could recovered in 12 cases from complexes
by acid dissociation and characterized by hemagglutxnatlon
inhibition test.
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Introducao

Nelsseria meningdtidis tem sido encontrada em amostra de sanque e em bifpsia de
pele de pacientes com reningococcemia. Na meningococcemia as lesdes cutdneas surgem
rapidamente, as vezes horas apds a instalacdo do processo infeccioso, caracterizado
por febre alta, calafrios, mizlgias, dores abdominais, mal-estar, artralgias, nau-
seas, vamitos e cefalsa (1).

As manifestacdes cutdneas que surgem, variam em nimero e tamanho conforme a gra—
vidade do caso. Desta fomma, o exantema pode ser maculo-papular, petequial ou pur—

- plrico, com lesdo de contormno irreqular, coloragio vinhosa rodendn  predominar nas
extremidades dos membros e parte superior das coxas (7, 8). As petdquias e plwpuras
indicam comprometimento vascular, e casos mais graves podem levar a cbstrugio de
artérias de maior calibre resultandoc em necrose. Histologicamente, o local da leszo
da pele & caracterizado pela presenca de fibrina com formacio de trombos leucociti
rios e plaquetarios no interior de pequenocs vasos, com formagio de edema e hemorra-
gia por extravasamento do plasma e hemicias, com densa infiltracdo vascular e peri-
vascular de neutrSfilos (11). Estas lesdes sdo histologicamente indistinguiveis da
reacac Shwartzman, que pode ser produzida experimentalmente pela endo toxina menin-
gococcica (12}, - .

Clinicamente, a doenga meningocdecica & classificada em meningococcemia, quardo
surgem lesdes cutdneas, enguanto a meningite meningocdccica, relaciona-se aos casos
com  quadre clinico e laboratorial de meningite sem lesdo de pele. As duas formas
podem vir associadas, sendo que a meningococcemia pode construir-se no quadro domi-
nante ou preceder a meningite (1).

Gremwood & col. {5, 6) realizarvam estudos em pacientes com meningococcemia,  que
desenvolveram artrites ou lesOes cut@neas, e evidenciaram antigeno menigocéccico,
em bidpsias de pele examinadas. Estes achados sugerem que artrites e lesdes cut3~
neas na meningococcemiaz sfo devidas a formacao de complexe imme. Posteriormente,
Dawis & col. {¢) demonstraram imumocomplexos em soro e fluido sinovial em um  tnico
paciente com doenca meningoctccica através de radioimmoensaio {Clg marcado) e pre-
cipitagao com polietileno glicol.

Nosso trabaiho teve por finalidade pesguisar em 15 pacientes apresentando lesdes
de pele, maculo-papulares, petequiais e purpiricas caracteristicas da meningococce—
mia, a presenca de imnocomplexos circulantes e tentar caracterizar a presenca do
antIgeno N. mendingitidis,

Material e M&todos

As anostras de liguido cefalorraquidianc {ICR) e de soro de quinze pacientes in~
ternados no Hospital Emilio Ribas colecionadas durante a epidemia de meningite me-
ningococcica em 1974, com diagndstico clinico de meningococcamia, foram sukwetidas
ans sequintes testes: :

Imunoeletrofonese cwzada em acetato de cefulose - A pesquisa direta de antigenos
polissacaridicos A e C o ICR e no soro foi efetuada através da reacio de immoele—
troforese cruzada (9) wutilizando soro especifico anti-Neisseria meningitidis dos
Grupcs A'e C {13). A sensibilidade desta reacio foi determinada, testando-se dife-
rentes concentracdes dos polissacirides A {Meningococcus Group A - Vaccine — Inst
Meriewx, Iyon, France) e C'{Meningococcus Group C — Vaccine — Merck, Sharp & Dobe
me), frente aocs soros especificos.

Reacao de hemagfutinacdo passiva - Foi realizada nos soros utilizando-se. a técnica
descrita por Takeda & col. (14). As concentracdes de polissacaridecs A e C utiliza—
das foram de 0,58ug/ml e 1,0ug/ml respectivamente (10).

Preciplacap polietileno glicof - Os immocomplexos circulantes investigados poxr
precipitacdo do soro cam polietileno glicol (PEG - Peso Molecular 6.000) Ge acordo
com o método de Creighton & col. (3), com o tempo de precipitacao de 18 horas 3
4°C, cbtendo-se oncentragdo final PES de 3%. A amostra foi centrifugada por 30
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min, a 20.000g e o precipitado foi dissolvido em hidroxido de sddic (NaCH) 0,1N en
igual wvolume ac do soro ampregade inicialmente. A densidade Sptica foi determinada
por leitura a 280mm em espectrofotimetro (Spectronic 600 + Bauch & Lomb).

Deteecds do antigene polissacaridico no imunccomplexo - Para uma parte do soro e
ICR utilizou-se duas partes PEG a 3%. O precipitado resultante foi lavade trés ve-
zes com PEG 3%, e dialisado contra dgua destilada. Subsequentemente, o precipitado
fol disscciado cam igual volume do soro com tampdc giicina O, 1™ pH 2,8 e agitado
contimiamente por 30 minutos, A solugdo foi dialisada contra tampao salina borato
pH 8,0 por 24 horas. Foi feita em sequida precipitacio com sulfato de amfnia a 33%
e posterior, centrifugagdo a 2000g por 30 minutos. O scbrenadante foi retirado e
dialisado em solugao fisiologica 0,85% e concentrado em Lyfogel (Celman Instrament
Company, Ann Arbor Michigan), a um terco de seu volume. Realizou-se a pesguisa de
antigenc neste sohrenadante, através da técnica de inibic@io de hemaglutinacao (2},
utilizando-se os polissacaridecs A e C, cone controle da reacdc nas concentracdes
de 0,58ug/ml e 1,0ug/ml respectivamente.

Resuliados

Em principio salienta-se que a sensibilidade da reacao de imunoeletroforese foi
de 0,00125ug/ml para o polissacarideo C e 0,003pg/m1 con o polissacaridec A,

En todos os pacientes com dlagnéstlco clinico de meningococcemia fol detectado
somente, a presenca de antigenc polissacarideoc A tanto no L.C.R. como mo soro, ol
somente num dos especimens. Estes resultados poss:Lb:L},J.taram dividir os pacientes em
trés grupos. I - Referindo-se dqueles que spresentaram antigencs tanto no soro como
no L.C.R,; II - Quatro pacientes no qual o antigeno fol caracterizado somente no
soro, e III - Sete que revelaram antigeno apenas ro L.C.R. (Tabela 1).

Observa-se que ros 15 pacientes ciinicamente comprovados camo portadores de me-
ningococcemia, foi possivel evidenciar o antigeno na circulagac en oito casos
(53,3%) enguanto que nos outros sete pacientes {46,6%) este acontecimento se posi-
Hwvou apenas no L.C.R.

#m nenhum dos casos analisados foi revelada a presenca de anticorpos antipolissa-—
caridico A ou C através da reagdo de hemaglutinacdo passiva.

A média das densidades Gpticas nos soros dos pacientes do Grupo I fol de 0,570,
no Grupo II foi de 0,572 e nagueles pacientes onde o antigeno s0 foi detectad no
ligquor - Grupe ITI, a densidade é&ptica fol de 0,257 enquanto, que no grupe controle
foi de 0,108 (Takela 2).

Quanto & recuperagac do antigeno polissacaridico N. meningitidis do Grupoe A foi
de 100% no Grupo I, 50% no Grupo JI e 86% no Grupo III.

Discussao _
Tabela 2 - Correlacdo das medidas
(D.0) dos imunocomplexos eluidos e a
Tabela 1 — Distribuicac dos recuperag¢ao do antigeno polissacari-
pacientes de acordo com a pre— dico A de N. meninglifidis (grupc A)
senca de antigeno polissacari- em cada um dos 3 grupos analisados
dico de N. meningitidis A no
sore e no iiguor por imunoele- .
troforese cruzada Grugos 0. Antigeno Total de
polissacaridico  casos
E 0,57¢ 4 4
@ we antigenc Iz 0,572 2 4
pacientes polissacarjidico I 0,257 & 7
I 4 Soro e L.CLR, Caontroles
II 4 Saro banco de 0,108 - 33

Iz 7 LCR sangue
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A pesguisa de imunccamplexos circulantes empregando a técnica de precipitagdo por
polietilenc glicol mostrou ser téonica de facil execugdo podendo ser empregada em
nosso melo, comd triagem em patologias assocladas a immocarplexos. Neste trabatho,
em 13 pacientes clinicamente diagnosticados como casos de meningecoccemia, em 12
casos fol possivel recuperar o antigeno especifico de A, meningitidis CGrupo A,
através de precipitacdo do imunocamplexo, utilizando polietilenc glicol sequido de
dissociagao &cida. A determinacdo quantitativa dos irmunocomplexos precipitados por
polietileno glicol e a densidade Optica dutida de seu produto dissociado nem sempre
sdc conclusivas, uma vez que proteinas de alto peso molecular, como agregadados de
IgG, poderiam ser fator para falsos positivos. '

Nos casos onde ndo fol possivel recuperar o antigeno polissacaridico, poderia ser
explicado camc uma possivel formagdc de imunocamplexos, representados por ocutros
deteminantes antigénicos nao detectados pela inibicdc de hemaglutinacio, cbhtidas
através de produtos de lise bacteriana, como, por exemplo, complexos prcteicos da
parede celular interna e/ou externa.

Bor cutro lado, nfo fica excluida a hipGtese de que essas lesdes sejam devidas a
endotoxinas, ou seja, lipopolissacarideos da N. meningifidis responsiveis pela coa-
gulagdo vascular, t3o caracteristica da meningococcenia fulminante.
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Reswmo

No periodo de 1983 2 1984 foram encontrades mo foco pestoso
da Serra dos Orgaos (Rio de Janeiro, Brasil) 6 roedores com
titules de anticorpos hemaglutinantes contra a fracde anti-
génica 1A da Yersinda pestis, z1/16. A pesquisa do bacile
nos roedores e pulicideos desse foco &€ recomendavel.

Summary

Detection of plague activity in the focus of the “"Serrwa do
Ongaos” (Rio de Janeino, Brasif) by senological examination
of nodents duning the period from 1983 fo 1984

Throughout the period of 1983 to 1984, 6 rodents originated
from the focus of the "Serra dos Orgacs" (Rio de Janeiro,
Brasil) have had serum haemagglutinating antibody titres to
Vernsinia pestis fraction 1A antigen 2 1/16. The authors
recommend that Yersinia pesfis isolation f£rom rodents and
fleas should be carried out in the focus.

O foco de peste da Serra dos Orgaos abrange parte dos Mmicipios de Teresdpolis e
Nova Friburgo no Estado do Rio de Janeiro. Sua importincia decorre principaimente
da proximidade de grandes cidades e localizacdo numa drea de turismo e Jager em
crescente desenvolvimento, além de intensa transformacdo ecoldgica, onde a floresta
vem sendo substituida pelas plantagdes, que s3o rapidamente colonizadas pelos roe-—
dores. Embora se presuna que a infeccao pestosa tenha atingido esta regido desde o
inicio do século, 56 apds a criagiic d Servico Nacional de Paste, que passoz a 4O~
omentar todos 0s casos dessa doenca no Pals, se tem o registro exato de sua inci-
déncia. De 1938 a 1967 ocorreram 5 surtos humanos de peste nessa &rea a  intervalos
de 3 a 11 anos, tendo sido registrado 33 casos nos Mumicipios de Miguel Pereira,
TeresGpolis e Nova Friburgo (Coura, J.R. & col., Rev. Soc. Bras. Med.
Trop.,5:293-310, 1967) ., Desde entdo, nenhuma atividade pestosa foi constatada nesse
foco, até 1971, quando foi realizado um inquérito soroldgico nos roedores do Mumni-
cipic de Teresdpolis, pelo Departamento de Medicina Tropical da Universidade do Rio
de Janeiro, em colaboragdo oom "Plague Branch" &0 "Center for Disease Control®
{(CDC}  em Fort Collins, mo Colorado {USA). O exame de soros de 556 roedores, resul-
tou no encontro de anticorpos antipestosos especificos, em 1 Akodon arvicufoides, 2
Akodon (Thaptomysi nighita, 1 Ratfus ratius akexandninus, 2 Ratius ratius {rugivo-
aus, 4 Onyzomys eliwws e 1 Ougmyetenus quasier (Barnes, AM. & Hudson, B.W,.-Rela-
torio, OPAS/OMS, 1973).
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No pericdo de 1983 a 1984, no Laboratirio de Peste do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhaes/Fiocruz, Recife, Pernambuce foram examinados soros de 1855 roedores e 8
pequenos marsupiais, cbtidos durante as atividades de vigilincia da Campanha Contra
a Peste, ampreendida pela Superintendéncia de Campanhas do Ministério da Satde (st—
CaM) nos Municipios de Teresdpolis e Nova Friburgo. Utilizando a mesma técnica  eme
pregada no Laboratdrio do CDC (WHO, 444:23-25, 1970), inclusive a fracdo antigénica
preparada naguele laboratdrio (Baker, E.E. & ool. J. Tmmunol. , 68:131-145, 1952),
foram encontrados anticorpos hemaglutinantes contra a fragio antigénica parificada
1A, especifica da Yensinia pestis, em 6 roedores. Os exames dos sores de um doen-
te suspeito de peste do Municipio de Sumidouro e de 4 de Nova Friburgo, realizados
no anv de 1984, resultaram negativos para a peste. A Tabela 1, mostra a distribui~
¢d0, por espécie, do nimero de animais examinados sorologicamente e a origem dos
Que resultaram positivos. O encontro de anticorpos antipestosos especificos, ros
roedores, leva-nos, a admitir que a infeccdo persiste neste foco e que a possibili-
dade de eclosdo de outres surtos humanos da doenca, continua a existir, Recomen-—
da-se portanto, o prosseguimento das atividades de vigilincia e a realizagdo da
pesquisa bacterioldgica da Yersinia pestis, na regido, pois Cavanaugh, D.C. & col.
(Bull. wid. Hlth., Org., 42:451-4539, 1970) mostram evidéncia de que sempre gue sSao
detectados anticorpos antipestosos nos roedores de uma &rea, © encontro d bacilo
entre estes animais e suas pulgas, tambén & possivel; em contrapartida, nos locais
onde a pesquisa soroldgica resulta negativa, o bacilo também nio & encontrado,

Tabela 1 — Distribuigdo do nimero de soros de roedores do Foco pestosc da Serra dos
Orgdos examinados no periodo de 1983 a 1984 e que apresentavam anticorpos hemagluti-
nantes contra a fracdo antigénica 1A da Yersinia pestis.

Simbolos: * = Marsupiais )

1983 1984

Crigem Procedineda dos roedores positivos
Exam,  Pos. {Titulo) Exam., Pos. (Titulo)
Rattus x. alexandninug 9 - 64 2 (1/510
{1/2048)  SLtio Centenicio, Nova Friburge amic/1984
Ratins 1. fruglvosis 10 - 5 -
Ratiusd ratfud ratius 49 1 {1/16} n7 - Faz. Vieiras, TeresSpolis névad:m!!%B
Mus m. brevirostnis ] - 7 -
Akoden 4, eunson 145 - 51 1 {1/84) Sftlo Conquista, Nova Friburgo maio/1984
1 (1/64) Sitio Salinas, Nova Friburgo novenrbro/:984
Rectomys 8. olivaceus 32 - 164 -
Onyzomys elinauy 121 1 (i/16) 233 - Faz. Cirrego Grande, Nova Fribuxgo agosto,1983
Onyzomys aatticeps - - 1 -
Oxymyetorus quaster 20 - 253 -
Thaptomys nigrita 5 - 6 -
Iygodontomys £, pixuna - - 1 -
Cavia aperea aperea 1 - 5 -
Euryrygomathomys gudaaa - - 3 -
Pidelphis panaguaiensis® - - 1 -
Phyllandet sp.* - - k) -

Total 05 2 1458 -4
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PRODUCAD DE HEMOLISINA POR AMDSTRAS DE ESCHERICHIA COLI
ENTERORIXIGENICAS DE ORIGEM SUINA E SUA INFLUENCIA NAS
REACOES DE IMUNOHEMO ISE PARA A DETECCAD DA ENTEROTOXINA
TERM-LABIL (LT)

Lucila Costallat Ricci
Rita C.A. Nascimento Marton
& Antonio Fernando Pestana de Castro

Dept? de Microbiologia e Imunologia
Instituto de Biologia Unicamp
Cidade Universitaria Barao Geraldo
13100 Campinas SP, Brasil

Fesunn

Esta investigacgao teve cOmo proposito, pesquisar em meios de
cultura,seamostrashemoliticas de E4cherichia eodd produziam
hemolisina {
deteccac da enterotoxima termo-12bil de £, cofd em reagles
de imunohemélise. No meio de casamino acido-extrato de leve-
dura (CAYE), a H nzo & produzida, mesmo com adigao de hema-
cias de carneiro (HC), o que proveca inclusive, uma diminui-
¢ido de LT. No meic de "Brain Heart Infusion” & producio de
LT e menor do que no de CAYE e a adigao de HC estimula a
producao de H. Esta também & estimultada pela simples adicao
de 4&gar. Devide 2z isso, n3o recomendamos a utilizaegio de
meics solidos e a adicao de .HC para a producdo de LT, quando
se usam reacles que utilizem hemicias de carneiro na sua de-—
tecgdo,

Sumary

Haewolysin production by enterctoxigenic Eschenichia coli of
poredne onigin and {fs Ainffuence .in hemofytic fLests for
thenmolabife (LT} enterofoxin detection

The purpose of this investigation was finding out in which
culture media themolytic Escherichia codd strains produce
haemolysin (H}, which could interfere with the results of
the reactions of immune hemolysis for detection of
thermolabile (LT} entevotoxin from E, cofl. In casamino
acids-yeast extract (CAYE} medium, H is no produced even in
the presence of red blood cells (HC), what, oa the other
-hand, causes a decreases of LT production. In Brain Heart
Infusion medium the yield of LT is lower and the addition of
HC stimulates H production. This is alsc £favoured by the
inclusion of agar, what means that solid media as well as HGC
are mnot advisable for LT proeduction, when IH reactions are
used for its detection.

Introducdo
Zrostras de Eschendehda codd produtoras da enterotoxinag termo-13bil (LT}, podem

ser atualmente detectadas por uma gra.nd§ variedade de testes (3, 5, 6). Entre as
reacdes mais simples, usadas para a detecgao dessa enterotoxina, destacam-se as de

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 16(4):282-286, Cut,/Dez. 1985,
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immohemdlise (IH), em especial a imnchemblise passiva (IHP) e imunchemGlise ra-
dizl (IHR) (2, 3, 9).

Uma das criticas que se tem feito as reagdes de IH é que amostras de origem suina
LT+ s30 en sua maioria, hemoliticas, o que poderia interferir nos resultados dessas
reacdes (1). Contudo, na pratica esse fendmeno ndo tem side por nds cbservado, ten-
& sido analisado o resultado de cada reacdo de IH, com un controle do potencial
hemolitico da mesma.

0 chijetivo do presente trabalho foi verificar porque a hemolisina {H) de amostras
enterotoxigénicas de £. ¢ofi ndo influencia os resultados das reacbes de IH, nor—
malmente utilizadas para a detecgdo de IT. : :

Material e Metodos

Amosinas éaate)u'mm - Foram selecionadas oitc amostras de  Escherichia coli, de
origem suina, sendo sete hempliticas e uma ndo hemolitica. Dentre as amostras, seis
eram LT+ HY, a saber 1, 3, 37 {pertencentes ao sorogrupc 0149: K91, X88ac),
G7/3, G7/12 {pertencentes ao sorcgrupo  08:Kd7, K88ab) a V79 (dc sorogrupo
035:K?}. As ampstras restantes foram: E57, LT~ HY (sorogrupo 0138: K81} e 104, 177
H~ {sorocgrmo nao identificado). '

Meios de cultuna - Nos diversos experimentos realizados, as amostras mencionadas
foram incubadas a 37°C por 24h nos sequintes meios: casamino acido-extrato de leve-
dura - CAYE (4); CAYE mais 5% de sangue desfibrinado de carneirc - CAYE-HC; Brain
Heart Infusion - BHI; BHI mais 5% de sanque desfibrinade de cameiro - BHI-HC;
dgar—chocolate — AC; Agar sangue - AS; neio de Biken (7) e agar nutriente — AN,

Quando em meio 1licuido, a incubagao foi feita sob agitacdc a 150rpm. As culturas
gt meio ligquido foram centrifugadas a 5.000x9° por 45 minutos, separando-se oS So-
brenadantes que foram filtrados em Millipore (0,45um).

Os cultivos em meios sOlidos foram ressuspensos em salina estéril, na proporgao
de 6ml por placa, tende sido as suspensdes resultantes tratadas de modo idéntico ao
descrito acima.

Anztise da producac de hemofisina - Os sobrenadantes oriundos dos meios liquidos e
solidos foram analisados quanto 3 produgdo de hemolisina, através de duas técnicas
basicas. Técnica A - em placas de &gar sangue contendo, cada uma, 18ml de meio, com
cerca de 6 de espessura, foram feitos sob condigfes de esterilidade, orificics de
7m de diametro, onde foram aplicados 150ul dos sobrenadantes estéreis. Apls 18h a
37eC, & presenca de hemolisina foi observada pelos halos de hemdlise em torno dos
arificios. Técnica B - de maneira semelbante 3 técnica normalmente utilizada para a
IR {5), os sobrenadantes foram analisadog em placas contendo agarose a 1% em  tam—
pio  tristanclamina pE 7,4 com 0,7% de hemacias de carneiro, tendo como conservanie
azida sddica 0,02%. As placas permanmeceram an cdmara mida durante 18h, tendo sido
entac, oolocadas a 379C por 2 horas. Apds esse tempo, fol chservada a presenga de
‘talos de hemdlise ao redor dos orificios de 4mm feitos nas placas onde 16ul dos so-
hrenadantes haviam sido aplicados.

Anzfise da LT - A enterctoxina LT foi analisada em placas de agarose, pela IHR, da
mesma forma que na técnica B acima. Para a caracterizag@o da produgdo de L¥, utili-
zamos oS sOros anti-cSlera, anti-IT-humana e anti-LT-sulna. Apds a adigdo do com-
plemento @iluido 1/10, as placas foram incubadas a 37°C por 2h, quando era feita a
leitura dos halos de hemblise, cujo didvetro & proporcional a quantidade de entero-
toxina LT produzida pelas amostras em estudo (9). Quanto 3 produgio da enterotoxina
LT, difmetros de hemdlise superiores a 7um foram considerados como positivos cu + e
inferiores a esse, comp fracamente positivos ocu {(+). '
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Tabela 1 — Resultados dos testes gquanto a producZe de hemolisina e
de enterotoxina LT de Escherichia cold.

Simbolos: 1 = Analise da producdo de hemolisina em placas de agar
sangue; 2 = Analise da produgao de hemolisina em placas de hemdlise
radial (agarose + hemacias de carneiro); 3 = Producio de LT anali-
‘sada pela técnica de THR; & = Casamino acidogs—extrato de levedura:
5 = Casamino acidos—extrato de levedura mais 5% de sangue de car-—
nelro; 6 = Brain Hearth Infusion; 7 = Brain Heart Infusien mais 5%
de sangue de carneiro; 8 = Agar sangue; 9 = Agar chocolate; 10
Meio de Biken; 11 = Agar nutriente

#

Testes : S s 7 8 CR 16 sl
Ampstras Caract. M £ E-HC BHI-C" IS AC Biken AN
3 T realizados CRYE" CavE. BHIL
B em AS* - - - % + - - -
1 5t pemmER? - - - - - = + +
Lz’ - - - - - s +
H em AS - - - - + + +
8 B' 17° Hemmr - - - - -+ - +
LT + {+) - - - + - +
+ H em AS - - - + EY P
37 it Hemmr - - - - - s - +
T + (+) {+) -+ + +
+ 4 Hema2s - - - + + - - +
GI/3 # LT  Hem HR - - - - - e _ -
Ly + - - - - 3 - +
. . H em AS - - - + - + - -
¢7/12 & 1T Hensm - - - - - . » -
Ly + (+} + - - + + "
. + H emn AS - - - + - - + -
V79 H LT H em HR - - - - - - - -
w4 - - - {+) - -
., . Hem32s - - - - - - - -
ES7 B' LT HemHR - - - - - = + -
e - - - - - - -
_ . HLema32s - - - - - - - -
104 H LT H em HR - - - - - - - -
1T - - - - - - - -
Resultados

Verificou-se que no meio de CAYE, nenlwma das amostras produziu hemolisina, con-
firmando-se, pordm, a producdc de IT em todas as awostras enterctoxigénicas. No
meio de CAYE-HC houve efeito negativo na producac de LT, pois apenas trés amostras
{8, 37 e G7/12) prodvziram esta enterctoxina, fracamente (+).

Nos sobrenadantes dos reios restantes, a presenca de hemplisina fol, en varias
amostras, detectada pela técnica A e/ou B. Os resultados quantc a produgas de hemo-
lisina e LT, encontram-se na Tabela 1.

Discussao

Nas preparagdes cbtidas com o meic de CAYE, normalmente utilizado para O preparo
dos extratos a serem analisados por técnicas de IH, ndo houve producio de hemplisie
na, detectavel pelas técnicas A e B,

A presenca de HC em meio liquido deve ter influenciado a deteccdo de I nos meios
de CAYE-HC, provavelmente pelo fato das hemicias de carneiro conterem o gangliosi-
deo @11 (Ricci, L.C. & de Castro, A.F.P. — Indirect haemagglutination test for the
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detection of thexmolabile (LT) entervotoxin from Escherdchia  cofd (submetidoc para
publicagdc), © que provocaria a adsorcio da IT extracelular, presente ros sobrena—
dantes, as HC. Durante a centrifugacio, para preparo dos sobrenadantes, as hemacias
arrastarign grande parte da enterotoxina LT produzida. Comparando-se os  resultados
BlL e BHI.HC, nota-se que as HC, adicionadas ao meio de CAYE, ndc influenciaram a
produgao de hemolisina. Por outro lade, mo weic de BHI, apenas duas anostras (37 e
G7/12) foram positivas para IT e no BHI-HC, todos os resultados foram negativos,
provavelrente pelo mesmo mecanisme mencicnado acima.

Analisando-se em conjunto ¢s resultados cbservados com preparacgdes obtidas dos
meics sblidos, observa—se que as oriundas de cultivo em AS foram HY, pela técnica A
(1, 8, 37 e G7/3). ninda com relacao a produgdo & LT, talvez pelo meswo motivo 33
mencicnado, ou seja presenca de GM em HC, todas as preparacOes cbiidas a partir de
A5 foram-negativas para LT.

Entre seis amostras LT+ cultivadas em AC, cinco produziram LT no meic, an quanti-
dades detectivels pela THR. No mesino meio, a produgdo de hemolisina parece ter sido
estimilada. Dentre as amostras, trés foram HY, pela técnica A e duas pela técnica
B. :
Cansidevagtes semelhantes podem ser feitas guanto ao meio de Biken e AN. No pri-
meiro c<ase, houve producac de LT, por quatro amostras (1, G7, G7/3 e G7/12) e de
hemolisina, por seis das sete amostras.

Evbora a técnica A pareca ser mais sensivel que a B, pera a deteccic de hemolisi—
na, n2o temos justificativa razodvel para explicar porque alguns resultados foram
positivos na técnica B e negativos na A, como os observados em AN,

Tendo em vista cs resultados no meio de BHEI-KC, AS e AC, parece-nos evidente que
a presenca de sangue de carneiro funcicne como agente indutor da producic de hero-
lisinas. Por cutro lade, os resultados chservados no meio de Biken e AN levam-nos a
SUpOr que © dgar també&m seja importante nessa indugio.

Quanto & enterotoxina LT, podemos concluir que a presenca de sanque de carneiro e
agar, sao contra-inficados quando se pretende produzi-la e detecta~la por recursos
de ™. Finalizando-se, nossos resultados deixam claro que, como n3o ocorre produgio
de hemolisina no melo de CAYE, preparacdes obtidas a partir deste meio podem ser
perfeitanente usadas nas reagoes de TH para a detecgdo de LT.
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Recumo

Um total de 100 amcstras fecais de caes foram pesquisadas,
cbtendo-se o isolamento de Campylobacter em 8 das 27 amos-
tras diarreicas (29,67) e 6 das 73 nermais {(8,2%Z). Filhotes
demonstraram malor prevalencia do gue adultos.

Sumary

Prevalence of Campylobacier jefuni and C. cokd in nommal and
diarrnhoedc jaeces from dogs im Sao Paulo

From 100 samples of dog faeces, 14 strains of Campylodbacten
were isolated as follows: 8 from 27 diarrhceic faeces
(29.6%) and & from 73 normal faeces (8.2%). Puppies demons-—
trated more prevalence than adults.

Tndrodncao

A partir de 1957, foi demonstrado que Campyfobacten fejuni e C. coll estdo asso-
ciados a doencas entéricas em humanos, principalmente criancas. levantamentos rea-—
lizados indicam que a participaci@o desses germes rivaliza-se com a da Safmonells e
Shigelfa. Coro fontes de infecgao, entre outras, foram implicados animais de fazen—
da, ches e gatos, alimentos de origem animal (carne, leite), carcagas de mamiferos
e de aves, agua (1, 4, 12, 13, 15).

A assoclacao entre a infecgdc causada por Campyfebacien, no cdo e no homem, foi
evidenciada por diversos autores, que relataram a prevaléncia maior nas fezes de
filhotes, c3es vadios e criados em canis, quando comparada a de adultos criados em
residéncias (2, 14). Para uns, a prevaléncia tambénm é raior em caes diarréicos (6,
7, 8, 11, 16) mas, para outros autores, seria semelhante a de caes sadios (3, 35,
9). A infeccidc no cio tambén foi estudada, havendo ainda incertezas em relagdo ac
grau de participacdo do gemme. No Brasil, hi poucos levantamentos de  Campylobaeten
(6, 12). BAssim, foi realizada a prospeccan dessa bactéria a partir de fezes de
cies, sadios e diarrdicos, atendidos pelo Ambulatdric da Faculdade de Medicina e
Veterinaria e Zootecnia da USP.

* Académico da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, estagliario com
bolsa de iniciaczo cientifica FAPESP; ** Acad@mica da FMVZ/USP, estagiaria.
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— Tsol . -
Tabela 1 - Isolamentos de Campy Tdade Cies
fobacter de amostras de caes
normais e diarreicos, segundo

normais Clzs diarréicos Total
imeses)  Amost, Isol. {3} Amost. Isol.{3) Amost. Isol. (%)

a idade . ¢ —8 23 5 {21,7) 17 6 (35,3} 40 11 (27,3)
> 6 0 1 (2,0 10 2 420,080 3 {5,0)
Total 73 6 (8,2) 27 8 (25,8) 100 14 {14,9)

Material e Mé&todos

Realizou-se a coleta de 100 amostras fecais de c3es, com o uso de zaragatoa esté-
ril, introcduzida no anus, at@ contato com © reto, e posterior transferéncia para
tbos de cultura 12 x 100mm, contendo 2ml de caido tioglicolato. Dados referentes
80 CA0 e & presenca ou hao de enterite foram anotados.

Incculagao foi feita em reio seletivo semi~-sdlido Campy-thio (1) para enrigqueci-
mento, com incubacdo a 4°C por 24 horas. Procedeu-se 3 subcultura em meic sélido de
isclamento Campy-BAP (1), en duplicata, com incubaglo a 37 e 420C, por 48 horas.
Atmosfera de microaerofilia foi obtida por método cam 13 de aco (10). A identifica—
c30 baseou-se em morfologia tipica em S ou asa de gaivota, visulizada am esfregagos
das colénias suspeitas, corados pelo método de Gram. Testes camplementares inclui-
ram oxidase, catalase, crescimento a 259C, producio de HpS em meic TSI e em caldo
ticglicolato, pelo métode das fitas de papel com acetato de chumbo, hidrdlise do
hipurato de sédio, e sensibilidade @o acido nalidixico e & cefalotina (15). Placas
negativas foram desprezadas, apds 72 horas de incubacio.

Fesultados e Discussao

Das 100 amostras de fezes pesguisadas, foram isoladas e identificadas, sequndc  ca—
racteristicas morfoldgicas, tintoriais e bicquimicas, 12 cepas de Campyfobactex ie—
juni e 2 de C. coli. Todas as cepas se mostraram Gram-negativas, com morfolcgia es—
piraldide em S ou asa de gaivota, e com formas cocdides nas culturas com wais de 48
horas. A temperatura de 420C mostrou ser mais eficiente do que 37°C, para o pri-—
mo-isolamento das espécies temdfilas de Campylobacter (fejuni efou cofd), origi-
nande crescimento mais amplo, oom tendéncia & formagdo de v8u, e Com MENCY nimero
de contaminantes,

Caes filhotes spresentaram 27,5% de isolamentos contra apenas 5,0% nos adultos
(Tabela 1). Da mesma forma, os diarrdicos tiveram maior prevaléncia (29,6%) do que
animais sadios (8,2%). Caes filhotes com diarréia mostraram a maior taxa de isola—
mento, com  35,3%, encuanto adultos sadios s0 lograram 2,0%, Bsses dados s30 esta—
tisticamente significantes (P< 0,025). Maior prevaléncia em animais diarréicos estd
de acordo cam os resultados chtidos por alguns autores {6, 7, 8, 11, 168) e contras—
ta com outros (3, 5, 9). Contudo, confimna~se o fato de filhotes diarréicos serem
frequentemente carreadores desses germes (2, 3, 7, 8, 9, 11, 14, 16) , repregentando
uma  fonte de infeccao ao howem, principalmente criancas. Medidas de higiene em re-
lacao a esses animais devem ser tomadas, a fim de evitar contaminacdo. (Uanto & ine
fecgao no cao, maiores estudos devem ser feitos para se mensurar a possivel patoge-
nicidade desses microrganismos.
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Resumo

Submeteu-se a2 classificacdo, atravées de anilise nimerica de
suas relacdes taxonomicas, 43 culturas representativas da
populaczo de bactérias acéticas isoladas da polpa de amos-
tras de cacau colhidos durante fermentacdes naturais em co-
chos. Descreveu-se 9 grupos, dois dos quais se associam &
espécies de Acefobactern aceti e Gluconobacter oxydans,
subsp. suboxydans. Anzlise numérica revelou uma distancia
taxoncmica maior entre algumas espécies do mesmo género Ace-
fobacten e Gluconcbactfel. Sugere-se uma chave de cariter
pratico para identificar os grupos com base nos caracteres
fenotipices de interesse 2 tecnologia da fermentacio do ca-
cau.

Supmary

Veseriplion and classification of acetic bacternia isofated
from cacao fermentation based on the numerical analysis

The aumerical analisys procedure was used to classify 43
cultures representing the population of acetic bacteria
isolated from pulp of cacao bean samples, colected from
sweat~boxes during normal fermentation tests., From nine
groups described two were associated to Acpfobacfer daceti
and Gluconcbacter oxydans subsp. suboxydans . The numerical
analysis revealed that greater taxonomic distance exists
among some species within the Acefobacter group than between
the two groups Acefobacier and Gluconcbacten. It is
suggasted a pratical key to identify groups, based on
phenotipic similarities of interest to cacao fermentation
technology.

Introducdo

Bo ponto de vista microbicldgico a fermentagac do cacan resume-se na  atividade
metabolica de bactérias laticas e leveduras sobre os aclicares da polpa que envolve
as sementes, liberando acidos e etanol e na atividade de bactérias acéticas sobre o
etanol, oxidando-o a &cido acético e eventualmente (D7 e Aqua.
cientificas e praticas {15, 18) tZm revelado que essa atividade microbiana & Gtil -
a0 desenvolvimento do sabor do chocolate. As bactérias acéticas s3o atribaidos o
calor e a acidez responsaveis pela morte das sementes, difusdo e hidrdlise de pro-
teinas no cotilédones, fendmenos que irdo refletir na qualidade do produto  final

(15).

Rev. Microbiol., Sao paule, 16(4):290-298, Out./Dez. 1985.

As experiéncias
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A importancia pratica dos microrganismos na fermentacac do cacau tem provocado
nos Gltiros anos um estudo aprofundado sobre eles {2, 7, 16, 21). A descrigac e
classificacdo das bactérias acéticas isoladas do processo & importante tanto para
auxiliar ‘a busca de novas alternativas a fermentacdo do cacau, quanto para acampa—
nhar as experi@ncias praticas neste canpo.

En experiéncias anteriores (21), sobre identificacac de bactérias laticas na fer-
mentacio do cacau, grande nimero de culturas mostrou-se atipico quando estudado a
luz das descrictes de espécies, isoladas de cutros meios naturais. Isto reflete
talver a influéncia dos componentes particulares do ecossistema, sobre a selegdao e
tipos de organismes encontrados somente nele. A auséncia de caracteres préprios &
fermentacac de cacau dentro dos sistemas de classificagdo pré-existentes, dificulta
o reconhecimento das espécies.

A taxonoria mumérica fornece uma solucdo ldgica a estas dificuldades.Ela permite
agrupar espécies similares sem o compromisse de nomear os taxons, evitando-se o
equivoce de se considerar novas espécies ou de se atribuir uma identidade tipica, a
uma espécie, meamo comprovande seu carater atipico (10).

Can base na determinacao de grande nimero de caracteres sem hierarquia, a taxono—
mia mmérica permite ainda definir os caracteres fenotipicos mais representativos e
sugere uma chave taxonfmica especifica para o ecossistema em estudo, com a introdo-
¢3o de critérios de interesse a tecnologia da fermentaczo do cacau.

Material e Metodos

Utilizando de técnicas camputacionais analisou-se numericamente os dados de 52
testes morfo-fisiocldgicos aplicados a 43 isolados de kactérias acéticas da fermen—
tagio do cacan, &0 lado de quatro espécies de identidades conhecidas: Acefobacter
peroxydans B-1044; Acetobacten acefd subsp. acell, B-1036; Acetobacter pasteurianis
B-65 e Gluconobacten oxydans subsp. suboxydans B-72, cedidas pela "Culture Collec-
+ion Research" - Northern Utilization Research Center - USDA (Illinois, USA).

0s procedimentos de amostragem e os meios de cultura utilizados na emmeragio e
isolamente foram descritos anteriormente (21). Considerocu—se como bactéria acetica
todo isolado de forma bastonete, gram negativo, capaz de oxidar alcool para acido
acetico (4, 5, 13, 14, 22),

Os isolados foram cultivados em dgar PELG inclinado (Peptona, 5%; extrato de le-
vedura, 2%; glicose, 1%}, mantidos a 49C e repicades em Caldo Casoy (Mexrck, 5459)
de ande se cbteve indculos para o5 testes taxondmnicos.

Procedeu—se a aplicagdo dos sequintes testes morfo-fisioldgicos: crescimento e
reaci no meio seletivo DSM (8), para isolar e diferenciar Gluconobactern e Acefo-
bacter; coloragao e tipo de coldnia em placas com &gar PEIS  {cramosa, opaca e
translicida); formagio de pelicula em meio liguido {pelicula ou turvo); tipo de
crescimento am agar PELG inclinado (filiforme e outyos) foram de célula no xeio
PEIC (bastonete espesso curto ou bastonete fino). ReagZo Gram; presenca de catala—
se, motilidade, oxidag@o de etanol para Acido acético e oxidagdo de acido acético
para 0z e Hy0, seguindo varias metodologias (5, 13, 20, 24); crescimento em caldo
PELG, com 3, 4, 5, 7 e 10% de etanol; crescimento em meio tamponado de p# 2,5; 3,5;
4,5; 6,5: 7,5; e 8,0; crescimento a 15, 25, 35, 40 e 509C, em caldo PELG; producio
de pigmento; assimilagdo de lactato, cetogenese em glicerol, crescimento em etanol
como {nica fonte de carbone, producao de celulese, formagdo de gluconato e utiliza-
cBo de citrato conforme metodologias sugeridas (5, 6, 20). Producan de acido de
glicose, arabincse, D-galactose, D-mancse, D-Xilose, celobiose, manitol, maltose,
sacarose, ribose, lactose, frutose, trealose, dulcitol no meio de cultura proposto
por Green & Gray {17} e crescimento em presenca de KON {1}).

As respostas aos testes, em sua maioria, puderam ser interpretadas, com um dos
escores: 1 ou 0, conforme presenca ou auséncia de caracteristica analisada. Alguns
testes deram respostas intermedidrias, como assimilacao de lactato, onde cbser-
vou-se além de assimilagdo negativa e assimilagdo positiva, uma assimilacdo incom—
pleta. Outros testes deram respostas variadas, comp aparéncia de coldnia, interpre-
tada oo cramosa opaca ou translicida, Nestes casos foram introduzidos outros es-
cores,
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A partir dos escores, foi cal-
culado wm coeficiente de simila=-
ridade para cada par de bacté-
rias, por meio da expressdo:

s = Ns
Ns + Nd

onde Ng & 0o nimero de escores
iguais, ou seja o nimero ée ca—
racterisiticas gimilares as duas
bactérias e N3 ¢ nimerc de ca—
racteristica em que o par de
bactérias diferem, ou seja nime-
o de escores desigquais. ¢ cal-
culo das similaridades entre as
47 bactérias fol efetuado com o
auzilic do camputador, por meio
de um programa Fortran, 3 parte.

Os coeficientes de similarida—
de, tabulados na forma de uma
matriz foram submetidos a anali-
se de Cluster pelo método de 1i-
gagdc simples (25), proposto na
classificacac de Sifrepfococcd
{9) na taxonomia de lactobacilli
isolados & vinho {3). O progra—
ma extraldo de Orldci (19) efe-
tua as seguintes etapas: 1) A
partir da matriz de similaridade
identifica~se o©s elementos de
maior similaridade e reuni-os em
gripos; 2} Os vetores correspon-
dentes aos elementos do  grupa-
mento s3o entdo substituidos por
m vetor medics 3) Calcula-se
ova matriz de  similaridade e
identifica-se o5 elementos do
gripamento mais proximo (de
maior similaridade), compondo-se
nove grupamento.

Este procedimento fol repetido
até que todas as bactérias fos-
sem  agrupadas @n um grande gru—
Bo.

Figura 1 — Dendograma dos "clusters"
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O calculo das novas similaridades, entre o grupe formado e os demais elementos da

matriz & definido a partir da média simples:

sr{ii) = 4

Sri +

ni + nj

I
ni + nj

Sr}

onde n & o nimere de elementos que forma O grupo, Sri e Srj as similaridades ante-
riores cam cada elenento da matriz.

Resultadns e Discussao

A escolha do nivel de simitaridade e a definicdo dos gripos - As bactérias suometi-
das a andlise numérica foram a priori identificadas como bactérias acéticas em vis-
ta de seu potencial em produzir dcido de etanol (5, 20, 22, 23).
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Os resultados estac sumarizados na forma de um dendograma (Figura 1) que mostra
os grupos formados pelo metodo de ligagdo simples.

Entre as 52 cepas analisadas, poucas foram as que revelaram 90 ou 85% de  seme-
ihanga ertre si. A escolha desses niveis para classificagio, implicaria portanto em
nomear 40 espécies, aproximadamente, o que n3o & aconselhavel (1), além de ser um
nimero grande para ser considerado nas bactérias que, apesar de isoladas de wn am-
biente natural, caracteristico, quarda wma relagio estrita com espécies existentes,
& portanto nzo devem ser consideradas como novas espécies. O nivel de 0,75 de simi-
laridade distingue os géneros clissicos das bactérias acéticas, entre os quais -al-
gqumas espécies de identidade comhecidas est3p presentes como testemmhas, Este & .
também wm nivel em gque as principals caracteristicas de interesse 3 microbiclogia
da fermentacio de cacau s3c distintas nos grupos mais representativos (agueles que
ergylobam maior mimero de cepas) e siio homogéneas, dentro desses grupos. Entretanto,
forma-se neste nivel, o total de 20 grpos, muitos dos quais inexpressivos, a prin-
cipio & fermentagio de cacau, devido a sua hetercgeneidade nas caracteristicas de
interesse aguele processo. A escolha do nivel 0,70, vortanto, justifica-se porque
reduz para nove o total de grupos, mantendo-se oS grupos representativos de 0,75,
inclusive com as especies testenunnas em grupos distintos, apenas ligando cepas ine-
dividuais ou grupos constituides de duas ou trés cepas, & grupos maicres.

Caracteristicas mméricas dos grupos formados ao nivel de 0,70 de similaridade
s&o apresentadas na Tabela 1.

Figura 2 — Chave taxondmica simplificada sugerida para c¢lassificagio de bacterias
aceticas da fermentacao de cacau

ASSIMIL AGRO
oxIDAgED DE CITRATC (@ [ERUFGT
— OXIDAGAG O AcETATO - CRESCINENTO
DE LACTATO@) oéi%"gﬂcé |: n15°c DEAUEI] (Acotobocter sentt suba. osot)

CRESCIVENTO
aigee OBRUPOL]
OXDACED l: CRESEIMENTO AweC O

DE ACETATO NA PRESENCA. DE %, DE ETANOL ®

CRESCMENTG
NA PRESENGA DE5% DE ETANOCL (O

- CRESCIMENTO
oo { e @

CULTURA 0F ACETATO (B
- CRESCIMENTO CRE SCIMENTO
PURA - OXIDACAD 'A159¢ () -|NA PRESENGA DES% DF STANOL & (Acatobocter posteurionys)
-GRAM () DE LACYATO B CRESCIMENTO
CATALASE®) oxoaco NA PRESENGA DE 5%0F ETANOL © GRUPGG]
- ACIDO OF ETANOLD DE ACETATO
sssimLago [ CRESCMENTO ACi00 FRUTOSE @) BRUPDAl(G. axvdans subsp quvdans}
MILAGAD B85S @ {
Ea CITRATO @ { Kewo Frutese @ BRIEGS]
— OXIDAGAO CRESCIMENTO

DE ACETATOGS nistc @
AsspILACHD {casscnumro Acioo0e FRUTOSE (@B {GRUPDA](G, oxydans subsp gxydons)

A13°C
DE CITRATO (& ® Aopo oe FrRuTOSE (O [GEUEDS
CRESCIMENTC - PELICULA EM MEIO LiQuiD0 g [BRUBG 2
"
R150¢ [ . .
O Leeicua emmen Lawso © [GRUBD 8] 1 A pasteuriams)

. oxipaGia
TE LACTATO O —

. N ACID FAUTOSE (3 [GRUPOAXG. oxydans sub
CRESCIMENTD PELICIALA EM ME3C LIGUI 'C 0 D& ® i U
L oxoncio s @ ACIB0 DE FRYTOSE () sxydany}
bE ACETATOS PELICULA M MEID LIQUIDE (3 { &.pastevrionus}
Aci00 OF FRUTOSE () {GRUPga)

ACIDO DE FRUTOSE () GRUPOE
PELICULA EM MEI0 Licuine @ BREFTS]

CRESCIMENTC [ PELICULA EM MEID z.iotnoo[
A15°c @



294

Tabela 1 - Caracteristicas numéricas dos Caract. Ngmeros

grupos formados ao nivel de 0,70 de si- : ge cepas g P si R
milaridade. . s a4 83 71
Simbolos: 5 = Media dos coeficientes de

similaridade entre as cepas do grupo; p 2 - - - -
= Desvio padrac da distribuigzoc dos coe- 1 77,11 6,75 noo3
ficientes de similaridade; R = Cepa do 10 74,87 4,97 72 4

grupo cuja média do coeficiente de simi-
laridade com outras cepas do grupo e a
mais elevada; S5i = Menor media do coefi—
ciente de similaridade da cepa R com uma
cepa de seu grupo

73,53 4,00 72 1

74,62 6,66 68 15

W =) N b Wk

W N~y Oy

72,33 4,04 e 7/

Principais caractenisticas fenotipicas - Dentre as caracteristicas observadas no
grupo das bactérias acéticas isoladas da fermentacZo do cacau, algqumas S3o comuns a
todas as cepas. Por eweamplo, mobilidade positiva, auséncia de producdo de celulose,
cetogenese de glicerol, crescimento a pH 5.0, crescimento em presenca_ de 4% de eta-
ol e crescimento a 45¢C, esse Gltimo, sendo um cardter atipico, nfo manifestado
pelas espécies testemunhas, mas justificado em vista do anbiente natural (cacau em
fermentagao), apresentar temperaturas elevadas, por volta de 50°C, durante fase
consideravel do processo (21}, Inclusive, o calor gerado durante a fermentacdo de
cacau, & resultado da intensa atividade oxidativa desse grupo de bactérias {15).
Cam raras excectes as cepas revelaram-se também capazes de crescer a 500C, pH 3.5 e
5.0% de etancl. As cepas 39 (FBA 8x),29 (FSA 124i) e 5(FBL 8s) reunem duas proprie—
dades importantes no ecossistema polpa de cacau em fermentagio, que s o cresci~
mentc a 10% de etanol e pH 3.5 ja foram observadas concentracdes de 10 a 25% de
etanol nos periodos iniciais da fermentacio da polpa de cacau (18) e pH  inicial
aproximadamente 3,5 (15). BAs cepas 33 (FSA 8e) e 1 (FBL 0d) também resistiram 3
concentragao de 10% de etanol e ainda cresceram am pH 2.5.

A atividade de axidagao de etanol para acetato foi maior nas cepas isoladas da
fermentacic de cacan do que mas espécies de identidade corhecidas ja citadas, sub-
metidas aos testes como testemunhas. A oxidagao de etampl para acido acético foi
testada pelo método de Carr (5) e Passmore (20}, onde a presenca desse acido no
meio & evidente pela mudanga do indicador, verde bromo cresol, e confirmada pela
formacdo de wum halo transporte em volta da coldnia crescendo sob dgar com extrato
de levedura, CaCl3 e stancl. No teste confirmatdrio certo nimero de cepas mostrou
pouca  evidéncia da producdo de Acido, particularmente cepas inciuidas no grupo 4 e
1.

Cepas incluidas, principalmente, no grupo 3, cresceram utilizando lactato. Outras
foram capazes de assimilar parcialmente o lactato, oxidando-—o a cutro Zcido prova-
velmente acetato (12).

Assimilacdo de citrato foi variavel entre algms isolados e negativa para a maio-
ria deles. A nao utilizacdo de citrato nao implica na ausénciz de enzimas intrace—
lulares competentes para sua transformacdo, isto se deve aparente a problema de
permeabilidade (1).

Crescimentce de alguns isolados na presenca de cianeto, demonstra a aus@ncia de
citocrome em suas cadeias respiratdrias. Em algumas bactérias acetlcas a respiracao
se procede através de um pigmento proto-hemin, ligado a CO, que & tanbém wm enzima
que transfere oxigénic (22).

ao dos grupos - Grupo 1 - Compreende as cepas 36 (FBL, 52p), 24 (FRA
112x%), 32 (FSR 88a), 34 (FSA 112x) e 35 (FSA 1481). Possuem média de semelhanca boa
81,4, mas o grupo & muito heterogénes (o = 9, 37} .

O grupo 1 pode ser definido camo bactérias acéticas que reagem positivamente no
agar DSM (8), revelando-se pertencer ao genero Acefobacter., Oxida etanol, acetato e
lactato a COy e HyO. Mo assimila citrato, nfo cresce num meio contendo etanol oono
imica fonte de carbono. Nao produzem &cido das momoses xilose, ribose ou frutose,
nem dos dissacarideos celchiose, maltose e sacarose. Dexonstram respostas variadas



285

scb diferentes niveis de pH e temperatura. Oxidacac de glucose e acido gluctnico
fol negativa para a maioria das’ espec:.es desse grupo.

Comparando as respostas do grupo & taxonomia classica, excetuando-se catogénese
de glicerol, todos os demais testes o associa a subespécie A, pasleurianus subsp.
dscendens {13) também descrita {10}, cumo Acefobacter ascendens {10).

Gaupo 2 - Constituido por duas cepas, wa das quais isoladas da fermentacao do ca-
cat (23-FBA 88f) e a cutra Acefobacfer peroxydans B-1044. Elas se associam ao nivel
de 0,77 e somente se ligam ao grupo anterior num nivel de 0,55 de similaridade. Is-
sc prova que se trata de wuma cepa bem distinta das demais, cujas caracteristicas
estudadas aproxunam—na de A, peroxydans. Essa espécie apresentcon, em nosso  labora-
torlo, duas caracteristicas incomins as suas especificagoes (13): catalase positiva
e nio oxidacac de lactato total ou parciazlmente. Ambas cepas, capazes de cxidar
acetaro, mas nfo lactato, também n3o wtilizaram citrato exdgeno, foram incapazes de
crescer a 15°C mas cresceram & 40, 45 e 50°C.

Grupe 3 - £ o grupo que englcba o maior mimero de ¢epas, relacionado a Acefobacten
aceti B-1036. Aparentemente, trata-se de um grupo de espécie tipicas cujas proprie-
dades o identifica com Acefobacter aceti, descrita na literatura: capaz de oxidar
etancl, acetato e lactato para (02 e Hp0, carbono, apresentar cetogénese de glice-
rol e auséncia de pigmento.

Outras propriedades, entretanto, foram redundantes, dal a baixa homogeneidade do

gruo (o= 6,75). O grups possul uma similaridade média de 77,11.

L'ma analise de grupo 3, em vista do grande nimrero de isclados a ele associados,
51gn1f3_ca uma analise das bactérias acéticas mais frequentemente encontradas na
fermentagdo do cacau.

0 metabolismo de carbohidratos nessas bactemas ocorre via Entmer-Doudorcff, com
a participacao de uma 6-P-glucose desidrogenase e 2-ceto 3-desoxi—6-P-gluconato al-
dolase que libera gliceraldeido-3-P e Acido piruvice. O acetato, produzido por A,
aceti, & um intermedidrio do piruvate e & formado independentemente de acide lipdi-
co. A oxidacdo de acetato ocorre via ciclo Acide Tri Carboxilico. © sistema de
transporte de elétrons & ativo, por isso, a oxidacac do substrato camo etanol ocor—
re tao rapidamente (13, 22).

0 género Acetobacter fol classificado camo sendo bactéria lacotofilica (4}, en
vista de sua atividade flsmloglca gser sensivelmente aumentada quando lactato esta
presente no meio. Acide latico & subprodutc do retabelismo de bactérias l3ticas na
fermentagdo do cacau (7), sua presenca no sistema & portanto, um fator ecoldgico
que favorece a atividade de bactérias acéticas no processo.

A, aceti oxida substincias que s3o intermediarias no metabolismo de lactato atra-
vés do piruvato de Ciclo do Acido Tricarboxilice, por reio de um sistema enzimatico
indutivel, enquanto a oxidacdo de etanol e acetaldeido & conduzida por um sistema
de enzimas constitutivas (11}.

Esses organismos foram classificados como capazes de oxidar glicose semente para
acido glucOnico, nao efetuam gllcol:.se {10) . Da glicose presente no meio, 15% &
utilizado como fonte de carbono e energia e 80%. pmdado para acido glucinico {11).

Esse grupo caracteriza—se ainda por resistir 3s condicoes de fermentagao intensa
para continvar a crescer, apds a fermentacio se carpletar e por ser pouCo exlgente,
matricionalmente; ndo regquerem suprimento de fatores de crescimento extgeno e sin-
tetizam proteinas, quando a incvbacZo & feita em solugdes de prolina, glutamato e
aspartato (22}.

Giwpo 4 _ Campreende nove cepas de bactérias acéticas, associadas, pela andlise nu-
mérica, a Gluconsbacter oxydans subsp. suboxydans. Apresenta a media de similarida-
de de 74,8% e desvio padr3o 4,97. Possui algunas caracteristicas tipicas do género
{14y, como auséneia de oxidacio de lactato e acetato. Algumas cepas, entretanto,
contrariando a identidade do género, cxidaram oxpletamente o etanol e cresceram
sob etanol, como tnica fonte de carbono, Respostas inconsistentes, apresentadas por
bactérias do género Gluconcbaeier, & foram também mencionadas (5, 10, 20} . Gluco-
nobacter atipicas, presentes na fermentagao & cacau, podem ser resultantes de
adaptacic evolutiva de espécies tipicas ou espé&oies representatlvas dos ancestrais
de alguma Acefobacten.
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As bactérias acéticas que campden esse grupe foram referidas cano oxidantes in-
campletos {15, 20, 22} ou espécies glicofilicas {4). Os resultados indicaram que
nao houve produgdo de Acido de arabinose, galactose (exceto duas cepas) e lactose,
as demals pentoses, hewoses e dissacaridecs testados foram oxidados a seus Acidos
correspondentes.

O grupo revelou capacidade para crescer e anpla faixa de temperatura de 5 a
30°C, A atividade a diferentes niveis de pH foi variada. Todas as cepas foram pogi-
tivas para & cetogénese de glicerol e cresceram em presenca de KON. Isso concorda
com Ragavendra Rao (22) gquando refere-se 3 auséneia de citrocromo tipo a na Acefo-
bacter suboxydans, hole Gluconobacter oxydens subsp. suboxydans (14).

Nenhuma das cepas desse grupe rostrou pigmento de glicose, evceto a cepa 27-F8R
76b, inclusive a testemunha G. oxydans subsp. suboxydans B-72. Scmente algumas es—
pecies produzem pigmento marron de glucose, mas podem produzir de frutose e @n  me-
nor extensio de sacarose e maltose (5, 20).

Fol reconhecido em algumas espécies a via Ga Hexose Mono Fosfato (10} .

Esse grupe corresponde a0 grupo subcxydans de Frateur, gue De Ley & Schell (11)
dencminaram Acefemonas oxydans.

Grupo 5 - E formado por seis cepas, com média de similaridade entre si de 73,53, E
o mals homogéneo dos grupos (0 = 4,0) e desperta a atencao rorque, pelo quadro de
respostas, ao nivel de 0,70 de similaridade, ele se confunde com O antericr. Difi.
cil notar um teste que o separa definitivamente daquele. Isso porque, e alguns
testes, oo oxidagio de aglicares, por exemplo, o grupe 5 apresentsa alqumas respos-
tas negativas, enquanto a resposta a esses testes N30 & sempre positiva para todas
as cepas do grupo 4.

A andlise mmérica, enguanto, separa-os ac nivel de 0,70 e refme—os a 0,68, assim
oo relne-os (grupos 4 e 5) tambén ac Gripo 3.

E possivel que esse grupo se enquadre em alguma das quatro espéciss de Glucono-
bacter oxydans (14}, requerendo algum teste especial para identifica-las.

Grupe 6 - Formado unicamente pela cepa 19-FBL 644, que se lige ao grupe 7 a0 nivel
de 0,66. Caracteriza-se por oxidar acetato completamente, mas nde lactato. Cresce a
temperaturas mais elevadas, 35, 40, 45 e 50°C, e falha no crescimento a 15 e 250C,
Cresce, embora fracamente, scb etanol no meio "Hover", utiliza e resiste a 4% de
etanol.

Grupo 7 - E formado por sete cepas, cuja semelhanca média entre =i & 74,62, com
coeficiente de similaridade dispersc {6,66). Este grupo, nio estd associado a ne
nmma das espécies testemunhas, mas corresponde, em alguns pontos, & descrigio &e
Acetobacten acetl, como oxidaggo de etanol, acetato e lactato, cetogénese de glice-
rol, crescimento sob etanol, acido de glicose e crescimento em pH 4.5. Algqumas ce-
pas demonstraram apenas a oxidac&o parcial do lactato. Todas as cepas nio resisti-
ram a concentracio de etanol superior a 4%, mas cresceram, OO raras excegtes, muma
apla faixa de temperatura. O fato de que alqumas cepas produzem pigmento aproxima
esse grupo a A. acedl subsp. Liguzfaciens {13).

Grupo & - Camposto de duas cepas: 42-FSA 1243 e a cepa A, pasfewdlanus B-65. Certo
nimero de caracteristicas desse grupo o distingue do anterior, ao qual se ligaria
somente mue nivel de 0,63. A resposta para cetogénese de glicerol, no isolado am
estudo, diferiu de A. pasfeurianus B-65. A fermentacdo dos aglcares cane maltose,
sacarocse e frutose & positiva para ambos, exbora esses resultados nio sejam descri-
tos para a espécie (13).

Grupo 9 - Constituido por tr@s cepas. A andlise numérica estudada separa essas de
qualquer das espécies conhecidas de Acetfobactern e Gfuconsbacter e presentes no es—
tudo. Parece dificil mesmo inclui-la man dos géneros, a luz da tawonomia classica,
ja que as caracteristicas b3sicas desse sistema sic variaveis dentro do grupo, Como
oxidagao de acetato e lactato. Possuem semelhanca média de 72,33 e desvic = 4,04.
Esse grupo liga-se ao grupo 8, ao nivel de 0,66 e ac grupo 7, ao nivel de 0,63.
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2o nivel de 0,60, distinguem-se dois grupos de bactérias acéticas: um que confun-
de Acetobacter e Gfuconobacfer e outro associado wnicamente a A. peroxydans.

De Ley (10} aconselhou considerar o grupo de bactérias acéticas como  constituido
de dois biotipus: Acefobacter aceld e Gluconsbacter oxydans as linhas filogendticas
como variagac de uma espécie. E evidente no dendograma, entretanto, que & impossi-
vel distinquir scmente esses dois biotipos. Acetsbacter acefl B-1036 e Gluconcbac-
ten oxydarns B-65 sdo reunidas a um nivel de similaridade superior dgquele que relne
as trés espécies do género Acetobacfer: A, acetd, A, peroxydans e A, vasfewrianus.
Istc sublinha uma distancia taxondnica malor, separando espécies do género Acelo-
bactern, do que separando o género Acetobuacter do Gluconobacter. Esta distincia foi
tambem verificada entre A. xylinum e A. peroxydans {10}.

Os testes, sugeridos numa chave taxondmica classica (13, 14) nic permitem ura se—
paragao nitida das espécies, una vez que as respostas de alguns isolados & esses
testes foram inconsistentes. No grupe 3, representado por Acefcbacter gcell, a ca—
racteristica oxidacdo de acetato, por exemplo, & insuficiente para separd-lo &
grupo representado por GLuconobacfen oxydans, j& que algumas cepas desse (ltimo de~
ram respostas positivas, no teste.

A classificagao numérica permite julgar o valor taxondnico dog caracteres fenoti-
picos das bactérias acéticas de interesse do processo de fermentacde de cacau. 2
avidacac de acetato e lactato indica a possibilidade de algumas bactérias acéticas
consumirem esses acidos, produzidos durante a fermentagdo, pela atividade desses ou
de outros microrganismos (7, 15). Assimilacao de citrato, caracteristica do grupo
7, embora possa ocorrer em cubtros gripos é interessante, tendo eu vista que esse &
o &ido naturalwente encontrado na polpa das sementes de cacau (15). Assim, também
& interessante a producao de acido de frutose, wn componente que representa por
volta de 50% Gos aclicares naturais da polpa (3ado nZo publicado).

A Figura 2 mostra uma chave de carater pratico, simplificada, com testes de inte—
resse a fermentacac de cacau, sugerida pela analise mmérica dos dados. Bpenas o
gnpe 5 pode, eventualmente, se confundir cam o grupo 4, pois alquns testes sac va-
riados dentre e entre esses grupos. Essa chave poderd ser (til no acampanhamento
dos estudos, em busca de novas tecnologias para fermentagdo de cacau e oferece sub-
sidios & manipulagdo de algumas cepas, no sentido de se controlar O processo, para
methorar z qualidade das sementes fermentadas.

Analise mmérica das bactérias acéticas sugere ainda a utilizacdo das cepas 29
(FSA 124i) e 5 (FEL 8s), capazes de crescerem na presenca de 10% de etanol, ma pro-
dugas de vinagre do suco extraido da polpa de cacau.
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EFEITO DA TEVPERATURA, PH, TEMPO DE CULTIVO E NUTRIENTES NO
CRESCIMENTO LE FUNGOS IMPERFEITUS EM VINHACA

Pedrc Luiz Rosalem
Samia Maria Tauk
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Dept? de Ecologia
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13500 Rio Claro SP, Brasil

Fesuno

Estudo do crescimento de quatrc culturas de fungos Actemo-
alum  fusidicides, Penlelflium nolatum, Aspergilllus fLavus e
Aspengililus niger, isolados de solo sob cerrado tratado com
vinhaga, fol realizado em meics de vinhaga de caldo misto de
cana-de-aglear pasteurizades. Determincu-se as curvas de
crescimente dos microrganismos quantc a temperatura, tempe
de cultivo, pH e concentragdes de nutrientes. O funge que
demongtrou maior producao de biomassa em vinhaca foi o Acne-
monium fusddioddes, em 60 horas de cultivo, a 32,5°C, pH do
meio 4,5, agitacao comstante de 250rpm e relagao de C:N:P de
20:1:0,1.

Summary

Effect of temperature, pff, fime of cultivation and nutrients
on the production of fungd imperfecti Jin distilferny sfops
{vinasse)

The growth of four species of fungi, isolated f£rom 'cerrado™
soil previously treated with vinasse, was observed in
pasteurized distillery slops of sugar cane. Tt was observed
the growth rate of these microorganisms in different
temperature, pH, time of cultivation and nutrient
concentration. The species Acnemonium fusddioides showed the
greatest biomass production in vinasse, during 60h of
cultivation, at 32,59C, medium pH of 4.5, 250rpm and C:N:?
ratio of 20:%:0.1.

Tntroducao

Unm grande nmimero de leveduras, bactérias, outros fungos e algas, t&mn sido estu-
dados visando a produgdo de proteina micrcbiana em vinhaga (1, 7, 10, 11, 12), en-
tretanto nem sempre com tempo de geragdo, conteldo protéico, gqualidade de proteina
e depuracao & residuo satisfatbrios.

Estudando o efeito da adicdo de vinhaca no solo sob cerrado, verificou-se que a
flora fingica sofre um grande aumento (4). Decorrente desta constatagdo, os fungos
forar identificados e mantidos em laboratdrio para estodos posteriores sobre o
crescimento desses microrganismos em vinhaca.

Os fungos filamentosos crescem wencs rapidamente que as  leveduras, porém podem
ser cultivados em melos ndo assépticos e tem sido citado que possuem melhor composi-
gao de amincacidos (5). Por isso tem sido virios os estudos scbre o desenvolvimento
desses microrganismos em residuos industriais (2, 6, 8).

Rev. Microbiol., Sac Paulo, 16(4):299-304, Out./Dez. 1985,
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Tabela 1 — ConcentragCes. iniciais de C, N e P Tabela 2 — Composicao gquimica
nos meios de vinhacga da vinhaca de czlido misto,
safra 1983; VUsina Santana,
Municipio de Rio Claro, §P

Prop. g/t Preg g/l Prop g/t Prop g/l Prop. g/t

¢ 20 3,0 40 3,0 60 3,0 8 3,0 100 3,0

® 1 6,145 1 6475 7 Q05 1 0,035 10,03 Camponentes g/160

P ©,1-0,015 6,1 ©,0075 0,1 0,005 0,1 06,0037 0,1 £,003 AL idos totais 3.50
Aclicares rodutores 0,29
Aghcares totais 0,50
Nitrogénio (kjeldanl} 0,08
Fosforo total 0,03
Cinzas 1,30
o 4,30

Este trabalho constitui a selegdo de fungos que melhor se desenvolvam em vinhaga
e na determinacao de alguns fatores que contribuem para melhor crescimento desses
microrganismos neste residuo e ao mesmo tempo tentar obter a depuracio da vinhaca.

Material e Metodos

Micronganismos - Foram utilizadas quatro culturas de fungos filamentosos, isolados
de solo de cerrado previamente tratado com vinhaga e mantidas no Departamento de
Feologia/UNESP, em meio de Sabouraud a 49C. As espécies flngicas utilizadas foram
Acnemondum  fusidioddes, Penlelfldium nefatum, Aspergllius flavus e Aspergcllus ni-
gea,

Analise da vinhaga - A vinhaga de caldo misto foi obtida na Usina Santana, situada
no Municipic de Rio Claro, SP. Actcares redutores e totais foram determinados mo
residuo {9, 11). Os teores em sOlidos totais, nitrogénio, proteina bruta e cinzas
foram determinados segundo o AORC (2). O pH foi medido em pH-metro Bauch-Iomb. Apods
os cultivos, foram determinados o pH final e o consumo de N do meio.

Inoculo - Da cultura preservada, foi realizada uma suspensio em solugic salina e
T0ml foram pipetados para erlermmever de 250mi contendo 50mil do meio com a mesma
composigac do meio utilizado no experimento respectivo. A sequir,incubado em wesa
agitadora, por 48 horas a 30°C.

Cuwnvas de crescdmento - Utilizaram-se erlenmevers de 500ml com 80mi de  vinhaga.
Agitagdo oonstants fol cbtida cam a mesa rotatdria {250rpm). Os frascos receberam
indculo representando 20% do volume da cultura. & curva de crescimento foi determi-
nada em diferentes pH: 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 e 6,5, sendo esses estabeleci-
dos com WaOH ou HC1 1 K. Aps a determinagac do pH Stimo para cada microrganismo
utilizado, determincu-se a curva de crescimento em relacdo a terperatura, para is—
w, ©s frascos foram mantidos agitados em sala com temperatura controlada.

Verificou-se o efeito da adigao crescente de ¥ e P na vinhaca, utilizando camwo
fontes desses elamentos, sulfato de amdnia e &cido fosflrico, respectivamente. As
concentracdes utilizadas de C:N:P, foram 20:1:0,1; 40:1:0,1; 60:1:0,1; 80:1:0,1 e
}_00:1:0,1, sendo que a concentragac de C na vinhaca foi constante (3g/1) em todos
cs experimentos. Fol realizado cultive de microrganismos no mesmo meio, sob as mes—
mas condigoes ambientais, porém, sem acréscime de nutrientes. Finalmente, a curva
en relacido ao tempo de cultivo, foi determinada para cada cultura de fungo, utili-
zando-se fatores Otimos de crescimento em vinhaga para cada microrganismo, determi-
nadcs anteriormente. ‘
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Figura 1 — Efeito da concentracac de nutrientes
(C:N:P) no crescimento de alguns fungos filamento-—
sos em vinhaca, 30°C e agitacac constante de
250rpm.

Simbolos: X = Acremonium fusidicddes; © = Penicil-
Lium notatum; & = Aspergdlius flavus; o = Aspergit-
Lus nigen
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A5 concentragdes iniciais de C, N e P nos meios de vinhaca wutilizados constitui-
Yam nas prcporgées {prop.} citadas na Tabela 1.

Todos os melos contends vinhaca foram pasteurizados a 85°C por 20 minutos e rapi-
damente resfriados at2 temperatura ambiente.

Compozsx,cao guimica da biomassa - Foi caracterizada pela determinacdo dos teores de
nitrogénio total, massa seca e cinza {2).
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Figura 2 - Crescimento de Actemonium fus{dicides
(-x-) Aspergllius flavus {-p-) o Aspengilius nigen
(—o-) em meio de wvinhaga, agitacac constante de
250rpm e respectivamente em: pH 4,5; 6,0: 3,5; a
32,59C; 25,00°C; 30,09C; proporcoes de C:N:P de
40:3:0,13 40:1:0,15 20:1:0,1
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Resultados e Discussao

A Tabela 2 mostra o resultados das analises da vinhaca de calde utilizada neste
estudo.

Na Tahela 3 werifica-se o efeito do pH no desenvolvimento das culturas flngicas
em vinhaca, medindo esse fator através da produgdo de bicmassa (massa seca g/l) e
relo teor protéico desta. Chserva-se que para cada espécie estudada tem-se um Stimo
de pH diferente. Nesse experimento a variacdo do consumo de N do meio €  pequeno,
podendo ser também verificado que a vinhaga, apds o cultivo de Acremoeniwn qusidicd-
des, sofreu uma descoloracao, tornando-se amarelo claro.



Tabela 3 — Efeito do pH e temperatura no crescimento de alguns fungos fi-
lamentosos em vinhaca durante 60 heras, agitacac constante de 250rpm.
Simbolos: a = massa seca {g/1)}; b = proteina bruta (Z); c = pH final do
meio; d = consumo de N do meio (%)

Fatores ambien— A, jusidicddes P. noindum Al Alavus A, niGer
tais de cultive a b < I3 a b < 2 a b c & a -] < 4

L5 2,0 33,0 3,5 95,0 0,2 21,0 3,5 93,0 0,7 25,6 3,2 95,0 1,5 22,5 3,8 97,0
4,6 2,2 35,0 3,8 92,0 90,2 2t,0 4,0 8,0 2,2 27,5 3,8 95,0 2,8 25,0 3,5 95,0
4,5 2,8 3,0 9,0 950 0,2 22,0 4,2 8,5 2,2 27,5 3,8 94,0 3,0 37,0 3,5 95,0
5,8 2,0 33,0 4,0 93,0 0,2 24,0 4,2 92,0 2,1 28,0 4,2 93,0 4,0 33,0 3,6 950
E 5,5 1,8 35,0 4,1 92,5 0,3 30,0 4,2 92,5 4,0 30,0 4,5 9,0 55 42,0 4,0 9.0
6,0 1,7 33,6 4,2 92,5 0,3 26,0 50 9,5 5,0 30,0 50 9,0 5,2 46,0 4,2 56,0
5,5 1,7 32,0 4,3 93,0 0,5 40,0 50 93,0 1,9 28,0 5,2 39,0 50 350 4,0 82,8
7,0 1,2 3,8 506 92,5 6,7 350 50 9,5 6,2 150 54 92,0 £0 250 4,2 900
75 - - - - 1,0 36,055 92,5 - - - - - - - -

25,0 1,8 35,0 4,8 82,0 1,0 28,0 4,5 82,0 4,6 24,0 50 82,0 3,0 3,6 4,8 85,0
27,5 2,6 32,6 4,8 850 1,0 28,0 4,6 72,0 3,5 24,0 4,9 83,8 2,2 30,0 4,8 85,0
tepera-  gn4 3,5 32,0 4,8 85,0 1,8 26,0 4,5 78,0 3,5 20,0 4,6 82,6 4,2 32,0 4,8 8,0
tee () 335 45 3,0 4,8 82,6 1,8 20,0 &5 80,0 2,5 25,0 4,7 85,0 3,0 28,6 4,5 82,0
35,6 2,5 30,0 4,3 82,06 2,8 20,0 50 80,0 2,0 28,0 4,6 84,0 1,8 25,0 4,5 82,0
17,5 1,6 2,0 4,7 8,0 2,8 15,9 52 78,0 1,2 180 4,5 20,0 1,0 20,0 4,3 81,0

0 efeito da adicdc de nutrientes em vinhaga pode ser observado mals nitidamente
no cultivo de Acremonium fusidicides, porgque para os demais microrganismos esse
efeito fol menor (Figura 1). Tal fato foi verificado também para © teor protéico
encontrade na biomassa. Os pontos colocados scbre o eixo das ordenadas, szo os re-—
sultados obtidos no reioc onde nao foram acrescidos nitrogénio e f£osforo.

Nao foram constatadas variagbes acentuadas do pH apds os cultivos dos fimgos e
houve maior teor de proteina na bicmassa do geénero Adpergilffus em meios contendo
maior concentracd de N e P. Porém, independente desta concentragan, os teores de
proteinas da bicmassa de Penicllilwn nofatum e Actemonium fusidioides foram prati-
camente constantes.

Estudos realizados com fungos filamentosos em suce de polpa de café  demonstraranm
que ocorre ¢ awmento no crescimento desses microrganismos, com acréscimy ao meio de
sulfato de e amdnia de acido fosfdrico (6).

Quanto ao otimo de temperatura (Tabela 2} esse fol diferente para os microrganis-
mos, alterando a produgdo de bicmassa e © teor protéico dessa,

Verifica-se um crescimento reduzido de Peniclffium nofatum em vinhaga, sendo que
mos diferentes tratamentos o valor maximo da concentracdo de bicmassa foi cerca de
/1, muitas vezes sendo insuficiente para a caracterizagio quimica deste produto.

Conparando esses resultados com agueles cbtidos do desenvolvimento de fungos em
suco de polpa de café {5), verifica-se que em vinhaca ocorre maior produgao de mas-—
sa [ingica.

Na Figura 2 estac representados os resultados obtides no crescimento dos fungos
filamentosos em vinhaga, exceptuando Penlclllium neifatum, pela producdc baixa de
biomassa. Verifica~se que as condicOes Otimas para producdo de Actemonium fusldicd-
des {11g/1) foram pH 4,5, 32,59C, 60 horas, agitacdo constante de 250rpm e propor—
gao C:N:P igual a 40:1:0,1. Nestas condigfes, o teor prot@ico da biomassa foi de
40%, porém o malor consumo de N se Jeu apds 82 horas. Cbhserva-se que o pH 6,0 con-
tribuin para malor obtencd@c de bicmassa de Aspergillus glavus (6,8g/l) em vinhaca e
& tamperatura fol mais baixa (250C) do que a utilizada para Acremoniuwn fusddioddes
e a proporgao C:N:P foi 4:1:0,1. Para Aspergilius riger a maior producao de biomas-
sa (7,8g/1) em vinhaca foi cbtida em pH 5,5, 30°C, C:N:P igqual a 20:1:0,1. Portan-
to, mesmo com a tentativa de optimizagac dos fatores ambientais de crescimento des-
ses fungos em vinhaca, fol cbtida maior produgac de bicmassa microbiana com Acremo-
niwn fusidioides e nenhum sucesso pode ser cbtido com Peniedlllium notatum.
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O teor de proteina das biomassas destes fungos obtidas em  diferentes condigles
foi proxima a 40%,

Serd estudada no futuro, a optimizacio dos fatores para reduzir a taxa de cresci-
mento maxime especifica para as primeiras 12 horas, devide ao custo de se manter um
sistema de condicOes controladas por 60 horas, principalmente, se o wmesmo for uti—
lizade em escala industrial e com fermentadores.

O problema da producac de hifas nos fermentadores pelos fungos imperfeitos foi
discutida (7), sendo proposto um modelo de fermentador para solucionar esse proble—
ma quando os experimentos sdo desenvolvidos em escala piloto de producac.
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Resumo

Candida wtilis cresceu sobre licor sulfitico (licor -mnegro},
em fermentador. Estabeleceu-se z adicao intermitente de 1i-
cor sulfitico concentrado (11,97 de ART) e a substituigao
parcial do substrato. 0 crescimentc dos microrganismos &
mais homogeneo, ha substituicac parcial do meio de cresci-
mento. Neste caso, o rendimento foi de 54,%4%, para o perio-
do de 172 horas de fermentacao. A DRO5 do meio esgotado &
reduzida a 67,57,

Sumary
Candida utilis growth in spent subfitic Eiguon: experiment in
fenmenten

Candida wtifis has grown in spent sulfitic liquor (black 1i-
quor) . An intermittent supply of concentrated spent sulfitic
liquor was studied as well as the partial substrate
substitution. Microorganisms grew homogencusly in a partialy
substituted medium where yelding was 54.95%Z for a 172 hours
fermentation period. The spent medium BOD " is reduced to
67.5%.

Introducio

A possibilidade de dbtengdo e gplicacao das leveduras, camo alimento humano e pa-
ra ragdo animal, remonta de muitos anos. Provavelmente, a primeira cogitagdo da
conversae de agixares da madeira para proteina fol na Alemanha. A idéia germinou
rapidamente, durante a primeira. guerra murndial, quando foi necessario procurar no-
vas fontes de proteina, para suportar o blogueio aliado. O processo foi ampliado
para a escala carercial, durante a sequnda guerra mundial. )

Inicialmente, foi usado Saccharamyces, no processo. Como o “acucar de madeira” &
una mistura de aclcares com cinco ou seis dtomos de carbono e a levedura pode assi-
milar somente aglicares ocm seis Atomog .de carbono, cutros microrganismos foram tes—
tados (3, 6, 8, 13). Ainda durante a segunda querra mundial, devido as cirucunstan-
cias, apareceram, na Alemanha, as primeiras unidades industriais que se dJdedicaram,
exclusivamente, & produgdc de leveduras para a alimentacdo humana. Em 1944, a pro-
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dugio de leveduras alimenticias naquele pais era da ordem de 9000 toneladas/ano.
Essas leveduras, para alimentagdc humana, foram produzidas a partir de acglicares
existentes no licor sulfitico (4, 9). Tamban a Inglaterra instalou, na Jamaica, uma
planta industrial, para producao de leveduras, a partir de residucs de melago (5).

Nos Estados Unidos, até 1942,a producdo de leveduras ficou restrita ao desenvolvi-

mento da tecnologia de leveduras para panificacdo; a partir de 1943,a atencio dos
pesquisadores comegou a se voltar para a producdo de leveduras camo alimento himano
e animal.

No Brasil, pouguissimo tem sido feito, para o aproveitamento de um importante re-
sidw como o licor sulfitico (licor negro). Na realidade, das muitas indGstrias de
celulose do Brasil, somente duas operam sequndc O processo sulfltmo, e encontram
sérias chflculdades quanto ao destino do liquido. Mesmo que os aclicares existentes
no licor nac sejam aproveitados para fins comerciais, algum esforgo deve ser feito, -
com o intuito de amenizar a carga poiuente do licor, o qual, invariavelmente, acaba
por poluir o local de descarga.

Material e Métodos

Candida wtilis I2-1840, utilizada no trabalho, foi cedida gentilwente pelo Insti-
tute Zimotéonico, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz. O microrganismo
foi adaptade ao licor sulfitico, previamente tratado (12) e o indcuio preparado de
fomma a ter 65,0 a 80,0mg de células % (peso seco; 13). O experimento foi desenvol-
vido em um fermentador, eguipado com controle de ar, temperatura, pH e agitagdo.

Os aglcares redutores totais (ART) foram determinados conforme Sarogyi  (14) ;O
crescimento  celular por método gravimétrico (2) e a demanda bioguimica de oxigénio
(DBO) conforme a APHA (1).

0 meio utilizado para o Crescimento dos microrganismos fOl 0 sequinte: licor sul-
fitico, uréia, fosfato dibasico de potissio e &gua de maceracdo de milho (BMM) npa
concentracac de 2,5%.

Resultados e Discussao

Bstudou-se a adiciio intermitente de licor sulfitico concentrado (11,9¢ de BART por
100g do licor} ac meio de crescimento (Tabela 1). A medida gque & adicionado o licor
concentrado, o rendimento diminmai. Apds as primeiras 10 horas de fermentacdo, o©
rendimento & de 56,7%. Entretanto, com 30 horas de fermentagao, cai para 5,16%,
gquando ¢ volure de concentrado adicionado fol de 105ml. A razao da queda em funcao
do pequeno crescimente dos microrganismos, pode ser © auménto crescente da concen-
tragao de sushstdncias inibidoras, presentes no licor sulfitico, ou, remctamente,
criundas do propric metabolismo dos microrganismos. Ainda existe a possibilidade da
contaminacdo do meio, por outros microrganismos, ewbora esta hipdtese seja pouco
provavel, em funcao das condicoes assepticas do fermentador e da provavel inabili-
dade de outros microrganismos comns, crescerem sobre o licor sulfitico.

Tabela 1 — Experimento em fermentador. Adigac de licor sulfitice concen-
trade {(1%1,¥%2) ao melo enriquecide com: uréia, 0,1%; fosfato dibasico de
potassio, 0,05%; e AMM, 2,57. CondicGes de trabaiho: ar 2i/min; agitagdo
800rpm

Porcentagem da

Substrato Yolume retira-~ Concentragds AR ndo leveduras pro-
Tempo  adicionadc - Volume total o para amos- ¥y — 2 Cancentracdo Qe células fermentado  Guzidas/ART

{=) {mi} de(:ﬁiﬂ {v} tragem (z) (ml} g2 ART (%) {ps)  {rgh) g %) consunido

0 - %0 - - 1,08 75,0 - -

1 E0 280 13 885 1,03 585,4 © 0,95 58,7

18 85 930 13 835 1,15 1117.5 4,29 49,9

26 90 1025 15 kil 1,18 1845,5 3,14 50,3

34 95 11035 15 1050 1,21 2065,8 9,18 41,0

42 100 1175 1% 1175 1,23 233 9,23 26,5

30 105 1280 13 1265 .27 2381,4 0,28 5,2
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Tabela 2 — Experimento em fermentador. Renovacao parcial do licor sulfitico
contendo: uréia, 0,1%; fosfato dibasico de potassio, 0,05%; e AMM, 2,57,
Condigdes de trabalho: ar 2&/min; agitacac 800rpm; tempo total 172 horas de
fermentagao; pH 4,5

Concentyagso Concentragas Cor\,oentracas Levaduras pro-

Terpo Volume total  Volume re~ Voliste adi- 2ART do volume ART ro meio d= células Quzidas/ART cen-
{) de meio {ml) tirade (md) ciorado (ml) retirado (gb) g%} mg} sunide (%)
G 13209 - - - 1,020 63,7 -
20 . 1200 500 600 0,054 1,060 540,86 55,89
20 1200 600 600 0,066 1,081 328,8 53,2
24 1200 600 £00 0,053 1,070 534,4 54,1
18 1200 600 500 0,059 1,020 563 ,8 36,0
24 7200 600 660 0,083 1,047 5234 3.7
12 1200 600 &30 3,058 1,063 543,1 55,3
32 1200 &G0 600 0,068 1,023 515,9 51,9
12 1200 500 £00 0,073 1,066 535,686 56,5
12 1200 800 600 0,600 1,050 554,3 56,1
18 1200 600 532 0,035 1,079 534,9 54,8

No experimento, mostrado na Tabela 2, foi feita a remogao parcial do meic, a0
tarmino de cada perlodo de fementacao, indicado pelo teor de aclcares redutores
totais. 2 concentracac inicial de ART no licor sulfitico foi de 1,02% e o rendimen-
to médio de 54,94%, para 172 horas de fermentagdo. Neste sistema (substituicdc de
50¢ do meio) e durante aquele periocdo de fermentacac, nenhwma anormalidade foi ab-
servada e o rendimento, ao t&mine de cada periodo, praticamente, manteve-se ons-
tante.

Un dos maiores problemas, acarretados pelo licor sulfitico, & o seu poder poluen-
te, devido a quantldade de matéria organica em suspensao e amn solucao (10, 11, 15},
inclusive a0 teor de aglcares presentes. A eliminagao destes aglicares pelos micror-
ganismos, atraves de um processo fermentativo, proveca dimitwicdo do poder poluen-
te, representado pela dimimuigdo da Demanda Bioquimica de OXJ.g’Eﬂ’llO {Tebela 2).

¢ licor salfitico apresenta uma DBOg de 29.000mg/l. Cam a operacao coinan de  tra-
tamento, ocorre redugao de 18,6% pmvavelnente devida a insclubilizacdo e conse—
quente precipitac;éo de 6etemxina{1as substancias que sa0 retirvadas por centrifuga—
gao.

A urilizagdo dos aglvares e de cutras formas de carbone, presentes no licor sul-
fitico, por (. uwtilis, fez com que a DBOg tivesse uma reducac de 67,5%, quando o
mosto para o crescimento foi composto scmente por licor sulfitico e nutrientes e de
66,2% quando, ap mosto, foi adicionado EMM, na proporgas de 2,5%.

Inskeep & col. (7), estudande licor sulfitico, dbtidec a partir de abeto vermelho,
encontraram DBJg, para © licor sem nenhum tratamento, de 35.000mg/l. Apds a utili-
zacio das substancias arginicas, por Toaula, a DEOg caiu para 8.750mg/l, o que re-
presenta uma redugao de 75%.

Para cada tonelada de celulose produzida, s3c descarregados, aproximadamente,
7.000 litros de licor sulfitico {licor negro}. £ facil imaginar, portanto, o volume
poluente de uma fahrica de celulose de médio porte. Embora proibida, a descarga
nomalmente & efetuada em rios, de prefer@ncia turbulentos, para que possam  oxige-
nar o maximo possivel as aguas, carpensando o consumo de oxigénio pela flora micro-
biolégica. A nfo ser gue os rios sejam de grande porte e extremawente turbulentos,
o que rormalmente NZo OcorreE, COOm O tempo a impregnacdo do licor sulfitico esten-
de-se por longas extensdes do leito, descaracterizando-o totalmente.

Entretanto, oom a redugéo de 67,5% na DEOg, & possibilidade de manutencdo e meswmo
de recuperacdo das 3guas & maior. Desta farma, mesmo gue O aproveitamento do licor
sulfitico, para produgao de proteina ndo venha a ser viavel, econamicarente, do
ponto de vista ecologico e social, a redugao do poder pode ser uma realidade.
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Tabela 3 - Determinagzc da Demanda Bioquimica D505

de

crescimento esgotados

s - . . - . Rexdu~
Oxigenio mno licor sulfitico e nos meios de mg/1 ¢30 (1)

Licor sulfitico
sem trataments 25.000 =
Licor sulfitico -

. tratads 23.600 18,8

Mosto de crescimento

{sem AMM} 20 tommino 9.425 67,5

da fermentacio :

Mosto de crescimento
(gcm 2,5% de M) 20 5.802 66,2
término da fermentagio
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Resumn

0 curso de Mecanismos de Agressac e Defesa ministrade aos
138 alunos do 29 ano de Medicina Humana e Medicina Veterina-
ria e 39 ano de Biclogia (modalidade Bachareladol}, em 1970
procurou basear o processo de ensino-aprendizado numa estyu-
tura criadora e integrada. Em seu desenvelvimento foram es-
tudados os processos implicados num fendmenc mérbido, enfa-
tizando—se a importancia da interacac agente- hospedeerwmeio
na produgao de um estimulo eficaz e da resposta do organlsmo
vivo a este estimulo, que pode ou nac impedir z evolugao do
processo patoidgico. Foli ressaltado que as acdes que se
exercam sobre tal processc devem sé desenvolver em programas
de saGde, com participagio multiprofissional. O ensinc for-
mative e integradec compreendeu as diferentes disciplinas
participando conjuntamente ou em sequencia adequada em cada
tema abordado. Do estudo dos agentes agressores Se Tresponsa-
bilizaram as disciplinas de Microbiologia e Parasitologia;
do mecanismo e método de controle da interacao incumbiram-se
& Medicina Preventiva e a Satide Pablica e das defesas orga-
nicas ou das lesdes produzidas trataram z Immologia e a
Anatomia Patoldgica Gexal. A avaliacdo do aproveitamento dos
estudantes fol aferida por meio de conceitos (bom, regulax
ou mau) baseados em diversos paramectros (testes de verifica-
cao do estudo previo, testes de avaliagao do aproveitamento

conceito - relacionado ao interesse, dedicacac e frequencxa
do estudante). Questiomdrio preenchido pelos aluncs ao tér—
mino do curso possibilitou analise das opinice? do grupo em
relagio a diversos aspectos do mesmo. Conclui-se que esta
foi uma experiéncia extremamente valida, tanto para os do-
centes, guanto para os estudantes dela participantes.

SumEary
Counse on Mechanisms of aggression and defense

The 1970 Course on Mechanisms of Aggression and Defense
(Host-Parasite Relationships) given to 138 medical,
veterinary and biology students tried to stablish a creative.
and  integrated structure’ on which to  base the

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 16{4):309-315, Out./Dez. 1985.



310

learning-teaching process. The processes implicated in the
morhid phenomenon were studied and the importance of the
interaction among  morbid  agent~-host-environment  was
emphasized especially in relation to the production of a
efficacious stimulus and the response of z living organism
to this stimulus. It was stressed that possible actions on
this process have to be developed in multiprofessional
health programs. Different disciplines participated in the
program, jointly or one after other according to the nature
of each theme., The disciplines of microbiology  and
parasitology took over the study of the aggressive agents;
the disciplines of Preventive Medicine and Public Health
taught the mechanisms of the wmorbid~agent-host parasite
interrelationsghips and methods for its control: finally the
disciplines of immunology and general pathology presented
the organic defenses and the type of developed lesions. One
of three score (good-medium~bad) was given to each student
teking into azccount: tests for previcus knowledge, tests of
proficiency and general  appraisal including interest
dedication and frequency. A set of questions about the
course answered by the students allowed us to analyse the
opinions of the group concerning to different aspects. We
have concluded that this experience was extremely valid both
" for students and teachers involved.

Introdnean

A migsio fundamental de uma instituicdo wniversitiria cowo & nossa & a de  formar
cidadios conscientes e profissionais competentes, entendendo-se or competéncia a
formagdo adequada para o equacionamento e a solucao dos diferentes problemas  ine
rentes ac seu campo profissional, com os recursos de que disple o pals. E mais &
que isso, dar aos estudantes condigdes adeguadas para prossequir fora da  faculdade
os estudos nela iniciados e, assim, capacité-los a compreender e integrar os novos
conhecimentos que a ciéncia vem proporcionande 3 humanidade (6).

Para bem cumprir tals dojetivos, € forgoso que a instituicio concretize em  todos
os sgeus niveis a integragso prevista regimentalwente e que assuma metcdologia de
ensino condizente com as modernas conguistas das ciéncias da educacio. E que esta
almejada integracio se reflita como um conjunto de atitudes consistentes e coeren-
tes com un redsmo £in de todos os seus participantes (professorss, aluncs e funcio—
nirios}) e ndo apenas come um conjunto de matérias, prédios ou normas requlamenta—
res. Foi dentro desta ordem de ideias que se estruturou ¢ Cursc de Mecanismos
de Agressac e Defesa da FOMBB (Faculdade de Ciéncias Médicas e Bioldgicas de Botu—
cati) em 1970, procurando dimensionar a educagdo num processo de ensino-aprendi zado
calcado muma estrutura mais criadora e racionalmente inteqrada.

A metodologia adotada visou dar a0 estudante ume formagso sequra e nko uma série
de informacdes; um sentido de responsabilidade e iniciativa no propric  aprendizado
e nac um ensino paternalista e desperscnalizante; uma orientagio de estudo em gru-
o, fundamentalmente, wma oportunidade de aprender a aprender.

O propdsito fundamental desta divulgagae € o de incentivar a realizacio e o apri-
moramento de projetos similares em nosso meio. '
bjetivos do curso .

Objetivou-se no desenvolvimento do curso estudar os processos envolvides num  fe-
ndmeno morbido, mostrando-se a importdncia da interagao agente-hospedeiro—meio na
produca de um estimulo eficaz e da resposta do organismo vivo a este estiTulo bio-
logico, que pode ou ndo impedir a evoluczo do processo patoldgico, por meic de  mo-
dificagoes bhioguimicas, funcicnais oo estruturais (3). Enfatizou—se que as agtes
que se exergam sobre este processo devem ser desenvolvidas em programas de saide,
com participagao multiprofissional {1).
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Caracteristicas gerais

0 curso foi ministrado aps 138 alunos do 2¢ ano de Medicina Hunana e Medicina Ve
terinariz e 39 ano de Biclogia (modalidade bacharelado) da Faculdade de Ciéncias
Midicas e Bioldgicas de Botucatu, de 03 de agosto a 12 de dezembro de 1970.

Estruturou-se ¢ ensino de forma integrada, as diferentes disciplinas participando
conjuntamente ou an sequéncia adequada em cada tema abordade. Do estude dos agentes
agressores se responsabilizaram as disciplinas de Microbiologia e Parasitologia; do
mecanismo e método de controle da interagio incumbiu-se a Medicina Preventiva e das
defesas organicas ou das lesGes produzidas se encarregaram a Imunclogia e a  Anato-
mia Patoldgica Geral.

Metodologia didatica

Cano orientagdo geral o curso cbedeceu as normas do ensine formative {2), cabendo
ao estudante um papel preponderante em seu propric aprendizado, assumnindo responsa-
bilidade e iniciativa e atuando dinamicamente em todas as atividades didaticas. As—
sim, n3o foram ministradas aulas tefricas tradicionais e nem se realizou avaliagio
& aproveitamento por notas; enfatizou-se o estudo em grupo; pProcCurcu-se programar
apenas o necessario, reduzindo-se a matéria estudada - tradicicnalmente nos cursos
classicos das disciplinas implicadas.

O processo didatico estabelecido para que o estudante atingisse o aprendizado
pretendido foi o seguinte: ’

i} Porneceu-se uma lista da matéria a ser estudada semanalmente nos textos adotados
{livros, apostilas, xerod). )

2) Para avaliagdo do estudo da matéria programada houve no inicio de cada semana um
Teste de Verificacao de Estudo (TVE) scb a forma de testes ou problemas sinples a .
seremr respondidos no maximo an 30 minutos. Em seguida, discutia-se cam a classe ca-
da questfo, com participacido dos aluncs docentes das disciplinas envolvidas. A cada
™WE foi conferidc ur conceito ao estudante.

3) Desenvolveram-se a seguir as programaches telrica e pratica, compreendendo as
seguintes atividades:

a) Seminarios - realizados em cada disciplina, particularmente, com o chjetivo de
miformizacdo e suplementagaco da mat@ria contida nos textos indicados; b) Semina—
rios interdisciplinares - efetuados com a finalidade de analisar e exemplificar
conjuntamente a integracao existente entre os diferentes aspectos de un mesmo tema;
¢} Conferéncias - alguns conferencistas discorreram para as classes sobre sua expe-
riéncia pessoal en assuntos de interesse relevante; d) Aulas praticas — oompreende—
ram trabalhos de canpo e em laboratirio (onde pequencs grupos de alunos trabalharam
tarbhém en modelos experimentais), proporcionado-se uma preparagao tedrica prévia.

4) Testes de Avaliacao do Aproveltamento (TAA) - No decorrer do curso houve 3 ava-
liacdes de aproveitamento correspondentes a0 té&mino de periodos didaticos estabele-
cidos pelas diversas disciplinas. Estes TARA consistiram de testes ou questSes de
breves respostas, sendo a matéria cumlativa para os TARA subsequentes. Os alunos
receberam um conceito pelo seu desempenhc em cada um deles.

Tahela 1 - Distribuigac percentual S s wediotm | Micravicl.e Farsi-
dos resultadoes do curso Ressl tados ) patol. Geral Preventiva Pmmologia  tologia
' Aprovades por média 23,8 61,4 73,9 51,4
Bprovados em exans 45,6 35,5 23,3 44,9
hprovados em 28 época 14,7 - 0,7 2,2

Reprovados 11,8 - - 1,4
Total 948,% 95,9 95,9 58,9
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Avaliagao do aproveitamento

A avaliacdio do aproveitamento dos estudantes foi sistematica ¢ baseada nos se—
guintes parfmetrosg:

1) Conceite médic dos testes de verificacde de estudo realizados rpela disciplina;
2) Conceito médio dos testes de avaliagdao do aproveitamento da discipliina;

3} Conceito do corpo docente da disciplina scbre o aluno, baseado em sua frequéncia
as aulas, seu intereésse e dedicacio, sua responsabilidade e participagdo nos semi-
narios e aulas praticas.

Em cada disciplina howve uma Ficha curricular (Rnexo 1} individual, na qual foram
lancados periodicamente os conceitos acima descritos. Os estudantes de conceito fi-
nal Bom foram considerados aprovados; os demais realizaram exames escrito, pratico
e/ou oral ou exame de sequrda &ooca. Ao término do curso, com o c¢bjetivo de satis—
fazer nomas regqulamentares, a média dos 3 conceitos sofreu wma afericdc numérica,
ajustada adequadamente ac curriculo do aluno.

avaliacao do curso

O curso de Mecanismos de Agressdo e Defesa foi wmma nova experiéncia para os estu-
dantes e docentes dele participantes e, oxo tal, sujeito a revisdes e reformula—
cOes. Assim, solicitou~se a cada aluno ao término do curso que desse a sua opinido
sincera e consciente, respondendo a um questionario especialmente elaborado, com 14
itens, para cujas respostas foram fixadas, en. segmento de reta, faixzas relacionadas
a conceitos. A cpinido particular dos estudantes quando rewnidas e analisadas em
onjuntoe se constituem em fonte importante de julgamento do que ocorreu e de apri-
moramento para futuras experi®ncias similares.

Yesultados e Comentarios ‘Tabela 2 - Aproveitamento nas diferentes
atividades do curso (%)

Na Tabela 1, estao resunidos os re— .
sultados finais do curso. _ Atividades Bam  Reg. Mau  Em branco
Houve maior taxa de aprovagic por

- 31 . . . . . Aulas pracicas de microsoopia 85,2 11,2 1,8 0,8
& nas dJ.'SClpl ?e.MlCI‘OblOlO- Aulas praticas de macroscopia 43,% 39,5 17,0 ¢
gia-Tmunologia e de Medicina Preven- Bperitmtss en anat. patol.geral 28 1.8 153 5.0
tiva e werificaram-se maiores taxas nindrios de med. preventiva 53,5 38,0 1,2 2,3
- " . Seminar F
de aprovacad por exame final nas dis- Exercicios epidemiclfgicos 33,7 45,7 13,% 7,0
ciplinas de Anatcmia Patolégica e Pa- Levantanento parasitolégico §7,0 21,8 7,2 4,0
rasitologia. A maior taxa de aprova- Ralas priticas de perasitolosia  £7,6 37,0 9,7 4.8
dos em 22 &oca chservou—-se na disci- Seminirios de parasitologia 40,3 37,0 17,0 5,7
plina de Anatomia Patoldgica Geral em Byerinentos de parasitolagia 43,5 2,7 4,8 18,0
- - s e . s
oco taml:a'n r centual Semindrios de mizrobiologia 56,4 33,0 5,7 4,
ggereproizigo o Fulas privicas de micwbiclogia 70,9 21,6 31,3 4.0
P " Estigio final de micrchiolcgia 62,0 26,6 7,3 4,0
A aniailse de al; . S’I?SPOS ]dOS Domenstracbes praticas de microb. 45,1 41,8 6,4 6,6
- e§tu tes ao questlo 10 de av - Semindrics mlti-discipliraves 62,6 32,4 4,0 1,6
¢ao do curso mostrou os seguintes re- tintogrados) -
suttados:
Tabela 3 - Grau de afinidade ey —
eri o s Grande MEdia Pemeno ranco
pela matéria (%) Disciplina e
anaccmia patcl. Geral 67,7 26,6 3,2 2,4
Medicine nreventiva 37,1 45,1 12,1 5,6
Microbiol. - immologia 63,7 28,2 4,0 4,0

Parasitologia 53,3 35,4 5,6 5,6
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Amexo 1 - Ficha curricular, 1970. Faculdade de Ciencias Medicas e Biologi-
cas de Botucatu, Curso de Agressdo e Defesa

FICHA CURRICULAR — 1970

DISCIPLINA DE

Home :

Curso: n.?
Data do Nasc : Est. Civil: Natural:
Enderégo:

Ano(s) em gus presteou vestibular:

&) — FREQUENCTA:

Auias N © de Aulas ¥.? de Faltas

Praticas

Seminarios

B) — APROVEITAMENTO:

1 - Conceito des Testes de Verificaglo de Estudo

10| 2ol 30| 40502l 6072 8% 9°(10° 1191129 130[14°l18.0016.00 1701180 Méﬁﬁ

— EEEEEENN

2 — Concaito dos Testes de Avaliagdo de Aproveitarmento

T. A, A, c E B CONCEITO

Primeiro

Szgundo

Terceiro

HEDIA

% - Conceito do Corpo Docente:

MEDIA FINAL

€} — OBSERVAGDES:
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1) Aproveitamento ras diferentes atividades do curso{%) (Tabela 2).
2} Materiais didaticos mais Gteis:

Ficha-resumo de Anatamia Patoldgica Geral — 59,6%

Ficha~resumo de Microbiologia - 52,4%

Apostilas - 26,60%

3) Grau de afinidade pela matéria (%) (Tabela 3).

4} Opiniao sobre Organizacic e Metodologia didatica do curso:
Boa - 58,9%
Recniar - 29,8%
Ma - 3,2%
Em Branco - 8,0%

5) Opinido sobre o conjunto de docentes, sob o aspecto didatico:
Bom - 66,3%

Regular — 24,3%

Mau - .5,2%

Bm branco - 4,2%

6) Cpinidc sobre relacionamento aluno-professor, durante O curso:
Bom - 59,8%
Regular — 25,7%
Mau - 6,8%
BEm branco - 4,6%

7} Conceito final sobre o curso, em gen conjunto:

Bom - 69,3%
Requiar - 29,8%
Mau - 0,08

Exn Branco — 0,8%

A0 se analisar as opinides dos discentes manifestadas nas respostas ac questiona-
ric pode-se concluir que foi esta wma experifncia extremamente valida. Reforca tal
afimmativa o conceito final dos estudantes scbre o curso, pois cerca de 70% dos
mesmos © considerou come bam, en concerdincia com © consenso dos docentes partici-
pantes,

Mais que os resultados acima referidos e o nimero elevado d&e alwnos aprovados,
esse modelo educacional mostrou-se bastante satisfatdrio, pelo que proporcioncu du—
rante sua execucao, em termos de identificacio de objetivos e conjuncio de esforgos
entre os elamentos do corpo docente e estudantes.

Apesar de se reconhecer a timidez das reformmlacdes educacicnais dque O CUrsO en-
cerra, ha que se considerar as dificuldades enfrentadas para se efetuar qualquer
rodificacdo na estrutura pedagdgica de cursos wniversitirios em nosso meio, dados
os dispositivos legais e a estrutura de poder vigentes.

Deste modo, com conscincia das limitagdes do processo pedagdgico proposto,  eme
preendeu-se esta experifnecia calcada em programas multidiseiplinares nao dependeti-
tes de estruturas Jdepartamentais rigidas. Acredita-se que neste processo exista a
flexibilidade necessiria para assegurar ao estudante uma continua adaptacdo a0 pro-
cesso educative e a evolucdo 40 conhecimento cientifico.

Muito embora nos anos subsequentes essa experiéncia ndo temha encontrado condi-
gbes para ser reproduzida e aperfeicoada na Faculdade, parece que se constituiu em
modelo e estimzlo constante para empreendimentos educacionais similares em nosso
meic (4, 5), © que pelo menos, proporcionou sentimento de gratificacdo ac grupo

participante.
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TESTES DE SENSIBILIDADE BACTERIANA ACS ANTIBIOTICOS: O ANTIBIOGRAMA

Italo Suassuna*

Servico de Microbiologia

Faculdada de Ciéncias Médicas UERJ
Rua Prof. Manuel de Abreu, 48
20550 Rio de Janeirc RJ, Brasil

Periodicamente, en mesas redondas ou reunides médicas, renovam—se discussoes so—
bre os acertos e desacertos dos testes de sensibilidade a antimicrobianos, ou anti-
biograma. Isto vem persistindo e se ampliando por cerca de 30 ancs (9, 21, 22).

De fato, a partir de 1945 quando difurdido e aceito o uso de antibidticos, tor-
nou-ge  evidente que, além de diferentes espécies bacterianas poderem mostrar res-
posta diversa a wm meswe antimicrobiano estirpes integrantes de una mesma  espécie
podiam variar com o tempo, ou em diferentes locais, tornando-se, quase que imprevi-
sivelmente, resistentes aos agentes antimicrobiancs acs quais anteriormente respo—
diam de forma satisfatdria (15). O aparecimento dessas formas de microrganismos re-
sistentes aos antibidticos passou a constituir o principal cbstaculo 3 utilizagdo
eficaz desses medicamentos can propdsito terap@utico. Por essa razio tornarvam-se
indispensaveis investigagdes schre a sensibilidade das bactérias aps antibidticos,
com a finalidade de cbter-se mais alta eficiéncia no seu enprego came medicamento.

As formas resistentes surgem por selegdo natural e a partir das populagdes bacte—
rianas, nao havendo, cane acreditou-se no passado, a preterdida “adaptacdo" das
hactérias a essas dxogas. Essa selecdo &, em geral, exercida pelas concentracoes de
antibitticos que sdc atingidas in vivo, em particular nos portadores de infecgdes
crdnicas, nos que hajam recebido sem maiores justificativas antibidticos a titulo:
profilatico cu, por intercommicacds {contaminacio cruzada) em pacientes hospitali-
zados. Nestes, cu nas cammnidades, os clones (descendentes proveniente de mxttipli-
cacao asse:mada) res:.stentes, assim selecionados, substitusm progressivamente as
formas sensiveis, que s30 eliminadas pelos antimicrobiancs mais intenss e indiscri-
minadamente usados. . .

O que se pode especificamente exigir do laboratirio & que seja capaz de determi-~
nar o agente etiolocico do processo infeccioso, desde que receba, ou seja encaryve-
gado de dbter, © espécimen adequado para exame. Im havendo importincia em estimar
nmericamente os agentes infeccicsos, em espécimens como sangue € urina, a requisi-
gao clinica deve assim especificar.

Em relagdo a0 entibiograma, a segunda etapa sera, naturalmente verz.fz.car a '"sen-
sibilidade” do agente etioldgico identificado, para decisdo schre a melhor indica-
Cao tera;péutz.ca.

O proposito de qualguer testé de sensibilidade & determinar qual a concentragao
minima de um antimicrobiane, capaz de atuar sobre o microrganismo iscolado. A rela-
gao entre essa concentragdo e aguela que se possa atingir no lecal da infeccdo  in-
dicarao se as medidas terap8uticas pretendidas terZc possibilidade de éxito.

* (pedicado a Ivone)- -
Tema relatado no 19 Simposio Internacional sobre Antibioticoterspia.  Associagao
MEdica BPRrasileira e Sociedade de Medicina e Cirurgia do Ric de Janeiro, 11-14 de
maio de 1983,

Rev, Microbiol., S3o Paulo, 16{4}:316-322, Qut./Dez. 1985.
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Bois tipos de valores pod@m ser definidos in vitro, nessas circunst@ncias: a. a
concentracdo inibitdria minima (CDM), isto &, a wenor concentracin de antibidtico
an relacio ao volume do meio de cultura (expressa em ug ou unidades/ml) capaz de
inibir o crescimento bacterianco — essa serd a concentracéo inibitéria minima bacte-
riostatica se, nessas condigles, © germe ndo cresce, mas também ndo morre; b. quan—
do se comprova que houve a morte da dose bacteriana adicionada a concentragao tes-
tada do antibidtico, fala-se da concentracao bactericida minima (CBRM), o que, em
certas ccasiCes, @ significativo conhecer, por suas varias implicagdes clinicas.

Se a (IM da bactéria em estudo for inferior a concentracsc m&dia cbtida cam doses
terap@uticas do antibidtico, no local da infecgdo, © germe & considerado sens:.vei.
Na maioria dos casos, o nivel a se consideray, decorrente de terapéutica, € o atin-
gide mna circulaco admitindo-se, como fator de sequranca, que a sensibilidade serad
satisfatdria quando a CIM for 2-4 vezes inferior as taxas sericas {20).

Erbora pretendendo wnicamente redir, de forma artificial, a reagao entre um para—
sitoc e as drogas que potencialmente o carbatem, o antibiograma & influenciado por
miitos fatores, o que impde cuidadosa padronizagac de condicOes experimentais, para
permitir que os resultados alcangados, em diferentes tempos e em diferentes luga-—
res, possam ser camparados. As condigdes sob as quais sio assim obtidos os valores
relatados devem, em conseguéncia, ser perfeitamente definidas.’

0s testes de sensibilidade aos antimicrobiancs (TSA) apresentam quanto a execu-
co, duas modalidades principais: métodos de diluicao e métodos de difusdo.

Metodos de difuicdo - Foi a primeira modalidade utilizada para averiguar variacdes
de sensibilidade e empregada, também, para definir a atividade de antibicticos por
meio de *unidades", antes de sua cbtengdo em estado purc, come a unidade “Oxford”
de penicilina. Diferentes concentractes de um antimicrobiano (ex.: 20, 10, 5, 2,5,
1,25, 0,62ug/ml) sdo ajustadas, no meio de cultura adequadc ao crescimento do ger—
me. A menor concentragdo capaz de inibir esse crescimento sera a CIM. O teste pode
ser feito em meio liguido ou en meic sdlido. Normalmente haverd uma faixa de cone
centracdes entre aguela em que o germe foi inibido (CIM) e a em que ele fol porto
{CBM) . Essa faixa poxde ser estreita (CBM= 2-3 vezes a CIM)} ou muito elevada (CEM
acima de 16 vezeg a CIM) o que tem significado especial a0 serem esperados efeitos
bactericidas {24}. ¢ fendmenc do alargamento da faixa entre a CIM e a (BM tem, par-
ticularmente, perturbado o tratamentc de endocardites e, recebido o nome de  tole-
rancia, quando aplicado a cocos Gram-positivos (7, 17).

Metodos de difusde - Menos simples em sua conceituacdc sio, entretanto, de mais £a-
cil realizagdo. Inspiram-se em que, a0 agir sobre © crescimento bacteriano,- em um
meio sdlido, cada antibiotico produzird um halo de inibigac do crescimento. Esse
halo & proporcional 20 peso ou concentracan da droga colocada sobre o meio. O anti-
bidtico &, em geral, depositade em pequenc disco de papel de filtro, donde a alter-
nativa de designar—se o métedo dos discos. O tamanho do halo, em proporgao cam a
CIM {verificada pelo método de diluicdo) dira se o germe pode, cu ndo, ser conside-
rado sensivel. Camo a solubilidade e a capacidade de difusao de cada antimicrobiano
& varidvel, haverd halos, de tamanhcs diversos, significativos ou ndo, en relacéo a
cada antibidtico, Isto torma a interpretagdo desta técnica mais ¢ificil que nos
testes de diluicao.

Por todo o exposto, torna-se evidente que, ra execucao de qualquer método, & Com-
promisso e cbrigagdo do laborat{rio controlar rigorosamente as diversas variaveis
que modificam os resultados (3}, mo sentido de sua reprodutibilidade, a exerplo de:

a. Meic de culfura - Meios diversos ndo sio equivalentes. A tendéncia quase geral &
grilizar ¢ meic de Mueller-Hinton (1), por sua melhor padronizacdc, e por Nac con-
ter fatores antagdnicos ao0s testes de sensibilidae a sulfas ou a0 crescimento de
alquns gexmes como Neisserdd. Sua nio utilizagéo pode originar erros grosseircs em
relagdo as drogas mencionadas (19). Além da capacidade nutritiva do meio, nos tes-
tes de difusdc ha a considerar a sua umidade residual e espessura, que introduzem
alteractes nos halos a serem interpretados;
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b. Densidade do inoeufo - A “"dose”, ou seja, a quantidade de microrganismos  intro-
duzidos ro meio, para interagir com os antibidticos, talvez seja o fator de maior
influéneia na interpretagio do antibicgrama. £ volumosa a literatura a respeito, e
a influéncia do inoculo se acentua nos testes de amostras produtoras de enzimas
inativadoras de antobidticos beta-lactdmicos, coamo penicilinases e cefalosporina—

sSes;

¢. Tempe e fempenatuna de incubacae -~ A temperatura talvez seja a (nice variavel
Que se rpossa controlar no sentido de equivalfncia com ¢ hospedeiro. Intretanto, 2
utilizagao de temperaturas mails baixas, levando & variaco de resultados, oom  ime
portancia ‘para a aplicacdo clinica, foi relatada, em fungio de cefalosporinas e es—
pecies de Staphylococcus (2). © tempo de incubacic & sobremeodo sigrificativo para
os testes de difusdo (discos). Esses testes foram padronizados para os germes de
crescimento rapido e abundante no meio de cultura reccmendado.

25 formas defectivas resistentes A meticilina o cefalosporing, e formas produto-
ras de penicilinase podem exigir variac@o do tempo de incubacis para vma melhor in-
terpretagac dos resultados do antibiograma (20) ;

d. Natureza dos michonganismos - Para germes exigentes cu de crescimento lento ocomo
micobactérias, actinomicetos, difterifowmes, hemofilos, rﬁisse;azas_ patogpen}cas,. e
cutres, en geral n2o tém validade os resultados de testes de c_hzusao. lf”n;ellm&nte,
no nosso meio, o desconhecimento aliado 3s pressoes das atividades clinicas, even—
tualwente os indicam para esses microrganismos. _
Evidentemente a atmosfera de incubacgdo, segqundo aﬂexigéncia da amostra bacteriana
testada, deve ser respeitada. No entanto, as condigoes de gnaerobiose ou microaero—
filia alteram os padroes de interpretacao dos testes dos discos. ‘ o
Certos microrganismos, mesmo de bam crescimento, podem gerar problemas especiais
de interpretacdo dos antibiogramas, em testes de difusao come Prelews e Pseudomenas

(1, 10, 20};

e. Fatores §isico-quinicos - Necessita-se ajustar corretamente essas variiveis, ca-
bendo o entanto, ressaltar, que ndo existe padrfo (nico aplicivel a quaisquer mi-
crorganismos e a todos os antibidticos. Por exemplo, tanto nos testes de sensibili-
dade quanto in vivo, os amincglicosideos e macrolideos (eritromicina) sio estimala-
dos em sua acdc por pH alcalino, e as ciclinas por pH &cidn. Nio se recomenda a
adicao de carboidratos fermentiveis acs meios utilizados nos testes, exatamente por
que isto leva & acidificagdo. També&n a incubacdo em microaerofilia, implicando em
atmosfera enriquecida com gas carbdnico, leva a alguma acidificagdo do meio e alte-
ra a atividade de antibidticos como os ja citados. Os amincglicosIdecs ndo sio
aplicados em antibiogramas convencicnais quando em anaerchiose. Um ajuste da  con-
centracao do Ion magnésic & necessirio para a correta interpretacic da aclo de gen-
tamicina sobre Pseuwdemonas e a corregdo de osmolaridade, com meios hipertdnicos, &
necessaria para testar a resisténcia de Staphylfococcus 3 meticilina e a alqumas das
cefalosporinas;

§. Controfe de quatidade - Finalmente, coamo O nosso pais nio possui sistema oficial
eficiente de controle de qualidade de insumos para as organizagbes de salde, recai
sobre os laboratdrios ou sociedades cientificas (coro a Sociedade Brasgileira de Pa-
tolggia Clinica e a Sociedade Brasileira de Microbiolegia) o dnus de controlar a
poténcia, a qualidade, a crigem, a COnservacgao, a estocagem e a distribuicdo dos
produtos  que utilizam., Muitas vezes, erros grosseiros, devidos a imperfeigtes de
produtos disponivei§ 1o mercado, s2o assim surpreendidos. 0 designado Projete Cobha
{Controle Bacteriolixico) executado pela Sociedade Rrasileira de Micrcbiclogia, com
O suporte da Merck Sharp & Dohme, apontando volumes momentosos de erros na EXeCUGE0
de antiblogramas (12), poderia eventualments reorientar-se no sentido do t20 neces-
sario controle de qualidade dos reativos disponiveis.

Embora os metodos de diluicdo sejam apontados como os mais confiaveis, o dnus pa—
Ta a sua execucac {(wma série de diluicdes para cada antibidtico) levou a que predo-
minassem, em bacteriologia clinica, os testes de difusio. B nesses, justamente, on-
de a padronizacdo & mais dificil e, consequentemente, onde se aponta maior nimero
de causas laboratoriais de erro,



N
31¢@

As tentativas de padronizagac vém de 1961, com uma publ icacio da Organizacdc Mun-
hi )

dizl de Salde (26). Bm seguida, agpareceun un estudo colaborativo internacio-
nal, concluido en 1971 (&),

t& o momento, as publicagdes de Bauwer & col. (1), nos EJLA., Stokes & col.
(20}, na Inglaterrva, e Ericsson & col. (6), nos QJSCS escandinavos, Sac a5 Que me—
ihor conseguem estabelecer os propdsitos de padronizacgac, sendo mals rigorosa, mas
nem sempre facilmente exegquivel, a proposta de Bauer & ool. (11,

Pinto {16) teve oeortunidade de covpersy essas técnicas, ndo assinalande diferen-
¢as substanciais de resultados.

Impod-se, avtretanto, uma constante reavaliacdo de interpretacdo, e & definigho
de rovos padrdes, = partir de divergéneias farmacoldgicas no uso de antimicrobianos
e da introducio de rovos agentes tarapduticeos. Iste vem sendo realizado presente-
mente pelo National Camittee for Clinical Laboratory Standards (13) nos ELULA.

Interpretacio, colaboracio e necessidades clinicas

Do que fol exposto, hi que constar que, do ponto de vista médicoc, o isolamento e
a mept:_ncagao do agente stbicldgico do processo infeccioso constituen as exigén-
cias Qr._ma__as para que se possa, corretamente, realizar w avtlblograma (s testes
com cultura mista ndo sao recomendaveis, ressalvadas circunstancias  excepcionais
(21} .

S5 a colaboracio e a comnicag3c entre a clinica e o lakoratdrio garaptlmao a
gualidade do exame realizado que deperdera, entre tantos zatores. da correcac oom
cue foram FomJ_adas as suspeitas clinicas; do acerto guanto a forma e a0 local de

oolheita do especime; da acessibilidade dal(s) lesdo (Ges), da conservagso e trans—
porte & material de acordo com & suspeita etioldgica; dos recursos utilizados para
evitar a interferéncia de floras normais, quando presentes, e afastar <ontamina- &
¢oes; e do conhecimento da terap@utica antiinfecciosa em uso, guando for este, o
caso (12). A iniciativa de medidas para a orientacao do laborator ic, & responsabi-
lidade essencial dos que solicitam os exames. Sendo acec_padas ou suficientes as in-
formagdes swridas ao laboratdrio e, este habil na execucdo de sua tarefa, os re—
sultados dirdn da presenga de germes sensiveis ou resistentes e, na maioria das ve-
zes poder—se-3 inferir sobre a exist@neia de infecgéo mista ou de parasitas in-
tra-celulares, ot nao. Qual o valor dessas informacdes? Elas nada dizem sobre que
dose e duracac do tratamento devam ser indicados. Nada informam sobre as reactes do
hospedeiro, seja com o parasita, seja cam o medicamento, o que deve sex do conheci-
mento, presumivel ou certo, do clinico.

Para O sucesso da antibioticoterapia, a partir do conhecimento de um agente etio-
1&gico cuja sensibilidade foi indicada pelo laboratdrio, ha que oonsiderar, entre
tantos oondicicnantes para o &xito do tratamento, se as lestes séo fechadas cu
abertas; contaminadas ou nao; puratentas ou gram:laratosas; superficiais, justa~ru—-
cosas, profundas, ou scb barreiras anatamcas, se ha seuestros e @clgencwa de lim-
peza clrirgica oz desbridamento. M2o vira do laboratdric as informagdes sobre © es—
tado de debilidade, mmmdepressao ou deficiéncias do pacz,ente, se pela ocorréncia
de antibioticoterapia prévia, ha probabilidade de superinfecedn; e, finalwente, se
pelo local e condicdes em que deve atuar o medicamento, devam ser empregadas doses
bactericidas ou apenas bacteriostiticas, ou se sdo indicadas associacles sinérgicas
de antimicrobianos.

No que possam ser indagacdes, nas situagdes acima citadas o laboratario pode vol-
tar a ser de ajuda, na dependepc:.a de consuita, entendimento e colaboragdo prévios,
44 que as mesmas indagacdes, irdo impor a0 laboratdric afastar-se de rotinas
pré-estabelecidas, controladas e cperantes.

alén de 1d@1t1;1cagao dos microrganismos e indicacao de sua sensibilidade, Jawetz
& col. (9), ja no comego da era dos antibidticos apontavam cutras hipdteses de co-
laborac;ao do laboratério cane definir o nivel de medicamento nos humores e excre-
coes, avaliar sinergia e, orientar sobre tox:.cxdade recidiva e reinfeccao. Mver—
tiam tormar-se evidente que ndo seria necessario, nen desejavel, fazer tude isto,
em cada caso.
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Exbora a informagio fammacoldgica esteja disponivel, & preciso recordar que, en-
quanto o antibiograma convencional & interpretado em relacio com o nivel sérico, a
dose terapéutica deve, em cada caso, ajustar-se a0 local em que se instala a infec—
20, a fim de afastar "falhas" do antibiograma, vez que sdo dbvias as variagdes de
concentragdc dos antibidticos em urina, liguor, bile, liguido sinovial, tecidos,
secregdes, etc. quando comparados oom © sangue {27).

Os testes de diluig3c tém algumas indicactes especificas e caminham para sua sin-
plificacéo (5) , embora persistam impedimentos evidentes, de ordem opera—
cional e econGica, em nosso pals, para sua adogio em rotina. Além de indicados o
2 germes de crescimentc lento, como micobactérias (8), esses testes podem ser usa-
dos paya avaliar a ligag3o e inativagiio de antibiSticos com proteinas séricas, ou
interferéncias medicamentosas e de outra natureza, bem como para caracterizar o fe-
nomeno de tolerdncia, referido em relacio ds endocardites.

Ainda néo existe rotina definida para testes de sensibilidade dos germes  anaero-
bios a antibidticos {25). Se além, de apressada presuncio diagndstica sobre isola-
rentos de anasrdbios — a exemplo de considerd-los significativos quande  isolados
nas micosas gque oonstituen seu habitat — adverte-se a presenca de anaerdbios com
certa fregquéncia em quadros de dificil controle terapdutico, como bacteriemias, ar-
trite séptica, osteomielite e abscessos Corebrais. Nesses casos o auxilio e a
orientacao laboratoriais devem estar disponiveis (11).

A principal indicagdo para avaliar-se o efeito sinérgico de antimicrobianos cor—
responde - a0 tratamento de espdcies notavelmente resistentes, com destaque para
Pseudomonas além de Enterobacterdiaceae (Proteus, Providencia, Sernratia, KLebsietla,
Entenvbacten), Staplylococcus e enterococos. Pela frequéncia desses microrganismos,
a recamendagdo do teste vem sendo enfatizada, mas na nossa experiéncia, nem sempre
com possibilidade de resultados seguros (18), ambora n3o se podends excluir sua
eventual utilidade {14). !

Na hipbtese de conflito, entre a indicagio do antibiograma e os resultados clini-
camente atingidos, se racicnalmente, ol en consulta cam o microbiologista clinico,
excluem-se fatores cowo laténeia, sequestro, germe inatingido pelo antimicrobianc
devido a localizacho, alteracles de flora, eticlogia miltipla, reinfecgdo, ou modi-
ficagbes de resposta do hospedeiro (inflamatéria e imumitaria) . b3 que se conside-
rar chservagoes como as de Bouvet & col. (4) , a0 estudarem as diferencas na concen—
tracdo sérica de ampicilina de administracio contimia em pacientes com meningite:
"... ndo foram cbtidas conclusBes definitivas neste estudo. Miitos fatores ocrple-
xos foram envolvidos e, hi, provavelmente, mais de mma razio para as diferencas nas
concentracbes s&ricas de ampicilina, incluindo a distribuican, a combinacdo oom
proteinas, o metabolismo extrarrenal do antibidtico e as diferencas de funcido tubiz-
lar.

Essas consideracles devem ser guardadas. Primeiramente, porque a concentragac se—
rica de um medicamento continuamente injetads pode ser estimada com precisd em um
individuo normal, mas esse, pode nao ser o case, em paciente criticamente Ccoprame—
tido...".

Po pensar nisso, antes que discutirmos os erros reciprocos, os m&dicos e outros
profissionais de satde que, de um lado, lidam de modo imediato com o paciente, e os

-mesmos, médicos e profissionais, que do ocutro lado, =30 respansaveis pela semidtica
ammada dos laboratorics, deverzo reunir—se para interpretar, colaborar e, scbretu-
do, se entenderem € se informarem sobre seu obrjetivo, mAximo e comm: © paciente
(23}.
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Celada, ¥.; Schumaker, V.N. & Sercarz, E.E., eds. - Pyotein conformation as an,
impunolegical signal. New York, Plenum Press, 505p., 1983, uS$ 69.50.

0O livro "Proteln conformation as an immunclogical signal’ editade por P, 2Alada,
V.4, Schumaker e 5.IZ. 3ercarz relne contribuigles de alte valor para ¢ imunolcogista
interessado en aprofundar seus corhecimentos numa area de confluéncia entre a  imu-
noguimica e imunclogia celular. Im realidade, o liwvro resultou de un "workshop®
realizado em Portovensra (La Spezia), na Ttalia em outubro de 1981 & que agora @
lancade pela Plemm Press. Este "workshop” teve come intencdo discutir a nivel de
estruturas bicquimicas temas de grande relevincia como “"influéncia do antigenc na
conformacdc dos anticorpos, ativagao dos primeiros componentes do complamsnto, as—
truturas de reconhecimento dos linfocitos T, estruturas envolvidas na interacdo T-B
otc". Estes e outros assuntos foram abordados pelos imunclogistas mais conceltuados
nas suas respectivas especialidades.

Irbora esta publicaczo terha sido lancada com quase trés anos apds O evento que a
oricinou, ela contem uma coletdncia de grande valor para os interessados em  aspec-
tos mpleculares da immologia celular.

Antonio Campos Neto

Faculdade de Medicina de Ribeirzo
Preto

Carpus de Ribeirdo Preto

14100 Ribeirac Preto SP

Chanock, R.M. & Lerner, R.A., eds. — Modern approaches to vaccines: wolecular and
chemical basis of virus virulence and immunogenicity. Mew York, Cold Sprimg Harbor,
457p., 1984, US$ 62.40.

Trata-se de um livro sobre os 66 trabalhos cientificos e posters apresentados no
Seminéric sobre as Modermas Abordagens para Vacinas Virais, ocorrido em setembro de
1983, mo Cold Spring Harkor Laboratory.

Os diversos trabalhos mostram que os significativos avangos no conhecimento do
genoma de varios virus, bem caw ro estudo da sua estrutura e na fungac do ant Igeno
protetor do virus, aliados aos enormes conhecimentos dos fendmenos bioldgicos e me—
canismos  imunoldgicos acunulados antes mesmo da atual era da biologia melecular,
vam perwitinde o deserwolvimento de novas sbordagens tecnollgicas no campo da  imu-
noprofilaxia.

Dessa forma, o estudo da estrutura tri-dimensional {em projecéo estercgrafica) da
cadeia x—carbinica de mandmero de hemaglutinina da Inffuenza permitiu a identifica-
gao dos sitios de reconhecimento de anticorpos, de ligagBo de receptores e de  ade-
réncia ao virus e, portanto, a determinacao da base estrutural do fenfmeno de reco-
nhecimento antigeno-anticorpo.

A aplicagao desses novos conheciwentos, no entantc, deve vir obrigatoriavente
acompanhado de um perfeito conhecimento da patogenia da infecgdo dos diferentes
gripos virals e dos mecanismos imunitérios especificos mais importantes na  oonva-
lescéncia da doenga e resisténcia a subsequente infeccao.

Basicamente, sao duas as abordagens utilizadas para a construcae de virus vacinal
utilizando estas modernas tecrologias: a. utilizando antigencs nfo replicantes e b,
utilizando mutantes atenuados para o uso came vacina de virus vivos.

a. Anfigenns noo neplicantes - Nesta linha vem sendo desenvolvidas as seguintes
pesguisas;

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 16(4):323-334, Cut./Dez. 1985.
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1. Expressac_de antigencs protelones em hospedeino procanidticn, como a  expressio
do VP! do vinus da pofiomefite em E. coli - No entanto, os resultados tém mostrado
que a proteina viral € processada rapidamente e & degradada em peptidecs menores,
tendo o produto VP wma meia vida de menos de 5 minutos e & ainda, aparentemente,
extremamente toxico para E. cofl. Tanbém tem sido expressos em E. codi, em forma de
fusdo protéica, outros antigenos camo o HA da Influenza-a, a glicoproteina d&o 7GE,
un coronavirus patogénico para suinos e o virus HSV-1, mas algumas capacidades ca-
racteristicas protetoras ue substincias assim obtidas mostraram nio ser adequadas e
outros nao foram ainda avaliados.

Linhagem de cefulas continuas de mamiferos - Consequiu-se expressar o antigeno de.
superficie de hepatite B/HBSAG em leveduras, produzindo quantidades aparentemente
adequadas para a escala camercial. A expressao foi conseguida pela "transfeccio™ da
levedura de recombinante de levedura contendo gen de HBsAG. Também, consequili-se
produzir quantidades apreciaveis de HBsAg em c@lulas (0S (linhagem celular de maca—
co transformada pelo SV40) infectada com um recambinante SV40-HBsAG e em  linhagem

de celula de cammndongo transformada pelo virus papilava de bovinos formando recam—
binante BPV-HBsAg. Uma proteina de superficie do HSV-1, gD, fol expressa en células
de linhagem de ovaric de hamster (CHO). O desenwolvimento de métodos extremamente
sensiveis da detecgio do DNA, celular ou viral, presentes na suspensao final do an-
tigeno purificado, permitirdio a utilizacio de cé&lulas de linhagens tipo CHO cu COS
e recambinantes com fragmentos de virus tipo SV40, indutores de transformacio celu—
lar, ma produgdc de antigenos para vacinas,

2. Expressas de_antigenos protetones em hospedeino eucariotico, como Levedura ou

3. Peptideos sinteticos como imundgenos - Considerdvel esforco tem sido feito no
sentido de produzir peptideos sintéticos que representam os sitios antig@nicos
principais de diversos virus, e na sua avaliagdo camo immgenos. Alguns exerplos
resta linha de pesquisa s3o: a. o8 peptidecs sintéticos do VP1 & virus da febre
aftosa; b. os peptideos representando muitas regides da hemagiutinina d virus da
Ingluenza, incluinde os sitios antigénicos principais simulands anticorpos que li-
gar: as hemaglutininas; c. peptideos HBsAg lineares contendo grupo a e subtipo dy;
d. peptideos representando os sitios antigénicos mais importantes do tipo 1 e tipo
3 do virus da poliomielite. Hmbora esta abordagem tenha considerdvel potencial, de-
vido a baixa antigenicidade dos peptideos sintéticos cbtidos, tem sido necessarios
utilizar adjuvante de Freund para potenciacdo da resposta imme destes peptideos em
animais. Camo este adjuvante ndo pode ser utilizado em seres humencs, a avaliagio
clinica destes materials terd que aguardar ¢ desenvolvimento de adjuvante que saja
aceitavel para ser utilizado em seres humanos.

4. Mimetismo antigenico com anticonpe anti-idiofipe - O idiotipo de uma molécula de
anticorpo estd localizada sobre ou proximo do seu sitio de cambinaco com o antige-
mo. Os anticorpos contra estes sitios sio designados anticorpos anti-idictipos (an-
ti-d). Em alguras situacoes pensa-se utilizar o anti-id mimetizando a conformacio
do sitio antigénico do antigeno que induz a resposta antig@nica original. Anti-ig
feito contra anticorpo HBsAg ou anticorpo da proteina do capsideo ST do  feovirus
induz uma resposta imme para estes antigencs virais. Anti-id pode também imprimir
una resposta de anticorpos para HBsAg. Estas cbservacBes sugerem que & possivel de
se imumnizar contra doengas virais utilizando-se anti-id definidos, um produto que &
livre de infecciosidade, proteina viral e &cido nucleico viral. A preparacdc de an—
ti-id para uso em seres humanos sera feito utilizando-se anticorpos monoclonais que
para issc dever-se-a desenvolver té&cnicas para a remogdo de todo DNA celular da
preparacac anti-id final. -

5. Mutantes atenuados - A linha de trabalhos que utiliza mutantes atenuados dire—
cionados 3 vacina de virus vivos vem desenvolvendo as seguintes pesquisas:
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. Afenuacac por neagrupamento de gens - Os virus que pOSSUEM gencmas — segmentados,
e que nao se miltiplicam bem em seres huwanos ou primatas, & identificado ou produ-
zido ro laboratdrio. Subsequentenente todos os seus gens, Com eXCegan daqueles que
codificam os principais antigenos protetores, so transferidos em um virus reagru-
pante por reagrupamento de gens durante a co-infeccdo com um virus humano virulen-—
0. 0s gens que codificam os principais antigenos protetcres sio derivados do wirus
original humano virulento. Virus da Inffuenza-A que s&0 restritos acs seres humaros
camo os da Ingluenza~-A avidria mostram-se pramissores comd doadores de gens protéi-
cos para serem utilizados em atenuaces de v:.rus epidénicos ou pandémicos, da In-
fluenza~A humano. O reagrupamento de gens do virus Ingfuenza-A assim constituido
apresentou~-se satisfatoriamente atenuado e lmunogenlco em individuos susceptiveis e
parece reter fenotipo atenuado durante a repllcacao *in vitro". Uma abordagem simi-
lar esta sendo utilizada para a atenuacdo do rotavirus, o agente etioldgico princi-
pal de diarréias em criangas e muitas especmes animais.
2. Afenuacao por ebiminacao do gen patogenice - Foi construido um mutante de  HSV-1
gem um gen promotor (a), gue mostra ser atenuado em animais de experimentacdo. Pro—
gressos também t8m sido alcancados cam virus Inffuenza-A, gue possui um gencma ssg-
mentado, de oito gens can cadelia simples de RNA separados e de polaridade negativa.
FPoi construida também a sequéncia completa de gens do virus da Ingluenza contendo
DNA clonado, por técnica de DNA recombinante. Quando inserido dentro de um vetor
viral apropriado camc o SV40, o DNA clonado e expresso em células eucaridticas como
proteina funcional do virus Injluenza. Permanece alnda O problema da tranferéncia
da mfoxmac;ao genetlca do DA clonade de wolta ao virus infeccioso.
3. Vinus vacinaés atenuado como veton para an&gm proteton vinal he,tmotoga -
Utilizando-se a técnica DNA recarbinante & possivel inserir-se gens para o ant;geno
protetor wviral dentro de un virus heterdlogo atemuadn para seres humanos. O virus
vaccinia tem sido avaliado para ser utilizado como vetor atenuado. No minimo, 22Kb
do IDNA exOgeno podem ser inseridos dentro do virus vaccinia, sem diminuir sua in—
fectividade para cultura de celulas. Recoanbinante do virus vaccinia tem induzido
resisténcia significativa para HEV e virus de Tnffuenza—A em animais experimentais.
O recombinante vaccinia-HBs Ag protege chimpanzés contra desafio com HBV, enquanto
que o recombinante vaccinia Tnjfuenza-A protege hamster de inoculagdo intranasal de
virus Influenza-p,
4. Sefecao de epitopes mulantes, com o uso de anticonpos monoclonais neutralizan-
425 - Os rutantes atenuados sao selecionados por anticorpos monoclonais especificos
contra um epitope cuja conformacdo & critica para viruléncia., A base de atemuacio
de mutante do virus rabico parecer Ser a substituicio de um amincacido em wm sitio
especifico dentro deste epitope. Infelizmente, © fe_not::.po atemado nao € estavel, e
da replicacdo destes mutantes em hospedeiros penxusswels, como o camundongo  re—
cém-nascide, emerge virus rabico virnlento. 2 ateruacio do reovirus foi feita oor
selecao de virus por antlcoxpos moncclonais com uma mrtacao afetando a funcio de
adsorcao da protama de capsideo S1. Esta atenuac;ao parece ser estivel e passagens
seriadas "in vivo" n3o deram formagdo de virus virulento.

Akira Homma

Fundagdo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4365

20000 Rio de Janeiro RI

Coléd Spring Harbor - Symposia or Quantitarive Biolegy. I/II -~ Movable genetic
elements. New York, Cold Spring Harbor, vol. 65, part. 1/2, 1025p., 1981.US3 62.40,

BEmbora "Elementos miveis” no genoma tenham sido descobertos nos anos 40, por Bar-
bara McClintock, somente a partir dos anos 70 um maior nimero de laboratorios con-
sagrou-se ao estudo de Sequencms de Insercaoc (IS} e transposons. A descricio do
renomeno de transposican de sequéncias de DMA tem, desde entae, mostrado ser um fe-
ndmeno geral em procariotos e em eucarlotos, sendo responsivel por varios mecanis-
mos particulares de requlacac da expressao génica.
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a generalidade da existéncia de elementos moveis nos genomas e a inportancia bio-
logica deste mecanismo resultaram, em 1980, no tema central do famoso Simposio de
Cold Spring Harbor, abordado neste volume XLV, que & dividido am duas partes.

A primeira € consagrada & descricdo de Elementos moveis em bactérias e em bacte-
ridfagos, sendo discutidas as prupriedades gerais, estrutura e funcao de elementos
transponivels, assim como oS pecanismos ¢ os fatores que afetam a transposigso.

Na sequnda parte s3o descritos fendmenos de transposicao am eucariotos, e, an vi-

rus que transformam células eucaridticas. A discussdo esterde-se da  instabilidade
genética de plantas até a variacao antigénica em tripanoscmatidecs, passando pela
descricio de elementos de transposicio em Dicsophila e em levedura e a  importancia
dos mesios na  organizacao e evolugao dos genomas de eucariotos. S&o apresentados
também trabalhos sobre a organizagao e funcdo de genes de  eucariotos, notadamente
no que concerne 0s genes que codificam as cadeias polipeptidicas das imunoglcbuli-
nas. .
No volume XLV do Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology sao apresen—
tados 113 artigos de primeira linha sobre Elementos mbveis, sendo que varics deles
podendo ser considerados classicos pela importancia e generalidade dos fenfmenos
biclogicos estudados e elucidados. (omo caracteristico dos volumes que Compoen esta
série, & de leitura extremamente interessante, sendo imprescindivel a uma boa
biblioteca de biologia e genética molecular.

Samuel Goldenberg

Fiocruz

Dept? Biogquimica e Biologia Molecu—
lar

Av, Brasil, 4365

21040 Rio de Janeiro RY

22 Congresso Mundial Sobre Doencas Sexualmente Transmissiveis (P.S.T.), Parisr, 25 a
28 Junho 1986. Palais Des Congres (Porte Maillot).

Sob ¢ patrocinic da Organizacac Mundial da Salide, serd realizado ¢ 29 Congresso
Mindial scbre Doencas Sexualmente Transmissiveis, rnos dias 25 a 28 de Junho de
1986, no Palais Des Congres (Porte Maillot) em Paris, Franga.

Dentre os varios temas abordados, destacam—se: Infecedes urinc-cenitais causadas
por chlamidias, germes piogé&nicos, micoplasmas e fungos; Infeccles congémtas pe—
rinatais, fetal, maternal, Camplicacbes das infecgOes urmo—genz.tals Virus papll-w
loma; Herpes; Cytcmegalovuus Hepatite viral; AIDS, o virus responsavel e sua si-
tuacae no mindo; Contracepcdo e doencas sexualzrente transmissiveis: sua prevengio,
resisténcia a ant:l_blotlcos compenentes antigénicos, consequéncias econdmicas e so-
ciais, método de rapido diagnostico e conclusdes gerais.

Taxa de inscricac: Congressista: US$ 295; Estudante: US$ 100

Maiores informacdes: :
I.C.A. Commissaniat General

4, villa d'Orléans 75014
Paris France

Tel. (1) 327.8000 Telex 206213 :
Edson Marden Bonifécio Souza
Sociedade Brasileira de Microbiclogia
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitiria

05508 S80 Paulo SP

149 Congresso Internacional de Microbielogia, Manchester/Ynglaterra, setembro de
1986

Os eventos do congresso OCOrYerao no Roscoe Building, Universidade de Manchester.
Os simposios abordardo topicos caro:
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1. Bactericlogia-a. Sistematica (classificagdc dos grupos bacteriancs; importancia
dos actinomicetos na indfstria; impacto da taxoncmia quimica na sistematica bacte-
riazna, papel das hamologias e sequéncia dos nucleotideos; taxoncmia da familia das.
bactérias anasrdbias Gram-negativas); b. Industrial {métodos ripidos de deteccdo,
identificagao e enumeragao de microrganismos; conversio orgénica de microrganismos
refugados em relacdo a agricultura e a industria alimenticia; processo e controcie
de fermentagao; preservacic de alimentos, avaliagio de risco e microbiologia predi-
tiva; cultura de células; selegdo de microrganismos); c. Bioquimica {genética &
metabolismo  anaerdhio; argquibactérias; divisSo e crescimento celular; biogquimica e
genética de procariontes fotossintetizantes: integracic da funcio metabdlica da
bactéria e sua reguiacao; papel dos camponentes inorgdnicos e elementos ne metabo-
ligmo bacteriano; estrutura e funcdes da membrana bacteriana); d. Genética e biclo-
gia celular {replicacac e divisac; organizacac e rearranjo no gencma de  procarion-
tes; avancos recentes nas técnicas de DNE recambinante; regulacao e diferenciagio
genética; reparagao e recombinagio do DNA); e. Ecologia (ambientes oligotroficos,
escala e gradientes em ecologia microbiana; ambientes térmicos; transferéncia do
gene no ambiente natural; papel dos pollmeros extracelulares em ecologia).
2. Micologia - Requlacdo e expressdo génica; elementos de genética; micorriza; dife-
renciagao multicelular; menbranas fimgicas; diagndstico e tratamento com pacientes
portadores de imuno-supressio flingica e principios da cultura de fungos.
3. Virclogia- Viroses como vetores génicos; recambinagao e transposicho; esperimen—
tos de multiplicacac viral; deteccac de particulas virais defectivas; genética mo-
lecular; novas vacinas virais; detecgao e diagndstico de doencas virais.
O prograpa ainda est3 sujeito a modificagdes. Sugestdes e recarerdacdes poderdo ser
incividos nos temas e enviadas a:
Prof. Stuart W. Glover
Pepartment of Genetics
Ridley Building The University
Claremont Place
Newcastle Upon Tyne NET1 7 RU
Inited Kingdam
Rosa Maria Tavares Andrade
Sociedade Brasileira de Microbiologia
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitiria
05508 830 Paulo SP

Erlandsen, S.L. & Meyer, E.A., eds. - Giardia and giardiasis: biology,
pathogenesis, and epidemiology. New York, Plemum Press, 407p., 1984. US$ 65.00.

Mo prefam.o os editores enfatizam que o© propos:.to principal deste livio &€ o de
comenorar © terceiro centendrio da descoberta da Gdardia por Leeuwenhoek, além da
apresentacao dos avancos realizados no conhecimento da Gigrdia e daglardz_ase Camn ©
advento de novas técnicas, como a wicroscopia eletrdnica, a bicguimica, a imunoqui-
mica, a cultura de tecidos e a fisiologia, um grande nimero de informagdes surgiram
schre a organizacdc e caracteristicas deste protozoario parasita e sua interagio
ccin ¢ hospedeiro. O livro estd dividido em tr8s secdes: I — Estrutura e fisiclogia;
IT - Giardiase e I1I - Epidemiclogia, escritas por uma expressiva lista de 30 auto-
res. Na prme:u:a segao o tema dominante & a biologia do organismo, com wma excelen—
te discussdo sobre a morfologia d trofozoito e do cisto. Este texto & ilustrado
com maravilhosas fotografias ao microsedpic eletrdnico de ultraestrutura e de var—
redura {(SEM), as quais mostraram as principais diferencas morfoldgicas entre as es—
pécies deste género, O metabolisme deste flagelado € apresentado no capitulo 3, e
sao descritos e discutidos os estudos realizados neste drea, demonstrando a impor—
téncia do bioquimismo celular deste flagelado. A seguir, no capitulec 4, sio expos—
tos os primeiros estudos realizados na detecgao de iscenzimas e a sua aplicag3o mo
estudo taxondmico da Giardia. Nos capitulos 5 e 6 580 spresentadas técnicas para ©
isolamento de trofozoltos e cistos e métodos para o cultive "in vitro" de trofozoi-
tos.  Esta primeira secdo termina com um estudo sobre a fisiologia da trofozoito e
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com a a,presentagao de um wodelo para induzir o flagelado ac desencistamento. A se-
gunda secac deste volume discorre sobre o diagnostico e tratamento da giardiase.
Nos capitulos sobre sintomas e tratamento € exposto que O mecanismo a%peczflco da
ratogenicidade da G. fambiia ainda nic estd bem esclarecido, como também ndo ficou
elucidadc porque certas pessoas apresentam uma fase aguda da doenga e outras s30
virtuvalmente assintomZticas, existindo uma grande variabilidade em ambas situacces
clinicas. Entretanto as razdes destas mudancas permanecem desconhecidas, mas os
gsintomas parecem ter uma correlagzo com transformagdes histoldgicas e enzimaticas
& intestino delgado. Os trabalhos sobre a immologia da giardiase apresentam uma
preciosa colegio de novas informagles para os estudiosos da J.rm;xnoparasz.tologla. Bs~
tas investigacCes demonstraram gque a pmllferac;ao dos trofozolitos de Giardia no
instestinc delgado induzem a produgan de und immidade humoral e de uma resposta
celular, gue poderac ser detectadas no soro e nas secrectes intestinais. Os autores
discutem o exame parasitoldgico das fezes oomo o método de diagnostico definitivo
da giardiase, pelo encontro de trofozoitos e cistos, -Entretanto, os testes SOrolo-
gicos, como a immofluorescéncia indireta (¥FI), a -imuncdifusdo (D), a enzimaimi-
noensaio (FLISA) e a eletrosinéresis (CIE), gradativamente tem se firmado como uma
complementacao  do diagndstico ms.croscéplco, nic sé nos exames de rotina, mas prin-—
cipaimente nos estudos epidemiolégicos. Na terceira segzo deste cmrpends_o & propo—
51<;ao é 0 estudo da epidemiclogia deste flagelado. Inlczalﬁente s&0 feitas conside-
raghes sohre a agua potavel como uma fonte de giardiase. Os varios autores dos ca-
pltulos apresentam trabalhos de pesquisa comn © objetivo de detectar e remover da
agua potavel os cistos de Glandia. Rs diferentes vias de transmissac s&o discutidas
com  profundidade e & dada uma visdo geral dos diferentes animais que s3o o8 reser—
vatdrios e transmissores das diferentes espécies de Glardia, como tambén fica bem
fundamentado que a principal via de transmiss3o € através dos alimentos contamina—
dos com cistos. Os editores deste livro atingiram os seus objetivos, pelo seleto
nimero de colaboradores que escreveram os 22 capitulos, além de brindarem os leito-
res cam uma excelente revisido bibliografica. O ponto forte deste livro foi trazer
um melhor enterdimento da Giardia. como uma celula individual; da interagao deste
parasitc flagelado cam a muicosa do intestino delgado do hospedeiro; da produgéo da
doenga, e dos fatores que envolvem a epidemiolegia da deoenca. Este excelente livro,
deverd se constituir, por sua abrangéncia, em uma leitura cbrigatdria para grupos
de pesquisa e um compéndio de consulta permanente pelos parasitologistas, bidlegos,
epidemiologistas, imunologistas e médicos. i

Geraldo Attilio de Carli

Faculdade de Farmacia UFRGS

Disciplinade Anilises Parasitologicas

Av. Ipiranga, 2752

90000 Porto Alegre RS

Gallo, R.C.; Essex, M.E.; CGross, L., eds. — Human T-cell leukemia/lymphoma virus;
the family of human T-lymphotropic retroviruses: their role in malignancies and
association with ATDS. New York, Cold Spring Harbor, 3%8p., 1984. $60.00.

Neste livro, encontram—se resumidas as palestras e discussdes de um encontro de
especialistas, realizado em sctembro de 1983 em Cold Spring Harbor. Os 106 pesqui-
sadores participantes apzesentam sua experiéncia no estudo dos retrovirus, associa—
dos aos linfamas e leucemias de linfécitos Timo—dependentes (HTLV) , dlscutwrxio nao
apenas aspectos tefricos de grande relevancia, mas também suas possiveis aplicactes
praticas.

0s capltulos iniciais abordam pesquisas basicas, versando o Cap. 1 sobre Modelos
animais e Virus relac:.onados, destacando similaridades entre os fenfmenos associa—
dos 3s leucemias de linfécitos T em felinos, bovincs e seres humanos., No capitulo 2,
sfo analisadas as propriedades bioguimicas e bioldgicas das proteinas centrais e da
cipside, bem como dos acidos nucleicos dos virus HITV, incluindo-se importantes es-
tudos de clonagem molecular.
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No capitulo 3,530 gpresentados estudos que avaliam os efeitos & HILV sobre a
biclogia de linfécitos T, com erprego de receptores de superficie e caracterizagdes
rorfofuncionais através de anticorpos monoclonais.

Os capitulos finais sdo reservados 3s pesquisas aplicadas, encontrando-se, no Ca-
pituio 4, estudos sobre a epidemiclogia e histdria natural das moléstias relaciona-
das acs HILV, com énfase a estudos populacionais de leucemias e linfomas T em Vi~
rios paises. Finalmente, no capitulo 5, discutem-se possiveis correlaches entre in-
fecgbes por HILV e a Smdrome de Immodeficiéncia Adquirida (SIDA).

Os temas estudados sao de interesse muito atual e as pesquisas apresentadas em-
pregam os metodos Il'ElS modernos e adequados. Mesmo diante da heterogenexdade dos
autores, Quanto ac pals de origem e formagao proflssmnal o livro contén  informa-
goes e discusstes d mais alto nivel, além da citagdc de grande nimero de referén-
cias bibliograficas atualizadas, devendo ser considerado de grande utilidade aos
interessados em estudos acerca da participagdo de virus no desenvolvimento de nec-
plasias.

. . Vendncio Avancini Ferreira Alves

Divisao de Patologia

Institutoc Adolfo Lutz

Av, Dr, Arnaldo, 355

Caixa Postal 7027

01000 SZo Paulc SP

Marchalonis, J.J., ed. - Tmmunobiology of parasites and parasitic infections. Vol,
12 - Contemporary topics in {mmunobioclogy. New York, Plenum Press, 497p., 1984. US$
59.50.

¥ Immnobiology of Parasites and Parasitic Infections”, wolure ne 12 da série
"Contemporary topics in immncbiology®  (Plenun Press, NY), & um lancamento de
interesse para especialistas e estudantes de pds-graduagdo, nas dreas d&e
imunologia, parasitologia, bioquimica e salde publlca. Varios pesquisadores, de
projecéo internacional, contribuem na preparagio desta publicacdc, editada por J.J.
Marchalonis. O livro abrange varios temas fundamentais da pesquisa imunoparasitolo-
gica e, salve raras excecdes, oferece uma visao prospectiva de suas principais ten-
dencLaS A opgao de incluir, nesta prestigicsa serie, um volume especialmente dedi-
cado a imunobiologia de parasitos, reflete a rapida evolucio de conhecimentos nesta
&rea e a enorme expectativa an torme de seu desenvolvimento., Reforgada pe).o ex—
traordinario progresso da biotecnologia (producao de anticorpes monoclonais, técni-
ca do D-recarnbinante, etc.), a munoparas:.tologla depara-se com francas perspec-
tivas de exercer um expressivo papel no carbate as infeccOes parasitarias de maior
mtportancm médica cu econfmica/veteriniria. Este fato se reflete ma selecd &os
topicos deste livro, que resume recentes esforcos na caracterizagic de antigencs
protetores, em diversos sistemas, Luc Pexrin & col.por exemplo, relatam o progresso
ja alcancado na andlise da constituigdio antigénica do plasmodio, am diferentes es-
tagics do seu ciclo de vida. Ainda sohre a malaria, Russel Howard & John Barmwell
concentran-se na caracterizagio dos antigenos de supetfs.c:.e, eXpressos na fase eri- -
trocitica do cicleo de desenvoivmento detalhando aspectos mecanisticos relacicna-
dos com 0 escape dos parasitos, a acao potencialmente citotoxica da resposta imme.
Ainda scbre os mecanigmos de evasgo, os tripanossomas africancs revelam particula-
ridades que justificam o entusiasmo que despertam entre immologistas: Georges Roe-
land & Margaret Pinder resumem o estag:.o de conhecimento atual scbre o mecanismo de
“variagao antigénica" das glicoproteinas de superficie dos tripanossomas em seus
aspectos bioguimicos e genéticos. Cutras vias de escape foram detectadas na trlpa—
nossamiase africana, a saber: ativacio pollclona_l de linfécitos B, com possivel
exaustdc do potencial reative desta populagas linfocitaria; hiperglcbulenemia; e
Immodepressdo em intensidade variavel.

A neutrallzagao das respostas irunitarias assegura a iiabilidade de uma carga pa-
rasitaria m:.mma, nas infecgGes crinicas. Estes mecanismos representam um importarn.
te cbstioculo 3 agdo prof:.latlca ou terapSutica de vacinas contra infecgles por  me-
tazodrios ou protozodrios. As diferentes estratégias utilizadas na vacinagao expe-
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rimental foram analisadas por Graham Mitchell, tomando como base seus estudos nos
modelos marinos da Cistecercose, Giardiase, Nematodiose, Esquistossamose, e Leish—
maniose cutdnea . Neste Gltimo sistema, Mitchell e seus colaboradores australianos
deronstraram  elegantamente o critico papel desempenhado por linfocitos T na deter—
minacdo da resisténcia/susceptibilidade genética & infecgdo por Ledshmandia tronica.
Nas linhagens de camundongos s,zsceptz.vels as lesCes cutidneas causadas por L. f40-
ch,a progrldem inexoravelmente devido 3 inducdo de células T supressoras especifi-

cas para antigenos parasitarios. A producio e andlise funcional de clones de linfoe
citos T especificos para L. Thopica ou também para 5. monsond, € descrita _por Jac-
ques ILouis & col., um dos primeiros grupos & extender essa abordagem & pesquisa
Jmunoparas:l.tolog:_ca. Seus achados revelam que alquns destes clones pramovem Varias
funcoes imunoldgicas. O mecanismo da resisténcia adquirida contra L. :b’wpx_ca nap
foi definitivamente estabelecido; uma das hipSteses mais favorecidas prevé a parti-
cipaci de T-linfocinas (interferona gama ?} na ativag@o de macrofagos, com &  con-
sequettte mdugao de sua atividade microbicida, a nivel intracelular. Fagbcitos mo-
monucleares s3o, reconhecidamente, capazes de prover uma ambiente favoravel para a
mﬁﬂpllcagao de patdgenos intracelulares, incluindo-se neste grupo diversos proto-
zoarios. Nadia Nogueira, em sua revisic scbre o assunto, descreve as evidéncias que
apontam a participacdo de sistemas oxldatlvos na at1v1dade parasitocida de macrdfa—
gos estimulados por T. linfocinas.

A relacic dos fatores mmorais e celulares implicados na resisténeia natural oon-
tra infecgdes parasitarias € muito mmerosa, tornando dificil avaliar a contriboi-
gi0 relativa de cada slemento neste fenfmeno tdc fundamental, A exaustiva revisio
de Joseph & Julia Albright reflete a natureza predominante fenamenoldgica deste
complexo aspecto da relagso parasito-hospedeiro.

Em oportuna revisdo, Dean Befus & John Bienenstock identificaram as &reas de in-
terface entre a mmnologla, a parasitologia, e a fisiologia gastrointestinal neu- )
roenddcrina, estabelecendo sua relagac com processos inflamatdorios de base immnolo-
gica localizados nas superflcn.es micosas. En una tentativa de apreciacdo conceitual
do fenfreno immopatoldgico na doenga parasitaria, Michael Philips & Bduard Fox
compaxam a Filariose, doenca de etiologia complexa, provocada por varios nematd-
deos, com a esquistossomose, causada por trematodeos dlgenetloos Ainda sobre a es—
quistossomose, sua complexa imunobiologia & reexaminada em capitulo separado por
Raymond Damian. chrpletamio essa extensa coletdnea de textos em imunoparasitologia,
Anthony Allison expoe argumentos a favor da ainda controvertida tese scbre a parti-
cipacao da imunidade celular na res:.stencm contra a maldria e a babebiose; Allison
sustenta que o8 hemoprotozoarios sdo preferenc:t,alnente eliminados, no estagio in-
tro-eritrocitico, pele efeito de "stress" weidativo induzido por reagdes de imuni-
dade celular.

Concluindo, trata-se de wma publicagdo valiosa para profissionais e estudantes
envolvidos com a imunoparasitologia, ou campos relacionados. Trata-se de wma leitu-
ra estimilante que deve ser recomendada sem hesitacoes,

Julio Scharfstein

Dept® de Imunclogia

Instituto de Microbiologia UFRT
Centro de Ciéncias da Satde
Bloco I — Ilha do Funddo

21941 Rio de Janeiroc RJ

Mazl'tin,.G.W.; Alexopoulos, C.J. & Farx, M.L. - The genera of myxomycetes. JYowa,
University of Iowa Press, 560p., 1983. US$35.00.

Trata-se de uma revisap atualizada e simplificada (até nivel de género, somente)
da monografia The Mygomycetes, de Martin & Alexopoulos (1969).

Trabalho publicado no mese estilo, formato e papel da citada monografia, com 2
mesna excelente apresentacio, com a reproduglo integral de todas as estampas _publi~
cadas na mnogra;fa.a, fornecendo, assim, uma grande soma 69 informactes que vao i
to além do nivel de gé&nexo.



3317

A parte introdutdria, referente a ciclo de vida, morfologia, cicle nuclear, £i—
siologia, observagdes sobre cultura em laboratorlo, ecclogia, distribuigao geogra-
fica, e temicas de coleta e herborizagdo de espéeimes, incluem dados das mais re-
centes pesquisas, atualizando informagdes cbtidas nos anos que se sequiram A publi-
cagao da monografia (1969).

Na parte taxondmica ha modificagbes diversas, que convém sejam mencionadas. Foi
acrescentada wa subclasse - Stemonitoawycetidae - conpreendendo os crganismos da
ordem Staonitales. Na ordem Liceales, a antiga familia Reticulariaceae foi substi-
tuida por Enteridiacese e o nare genérico Reticufania por Epfernidium, por questdo
de yrioridade nomenclatural. Os géneros Barbeyella e Clastoderma, que na monografia
estavam na familia Steronitaceae, da ordem Stemonitales, foram transferidos para
wa familia propria - Clastodermataceae — que foi coclocada Jjunto a Echinostelia-
ceae, na ordem Echinosteliales, O géherc Mimzkatelld, que na monografia estava na
familia Dianamaceae, fol transferido para Trichiaceae. O género Efacomyxa, que, na
monografia, pertencia & familia Stemonitaceae, foi colocado em familia prépria —
Elaecmyxaceae — e transferido da ordem Stemonitales pera Physarales. Na familia
Physaa:aceae foram feitas duas modificagOes basicas: a introdugdo, na chave, do g&-
nero Profophysdnint ¢ a mudanca do nome Clenkowshia {(que estava preocupado) por
Willrommfengea, A familia Didymiaceae apresenta, também, alqumas modificagdes: a
inclusdo do género Diacheq , que na monografia estava colocado na familia Stemonita-
ceze; inclusao do género Trabrooksdia (proposta por Kelier, em 1980); e a inclusdo,
na chave, e sem qualquer explicacdo &o género lepfodeama, que, no mesmo trabalho,
estad incluido na familia Stemonitaceae, da ordem Stemonitales {p.81), gerando, evi-
dentemente, certa confusao. A subclasse Stemonitomycetidae & inciuida no trabalho,
contende wnicamente a ordem Stemonitales, com as familias Schenellaceae e Stemoni-
taceae, sendo que a familia Schenellaceae também & novidade, pela elevagio do géne—
o Scheneffa {que na monografia pertence 3 familia Stemonitaceae) & categoria de
familia. Na chave para géneros de Stemonitaceae consta Elagomyxa {because of its
traditional classification in the Steronitales), o gque pode causar confusdo, consi-—
devando que os autores mlocaram 0 género em familia prépria -~ FElasomyxaceae
{p.62}.

Considerando que a monografia (The Myxamycetes) de Martin & Alexopoulos (1969) &
tida quase que como a biblia dos especialistas e aficionados em mixemicetos, esta
edigic, oomo sua revisdo atualizada e condensada (até nivel de génerc), serd, cer—
tamente, de wvaliosa utilidafe para todos os que trabalham com esse grupo de orgaw-
nismys. Todavia, muitas das mudangas taxondmicas propostas {@trés citadas) s3c dis—
cutiveis e precisam ser tomadas com as devidas cautelas, principalmente tendo em
vista o©s trabalhos dos especialistas europeus, liderados pela holandesa N.E. Nan-
nenga-Bremekamp,

Para estudantes e especialistas cujo principal interesse taxonfimico nos mixomice-
tos for apenas a identificacac & género e suz posicdo nos taxons supericres, o
travatho &, no wmomento, insubstituivel, e deveria fazer parte obrigatoria das
bibliotecas especializadas.

Alcides Ribeiro Teixeira
Chacara Botanica

Caixa Postal 85

13300 Itu 8P

Simposio e curso avancado immologia

A Yakult em associagao com a SBI e 0 Dept? de Imunologia do Instituto de Cién-
cias Biom&dicas da USP, patrocinarid un simposic e um curso avancado em imunologia a
realizavem—se, respectivamente, nos dias 13 e 14 de fevereiro e de 15 & 21 de feve-
reiro de 1986. O simpdsic sera realizado em S3o Paulo, Capital, mo Campus da USP e
sera coordenado pelo Prof. Dr. Wilmar Dias da Silva do ICB/USP, O curso seria coor-
denade pelos Doutores Antonio Coutinho (Instituto Pasteur , Paris) e Susum Tone-
gawa (Mass. Inst. Technology, Boston) e serd realizado no Hotel Reflgio do Corsario
na Praia de Fortaleza em Ubatuba,Sa0 Paulo. O simpdsio serd aberto a todos os inte-
ressados enquanto que © cursc serd destinado a 30 alunwos a serem  selecionados. A
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relacdc de conferencistas & a sequinte: FLALt {New York}- Rearrangement and expres—
sion of irmunogiobulin heavy chain genes; J. Andersson (Uppsala)- Lymphocyte acti-
wvation, growth and maturation; A. Augustin {Denver)- T lymphocyte repertoires; A.
Coutinhe (Paris)- Antibody repertoires: the physiclogy of autoreactivity . H. Eisen
{Seattle/Paris) - Genetic basis fer antigenic variation in African trypanoscmes;
W.Haas (Basel}- Sanatic cell genetic analysis of neoplastic cells; T. Imanishi-Kari
{Boston}~ 2Antibody repertoire in heavy—<hain transgenic mice; N, Jerne {Castil-
lon-di-Gard)~ The immune system; H. Ploegh {(Amsterdam)- Human class I genes: struc—
ture, polymorphism and expression; S. Tonegawa {Boston)- The generaticn of immune
diversity: N. Vaz {Paris/Belo Horizonte)- Organism-centered immunclogy.

Para maiores informacghes, dirigir-se ao Dept® de Immologia, ICB/USPE (Dr. Wilmar
Dias da Silva — Coordenador), através do telefone: 2127711 ramais 482 e/ou 506.

Semula do 19 Encontro Informal sobre Leveduras

A Sociedade Brasileira de Micrcbilogia e o Departamento de Microbilogia do Insti—
tuto de Ciéncias Biomédicas da USP, promoveram o 19 Encontro Informal sobre Levedu-
ras, no dia 24/6/85, no Edificic de Didaticas, Biomédicas II, USP, S&o Paulo SP.

Este 19 Encontro teve a participacdo de 71 especialistas da drea, oG represen-—
tantes de S&c Paulo (Rio Claro, Araraquara, Ribeirdo Preto, Botucatu, Campinas, Pi-
racicaba e Pirassununga), Amazonas (Manaus), Bsplrito Santo (Vitdria), Minas Gerais
(Belo Horizonte e Vicosa), Parana (Ponta Grossa), Paraiba (JoZo Pessoa), Rio Grande
do Sul {Rio Grande) e Chile,

0 Prof. Dr. José A. N. Candeias e o Dr. Joao Salvador Furtado abriram o evento
falando em nome, respectivamente do Departamento de Microbiologia do ICB/USP e da
Sociedade Brasileira de Microbiclogia.

No pericdo matutino os participantes foram distribuidos em trés grupos, de acordo
com as areas especificas, para a discussao de temas prioritarios,

Para cada area foi escolhido um relator que apresentou os assuntos discutidos nos
grupos, sendo, posteriormente, estabelecidas etapas efetivas a serem alcangadas. |
Proposigoes
Grupo da area médica = 30 participantes. Relator: Arlete E, Cury (Faculdade de
Ciéncias Farmacguticas, USP):

1. Novo encontro do grupo médico, possivelmente em agosto deste ano, e encontro ge-
ral durante o Congresso de Microbiologia.

2. Convidar pesquisadores estrangeiros a fim de que sejam divulgadas tecnolegias
consideradas padronizadas.

3. Criacao de centros de referSncia (manutengas de culturas ¢ padronizacas de méto-
dos para identificacao}.

4. Criagao de bancos de dados (trabalhos na area e listagem dos profissionais).
Pesquisa de antigenos, visande diagndstico rapido.

. Novos metodos de diagndstico e producdo de "Kits" nacionais,

. Estudo de modelos experimentais em animeis de laboratdrio.

. Cursos de especializagao e pos-graduagao.

Boletim Informativo schbre trabalhos e eventos.

Grupo da area Taxoncmia/Arbiental /Alimentos = 13 participantes

Relator: Samia Maria Tauk {Instituto de Biociéncias, Unesp)

1. Padronizacdo de amcstragem para os varios ambientes.

2. Teécnicas padronizadas para o isclamento de leveduras de diversos ambientes.

3, Estudo da manutencao de leveduras.

4, Criacao de Centro de Culturas (Colecao de Culturas).

5, Maior entrosamento entre o5 pesguisadores e trocas de informagdes (Banco de  da—
dos) .

6. Determinacgo de pardmetros que valorizem os resultados, para a extrapolacao do
ecossistema que esta sendo estudado.

7. MNovo encontro no Congresso de Microbiologia levardo propostas concretas.

Grupo da area Industrial /Genetica = 29 participantes

Relator: Alcides Serzedello (Institutc de Biogiéncias, Unesp}

1. Reunido do pessoal interessado em fermentagac alcoblica com apresentaczo de  te—

\OOD\IO\U'I
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mas centrals para serem amplamente discutidos.

2. Convidar pescuisadores do exterior gue tenham ampla e comprovada experiéncia em
fermentagao. Fol sugerido © Dr. Stephan Oliver (Mass. University Institute of
Science and Technology) .

3. (olegac de culturas. Divulgar o que estd acontecendo sobre este assunto na  va—
rias Secretarias de Estado, Institutos de pesquisas, universidades, fundagles, etc.
Consenso geral de etapas efetivas a serem alcangadas e seus responsaveis

1. Nova reunizo do grupo no proximo Congresso de Microbiclogia {(Sde Paulo) .
Coordenacgo Geral: Claudete R. Paula Gandra (ICB/USP)

Coordenadores de area — Médica: Arlete E, Cury; - Industrial /Genética: Flavio Al-
terthum; Tax./Alim. /Arbiental: José Santo Goldoni (F.C.A./Unesp)

2. Colegdo de culturas: Centro de colegZo de culturas com auxilic de entidades fi-
nanciadoras.

Coordenacdo: Adhemar Purchio (ICB/USP). Area Mé&3ica: Paulo 5. Minami {Fac. Ciéncias
Farmaceuticas-USP) ;

Taxonomia/Ambiental/Alimentos: Samia Maria Tauk; Industrial/Genética: Henrique V.
Amorinm (Departamento de Quimica-Esalg) e Maria Regina Melo Cruz (IPT/SP).

3. Convidar pesquisadores estrangeiros para treinamento de pessoal e cursos, com
auxilio de entidades financiadoras. Area MBdica - Nomes sugeridos: F.C. Qdds (In -
glaterra) — Contato: Olga F. Gampertz (EPM/SP} e Arlete E, Cury; Winner (EUA)- Con-
tato: Paulo S. Minami e Maria Jos& S.M, Gianinni ( Faculdade Cifncias Farmaceuticas
Unesp) ; Ahearn (BUA) - Contato: Adhemar Purchio.

Industrial /Genética— Name sugerido: Stephan Oliver (EUA) — Contato: Ana Clara S.
Frascino (ICB/USP)

Brbiental/Taxoncnia/Aliventos — MNore sugerido: Kreger van-Rij (Holanda) — Contato:
Claudete R, Paula Gandra e Maria Walderez Szeszs (ICR/USP); Youn W. Han {EUA} -
Contatos: Jose Santo Goldoni (F.C.A./Unesp).

4. Elaboragac de ur Boletim Informative, com o apoio da S.B.M.

Coordenacao Geral: Claudete R. Paula Gandra

Area M&dica: Paulo S. Minami e Carmely Sampaio {(Fac. Odontologia da U.F. Paraiba);
Taxonomia/Alimentos/Anbiental; Fernandc Carlos Pagnocca (Unesp) ; Industrial /Genéti-
ca: Flavio Alterthum (ICB/USP)

5. Atividades em conjunto. Contatos entre os trés grupos para elaboracdc de pesqui~
sas comuns, No proximo encontro cada grupe levara as principais linhas de pescquisa.
frea M&dica: Arlete E. Qury

frea Industrial /Genética: Flavio Alterthum

Brea Taxonomia/Alimentos/Ambiental: S3mia Maria Tauk

ninda nesse evento foram apresentados seminarios sobre: "Estudos recentes sobre
leveduras de interesse médico (Adhemar Purchio - ICB/USP); Aspectos atuais sobre a
AIDS (César A, Migliorati — F.0./USP); Técnicas empregadas para a determinacdo de
viabilidade de leveduras (Beneditc Corréa - ICB/USP}; Candidose de mucosa orxal
{Esther G. Birmann (F.0./USP) e Carmély Sampaio — F.O./U.F.Ph); Processos fermenta-
tivos por leveduras (Maria Regina Melo Cruz - IPT/SP) e Frngenharia genetica de S.
cerevisiae (Bna Clara 8. Frascino - ICB/USP).

Este 19 Encontrc do grupo fol realmente gratificante e temos a certeza de que o
mesne sera o primeiro de uma série de muitos outros frutiferos encontros. Esperamos
ainda que ¢ responsavel de cada etapa leve avante a mesma, pois gostariamos de ver
nossos principais cbjetivos alcancados e, sanente isto serd conseguido, com @ €S-
forgo de todos.

Enderego para correspondéncia:
Clacdete R. Paula Gandra

Depte de Microbiologia - ICB/USP
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitaria USP

05508 Sac paulo SP

Fone: 210.4311 Ramal 270
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Wicklow, D.T. & Carroll, G.C., eds. ~ The fungal commmity: its organization and
role in the ecosystem. New York, Marcell Dekker, 855p., 1981. US$ 127,50 + 15Z.

Este livro & o resultado de uma série de trabalhos apresentados no 29 Congresso
Internacicnal de Micclogia em Tampa, Florida (E.U.A., 1%77). Inclui 41
contribuicles organizadas aw 0ito secedes maiores. Estas secgles constituem-se de:
1. Bcologia dos fungos e teoria ecolégica (examinandc o papel da ecologia dos
fungos na geragso de teorias ecolégicas); 2. Popuiagoes, pararretros ambientais e
conceito de nicho (mvestlga.ndo a conceituagdo de nicho e o principic da exclusic
competitiva); 3. Owganizacdo de populagfes e comnidades (apresentando rmetodolegia
quantitativa para descrigéo de populagbes e comunidades); 4. Interacdes entre
populactes (indagando que interagdes podem ser usadas para compreender a estrutura
das commidades); 5. Desenvolvimento das comunidades (tratando da sucessio e de seu
papel no conceito de commidade); 6. Biomassa e produtividade nos ecossistemas
{Gesenvolvendo abordagens quantitativas pera determinar o papel dos fungos nos
ecossistemas); 7. Fungos no ciclo de nutrientes (apresentande processos e
interactes entre fungos e plantas) e 8. Hifomicetos aquaticos (representando 1m
exerplo de comunidade) .

Entre as contribuicCes, ha uma mistura de apresentagdes, isto &, resultados de
pesquisas (grupo de dades) e trabalhos de revisao. Considerande © conjunto de con-
tribulcdes, muitas s3c notaveis, cutras adequadas e poucas n3o muito Gteis. Em  ge-
r@al, a maioria das contribuigdes & muito boa, particularmente as que apresentam
idéias e conceitos Gteis como precedentes para interpretacde de dados.

O livro tem alguns pontos fracos, mas também pontos fortes. Inicialmente conside-
remos o5 fracos. Primeiro, o leitor & imediatamente surpreendido pelo tipo de  im-
pressac, que dificulta a leitura. Segundo, o livro & ruito extenso, provavelmente
pelo uso de impressdc inadequada. Algqumas das secgbes (isto &, Biomassa e produti~
vidade nos ecossistemas, Fungos o ciclo de nutrientes e Hifamicetos aguiticos)
talvez pudessem ser amitidas, sem alterar o cbjetivo principal do livro. Terceiro -
e mals importante - o conceito de cammidade nao & apresentads, nem pelos editores,
nem camo resultado das contribuigdes. BEste deveria ser o tema principal a ser enfa-
tizade ro livro. Ha micclogistas que tém dificuldade em aceitar a aplicagio & con-
ceito de cammidade ("sensu strictu”} aos fungos. O reconhecimento de comunidades
fingicas reguer um conhecimento antecipado de interacgSes (estratégias), sucessdo e
atividades das espécies gue, em muites casos, ndo estio disponiveis, Por conseguin-
te, wa definicio concreta de commidade faz-se necessaria.

Os pontos fortes do livro s3c encontrados em suas aspiragdes mais do que em  seu
dojetive (a definicdo de oocmunidade). Os editores acreditam que "por intermé&dio
deste livro os micologistas podem aprender como interpretar seus dados". Para a
maioria das contribuicSes deste livro, aceitamos esse ponto de vista, Também o5
editores estdc interessados na interface dados micoldgicos/teoria ecoldgica e reco- -
nhecem, coo muiitos outros, a importancia do uso da linguagem ecoldgica na ecologia
dos fungos, a qual pode ser compreendida e usada por ecologistas em geral. Final-
mente, alquns trabalhos apresentam idéias que podem ser usadas como precedentes ne—
cessarios para mterpretac;ao de dados fundamentais.

fspera-se que este livro nfo seja um ponto final no desenvolvimento da terminoio—
gia ecclégica e de teorias para os fungos {Pugh, G.J.F., Mycologia, 75:571-573,
1983). IAoredita-se gue o livro oferega um forte estimulo para o desenvolvimento da
ecclogia dos fungos e para os micologistas, ro sentido de encorajar o langamento de
hipbteses sobre o teama.

Rosely Ana Piccolo Grandi
Instituto de Botanica
Caixa Postal 4005

01060 Sac Pawio SP

& Tom Booth
Pesquisador Visitante
Instituto de Botanica
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