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VIBRIO CHOLERAE.NAD (I ASSOCIADO A INFECCAO ENTERICA HUMANA NO
ESTADO DA BAHIA, BRASIL

Ernesto Hofer
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Institute Oswaldo Cruz Fiocruz
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21041 Rio de Janeiro RJ, Brasil

Reswro

Em 76 espécimes fecals provenientes de pessoas envolv1das em um
surto de gastrenterite, ocorrido em 1974, que atlnglu varias lo-
calidades do sul da Bahia, foram reconhecidos cinco portadores de
V. choferge nzo 01 (sorotipe 10). A bactéria s6 foi isolada de
pac1entes da cidade de Teixeira de Freitas, sendo também detecta-
da em agua de consumo, indicando, provavelmente, sua transmissdc
por veiculacao hidrica. Uma das amnstras, oriunda de crlanga de
dois anos, revelou-se enterotoxigenica, caracterizada através da
técnica de ligadura de alga intestinal de coelbe e no emsaio com
as células YI.

Sumary

Non-01 Vibrio ehofenae assceiated with human enternic infection in
the State of Bahia, Buzilf

Among 76 fecal samples from people involved in an outbreak of
gastroenteritis occurved in 1974 reaching several localities in
the south of Bahia State, five holders of non-01 Vibric choferae
(serovar 10) were recognized. The bacteria was isolated only from
stools collected in Teixeira de Freitas City, beirng also detected
from contaminated drinking water showing, therefore, the possibi-
ity of a waterborne infection. A strain isolated from a two
years child was characterized as enterotoxigenic by the rabbit
ligated gut loops test and by the Y1 adrenal cells assay.

Introdugao

Fr varias partes do mundo, foram documentadas condicBes patoldgicas na espéeie
hmena, atribuidas a Vibaio chofenge ndo 01 (1, 10}. Geralmente, o quadro clinico
mais referido denota a atuvacdo da bactéria no trate entérico, exteriorizando-se
pela sindrome diarréica, embora outras localizagBes tenham sido mencionadas (1).

Tais microrganismos, tanbém denominados, genericamente, coamo  “vibrios no
coléricos® (VIC) ou "ndo aglutindveis" (NAG), atualmente pertencem a espécie U.
choferae (8), representando 74 sorotipos {sercvars}, diferenciadcs por antigenos
somaticos (12, 13).

Na América do Sul, em particular no Peru, foi zrelatado o isclamento desta
bactéria de cinco criancas ascometidas de diarréla (9). Cuanto ao problema no
Brasil, sua descriciio se concentrou exclusivamente em aguas de esgoto {6) & em
aguas e moluscos marinhos {11). Baseado nessa circunstancia, relata—se a ocorréncia
de V. choferae n3o 01 en algumas pesscas envolvidas em um surto de gastventerite,
que grassou no sul do Estado da Bahia, em 1974.

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 18(1):1-4, Jan./Mar. 1987.
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Material e Metodos

Considenagoes gernis - Em meados de junho de 1974, foi notificado um surto de
diarréia na populagdo da cidade de Caravelas, e que, posteriormente, se propagou
para outras localidades: Alcobaca, Eungpolis, Itamaraju, Itapebi, Juerena, Porto
Sequro, Prade e Teixeiva de Freitas. Os casos ocorreram, indistintamente, nas
varias faixas etdrias, observando-se que as caracteristicas ciinicas, mais
especificas da doenca, foram um tantc negligenciadas, com raras anotacies sobre a
natureza da diarreia {aquosa ou muco-sanguinclenta). :

Amostras amabisadas - Obteve-se 76 espécimes fecais de individuos portadores de
diarréia e em fase de recuperacdo, que foram conservados e transportados em meio de
Cary & Blair. Além dissc, recolheram-se 12 amostras de &dgua de consumo (cisterna,
fonte, poco e cacimba); 2 de guas de valas e 8 de crusticeos {siri e canardao) ,
provenientes de Caravelas, Barra de Caravelas e Teixeira de Freitas, O material
liquido foi encaminhado em wolumes de 200 a 300ml, acondicicnado em frascos
esterilizados e os crusticeos, em sacos plasticos individuais, todos mantidos sob
refrigeragéo, durante o transporte até o laboratdrio, que ndo ultrapassou 20 horas.

Lsolamento e idenlificacds - MNa pesquisa de entercbactérias patogBnicas, nos
diferentes espécimes, foram adotados os esquemas referidos por Costa & Hofer (3) e
Bdwards & FEwing (5). Para a deteccdo de vibrios, utilizou-se as semeaduras direta
e, apds enriquecimento de 12h, a 37°C, em dgua peptonada alcalina, pH -8,5, em agar
TCBS (Difco}. A caracterizagdo bioquimica foi realizada sequndo Hofer (7},
selecionando-se apenas as estirpes pertencentes ao grupo I de Heiberg (mancse +;
sacarose +; arabinose -} e capages de crescer em agua triptonada contendo de 0 até
3g% de NaCl, para os testes de aglutinacio rapida frente acs antissoros 01 e R de
Vibrnio cholenge. ‘

A tipificacao antigénica de V. cholerte ndo 01, assim como a pesguisa de
enterotoxinas (2, 4) foram realizadas no WHO Collaborating Centre for Reference and
Research on Vibrios, Calcutta, India,

Resultados e Discussao

Em principio, enfatiza-se que a cdlera foi admitida como uma das causas do
acontecimento,  considerando que nesta época a sétima pandamia alcangou um
extracrdinario nivel de propagagdo nas areas endémicas, inclusive projetando-se
para reqides até entdo inodlumes. Outros fatores foram relacionados a tal premissa,
oo o aprecimento do surto en cidade litordnea {Caravelas) ; as condicBes de
saneamento basico muito precdrias; o comprametimento dos diferentes grupos  etirios
da populacdo alvo e o carater explosivo da ocorréncia, insinuando a participacio do
mecanismo  de veiculag8o hidrica do(s) agente(s).

Diante dos resultados obtidos através dos coprocultivos, ficou patente a
complexidade do problema, tendo em vigta a gama de bactérias potencialmente
patogénicas isoladas, nas varias localidades. Todavia a predomindncia de Shigelia
flexneni 2a, reconhecida emn cince das oito areas atingidas, possibilita
responsabiliza-la ooo o principal agente do surto {Tabela 1}. .

Por cutro lado, na localidade de Teixeira de Fredtas, de onde n3o se obteve o
isolamento de Shigefla, foram detectadas cinco amostras de Vibrio cholerge,
caracterizadas camo sorotipo 10 {Tabela 1).

Consigna-se que os portadores estavam representados por tr8s criancas com dois
anos e dois adultos (29 ¢ 60 anos), sendo que os infantes ainda albergavam outyos
microrganismos (S. reading, S. thompson e Aeromonas hydrophifa) .

Apenas uma das culturas de Uibnio choferae 010, isolada de crianca, se revelow
produtora de enterotoxina, evidenciada pelo teste de ligadura das aleas intestinais
de coeiho e no ensaio com células Y1.

Alguns dos aspectos expostos, apresentam certa similaridade com agueles referidos
por Kay & col. (9) em Lima, Peru, tais coms, a maior incidéncia em criancas, as
associagdes com outros enteropatdgencs e a predomindncia de amostras desprovidas de
enterctoxinas.,



Tabela 1 - Distribuicho de eaterchactérias patogenicas isoladas de fezes dé
habitantes dos diferentes .locais do sul do estado da Bahia.
Simbolos:*{ ) = N? de isoclamentos

N2 de e de
Localidades amostras 3 Enterchbactérias isoladas
‘ analisadas POTTACOTES
Caravelas/ 24 8 Shigetla flexnend 2a{4)* — E. cold 0111 (3)
parra de Caravelas Safmonellia typhimunium(2) — §. newpont(1)
Ttaparaje 16 4 . 8. flexnend 2al?) - E. coli 0124(1)

S. typhimurium (1)

‘Aleckaga 7 2 S. fLexneni 2a(1) — 8. anizenae 18:24,223 (1)
Eunfpolis 7 2 8. §fexnend 2a -~ E. cold 0111
Porto Seguxo 7 2 8. {Lexneni 2a
Teixeira de Freitas 7 6 Vibric choferae 010(5) - S. neading (1) -

S. thompson'l) — Aeromonas hydrophifall)
Prado 5 1 E. coli 086
Juerana 3 - -

Como detathe complementar, assinala-se que todas as culturas de V. choferae 010,
resultaram do plantio primirio em dgar TCBS, insinuandc que um nimero significativo
de células viaveis, estava sendo eliminado pelas fezes, no momento da colheita.
Esta circunstancia provavelmente, reflete a efetiva colonizacao do microrganismo no
trato entérico dos hospedeiros.

Ressalta—se ainda, © isolamento de uma estirpe do mesmo sorotipo de V. cholerae,
da 3qua de consumo (cacimba) da regifio de Teixeira de Freitas. Analisando este
acontecimento sob o prisma epidemioldgico, & possivel aludir que o mecanismo de
transmissdo da bactéria, ocorreu através de weiculagio hidrica.

Em conclusic, admite-se que a pesquisa de vibrios, deveria ser adotada
rotineiramente nas coproculturas, até que se esclareca com dados mais concretos a
participacdo e a repercussdo desse agente nos processos diarréicos, em nosso eio.
Tal chservacho se congentraria precipuamente, scbre as populagfes do meio rural ou
de &reas urbanas, nio servidas por sistemas plblicos de abastecimento de agua
tratada, oconsiderandc que nas aguas superficiais ou subsuperficiais (pogos rasos),
os vibrios ndc halofilicos, por vezes, s8o constituintes normais da microflora.
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Sumary

A sercepidemiological survey was carried out in selected prime
blood donors from Rio de Janeiro, Brazil, in order to verify the
prevalence of hepatitis A and B viruses, cytomegalovirus and her-
pes simplex type 2 in 323 samples tested from white and non white
individuals. In the total group, we found a HBsAg prevalence of
1.5%, 7.7% of anti-HBs and 29.97 of anti-HBc, being that 31.37 we-
re found positive For the presence of infection caused by HBV.
The prevalence of these markers was different in white and
non-white individuals. The presence. of 977 anti-HAV antibodies,
97% of antibodies to CMV and 937 to herpes simplex type 2 was vew
rified in 100 samples, showing great dissemination of these viru-
ses in our community.

Resaamo

Sonoepidemiofogin das hepatites A e B, citemegalovinus e herpes
simplex tipe 1 em doadores de sangue primanios do Réo de Janeiro,
Brasif

Um estudo soroepidemicldégice foi realizado em uma populagio de
doadores de sangue da cidade do Rio de Janeiro, com a finalidade
de verificar a prevaléncia dos marcadores dos virus das hepatites
A e B, citomegalovirus e herpes simplex tipe 2. 4 principal ca-
racteristica da amostragem & a selegao de soros somente de indi-
viduos de primeira doacac. Foram analisadas 323 amostras para o
estudo de marcadores da hepatite B, divididos em soros de indivi-
duos de raga branca e nao branca. Verificou-se no global uma pre-
valencia de 1,5% de HBsAg, 7,77% de anti-HBs e 29,9% de anti-HBc,
apresentando um total de 31,3% de positividade para a présenc¢a de
qualquer um dos marcadores de infeccdo pelo virus da hepatite B.
A preval®neia destes marcadores foi diferente nos individuos
brancos e nao brancos. Em uma analise randdmica de 100 amostras
foi wverificada a presenca de 97% de anticorpos para hepatite 4,
97% para citomegalovirus e 93% para herpes virus tipo 2, demons-
trando a grande circulacdo destes trés virus na nossa comunidade.

Introduction
The epidemiology of hepatitis A and B, cytomegalovirus (CMV) and herpes simplex

Rev. Microbiol., Sac Paulo, 18{1):5-11, Jan./Mar. 1987.
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type 2 varies in the different parts of the world, considering several factors as
diversity of ethnic and social groups that influence the dissemination of these
viruses.

From several epidemiological studies carried out on hepatitis B virus, Szmmness
(15} showed a prevalence of HBs antigen in approximately 0.1 to 0.2% in North
America and Burope and a prevalence of 7.0 to 8.0% in some regions of Africa, BAsia
and Oceania (15).

In the tropical areas of Brazil, Bensabath & Boshell (1) demonstrated a high
prevalence of HBsAg reaching 5.1% in populations from inner Amazon {(1). In the
North East (Alagoas), we related a prevalence of HBsAg of 2.8%.

In the subtropical areas from the South of Brazil, the prevalence of this antigen
varied fram 1.0% in Caritiba (14) to 2.1% in Rio de Janeiro {10). In the country
side of Parani, Yoshida & col. (20) verified a prevalence of 4.14% of HBsaAg in the
population of asiatic origin, which was twice hicher than in white popilation of
the same region, denonstrating the ethnicity as a factor of influence in the
propagation of hepatitis B virus (20).

For cytomegalovirus, serolegical surveys carried out by different authors in Sio
Paulo (3, 4, 17) even though working with samples from different populations,
demonstrated that the infection occurs early with an increasing rate in positivity
of antibodies in the older age groups. It reachs B0% of positivity in the group
above fifty years old.

Studies realized by our growp in a population of North-East of Brazil,
demonstrated 82% of antibodies for cytomegalovirus by the indirect hemmaglutination
test,

In Bahia (Salvador) a study carried out among wamen between 15 and 30 years old,
fram low socieconomic level, showed 92.6% of positivity for antibodies against
cytamegalovirus by complement fixation technigque.

In relation to herpesvirus Salles-Gomes & col. {13) demonstrated in Sic Paulo by
the indirvect immmoflucrescence method the presence of antibodies in 38% of
children under 4 years old. This percentage increased to more than 90% by the age
fourteen.

This report presentsthe results of a sercepidemiological suxrvey of hepatitis A
and B viruses, cytomegalovirus and herpes simplex tyvpe 2, in prime blocd donors
from Rio de Janeiro, Brazil.

Materials and Methods

During a period of 9 months (1979-1980) 323 serum samples of prime blcod donors
were collected.

Serclogical hepatitis B markers were determined in 153 samples from white and 170
from norn-white individuals,

For serological analysis of hepatitis A, cytoregalovirus and herpes type 2
antibodies, 100 sarples were randomly choosen.

Determination of HBsAg - HBshAg was determined by reverse passive hemmaglutination
{R-PHA) wusing sheep erythrocytes treated with glutaraldehyde and sensitized with
anti-HBs. gammaglobulin as described by Imai & col. (7}. Serclogical technique was
perfnrmed following the technique described by Kimura & col. (8).

Dedfermination of anti-HBs - IAnti-HBs antibody was determined by passive
hemmaglutination (PHA) using a technique similar to R-PHA, however sensitizing the
erythrocytes with HBsAg previously purified by affinity chramatography  using
Sepharcse 4B linked to anti-HRs (21).

Detenmination of anti-HBe - This antibody was determined using the commercial test
CORAB {abbott Lab., North Chicago, Iilincis, USA).

Determination of anti-HAV - Bntibodies to hepatitis A were detected by the



campetitive technique of radicimmmoassay (HAVAB, Akbott Lab. USAa).

Detenmination of anti-CMV - The reaction used was indirect hemmaglutination, using
fresh sheep erythrocytes sensitized with the AD-169 cytomegalovirus strain, kindly
provided by Dr. John A. Stewart, CDC, Atlanta. The process and the methodology of
the test were realized according to the technicque described by Waper & col. (18}.

Determination of antibodies {on herpes simpfex Zype 2 - The same technigue
described for cytomegalovirus was utilized, using erythrocytes sensitized with MS
herpes simplex type 2 strain provided by Dr. J. Stewart.

Results

The HBV markers observed in Table 1 - HBEsAg, anti-HBs and . anti-HBc in
the group of 323 individuals populations of white and non-white individuals
belonging to a population of in Rioc de Janeiro
white and non-white are shown
in the Table 1.

From 153 sera analysed in the White (%) Non-—white {%) Total (5}
white population, none HBsAg
was found. The percentage of HBsAg 6/153 {0} 5/170 (2.9) 5/323 (1.5}
anti-HBs was 10.4% and  anti-HBs  16/153 (10.4} 9/179 (5.2) 25/323 (7.7}

antibodies for HRcAg were found  panei-HEC 347153 (22.2)  62/170 (36.4)  95/323(29.9)
in 22,2% of individuals. :

Fram 170 sera fram non—white
individuals, the percentage was
2.9% of HBsBAg, 5.2% of anti-HBs and 36.4% of anti-HBc, showing that this group
presented a frequency more elevated when carpared to the white population (¢ =
0.05, chi-square test).

The HBV markers can appear isolately or associated, showing the serological
aspects presented on Table 2. The frequency of infection by hepatitis B virus, that
means, the percentage of individuals which have already had contact with HBV, was
determined by the presence of any HBV marker.

Table 3 illustrates the prevalence of antibodies for hepatitis B, cytomegalovirus
and herpes simplex type 2.

For cytomegalovirus this group of donors presented antibody titers ranging fram
1:16 +o 1:8192, as shown in Figure 1, with a geometric mean of 1:350.5. For herpes
sirplex tyre 2 antibody titers ranged from 1:16 to 1:2048, as shown in Figure 2,
with a geametric mean of 1:172.4, In both tests titers below 1:16 were not
considered.

Discussimn

The frequency of appearence of HBV markers depends on a mimber of interelations

Table 2 — Patterns of serological respomse of infection by
hepatitis B virus in populatioms of white and non—white
prime blood domors, Ric de Janeiro

HBs?g + anti-HBs anti-HBec + anti-HBc any HBV
anti-Hec only anti-HBs only marker {%)

vhite T=153 0 4 12 22 38 (24.8)
Non-white T=170 5 1 8 49 83 (37.0)
Total = 323 5 = 20 Pkl 101 (3.3}
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as sex, age, race and education Table 3 — Antibodies against hepatitis A
level with reflection on the. virus, cytomegalovirus and herpes virus type
socic-econanic behavior © of  the 2 in prime biood donors, Rio de Janeiro
population.

- Thus, analysing the markers for
hepatitis B infection, we could
approach to a more precise data

Nr of sample % of positivity

about the circulation of this virus Hepatitis & 100 97

in a population of adult prime Cytamegqalovirus 100 97

blood donors, predominantly males, , 2 100 93
The frequency of asymptamatic Berpes virus type

carriers of HBsAg in these

individuals was 1.5% with 7.7% of ’
anti~HBs and 29.9% of anti-HBc. However, there was a significant difference betwes
white and non-white individuals. It seems to have a greater dissemination of HBV in
non-white than in white individuals.

Szmness (15), studying white and non-white populations of prime blood donors
from New York (ity, demonstrated a similar variation within the different ethnic
groups, In Brazil, Focaccia (5) showed the same result concerning white and
non-white groups.

The patterns of immmologic response caused by HBV infection in these two
populations dJdemonstrated that in white population, from 16 individuals who
developed anti-HBs, 4 responded only with anti-HBs, without the presence of
anti~HBc, and 12 were pogitive for both antibodies indicating that wviral
replication occurred. In non-white population only cne from mine individuals showed
response to anti~-HBs as unique marker and 8 showed anti-HBs and anti-HBe., In  this
group, all HBsAg carriers had anti-HBc antibodies (Table 2}.

The high prevaisnce of anti-HBc alone in both groups can be explained not only by
the sensitivity of the techmique employed but also by the high concentration of
this antibody usually fourd in serum.

It is important to assign that the presence of isolated anti-HBc can be explained
by the fact that this is the wnique marker present between the pericd of clearence
of HBsAg and appearence of anti-HBs and alsc a residual response after the
disappearence of anti-HBs (6).

Finally, the infection caused by hepatitis B virus showed a frequency 1.5 times
higher in non—white than in white individuals when analysed for the presence of any
marker of hepatitis B infection: 37% in non white population against 24.8% in white
population.

Regarding hepatitis A virus, MV and herpes simplex type 2, which have an
epidemiology quite different of HEV, it was demonstrated a high prevalence of these
antibcdies, reflecting a very high degree of circulation.

Szmuness & col. (18) clearly showed that the prevalence of specific antibodies
for hepatitis A is asscciated with factors as age, race, socic—econcmic level and
residence in endemic areas. In the same way, Xrugman & col. (%) demonstrated a
marked difference between populations from a same ares in relation to several
environmental factors.

The frequency of antibodies for hepatitis A increases with age. In the United
States, approximately 10% of children and 45% of adults show antibodies for this
. virus.

Through- enzyme immunoassay technique, we could observe that 97% showed antibodies
for hepatitis A over 18 years old, so infection prebably  ocourred early, during
childnocd, Data obtained in cur laboratory, revealed that over 2 to 3 years old,
the levels of antibodies resemble adults levels, when verified in children Zrom low
socio~econcmic level. .

By the other hand, a high prevalence of antibodies was also cbserved in relation
o MV and herpes simplex type 2. It is interesting to observe the variation of
hemmaglutination titers in these prime blood donors, which reached 1:8192 for MV
and 1:2048 for herpes type 2.

Indirect hemmaglutination technique using fresh erythrocytes was employed because
it permits an easy determination of the best concentration of tammic acid and of
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the antigen to he used. Another Figure 1 ~ Distribution of anti-CMV aatibodies
advantage of the methed is that by indirect hemmaglutinatiom in prime blood
it can be used for several donors, Ric de Janeiro

samples permiting to perform
the test in one day amd
allowing to work with sera
which can eventually  show
anti—canplementary activity.
The only difficulty consists in
the constant preparation of new
batches of RBC sensitized with
antigen, sc¢ that the reaction
can only be applicable to the
study of a great mumber of sera
on each time, and not in
isolated cases, for which the
reactions of canplement
fixation and imnoflucrescence 10 -
are very effective.

Bernstein & Stewaxrt (1971}
demonstrated that there is a
correlation between results %

3

30 -
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GMT - 1/350,5

number of samgples
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hemmaglutination test and L~ F2
complement fixation in a normal ©
population, although exceptions

can appear, particularly in ) )
sera from individuals with reciprocal titra
clinical disease explained by

the predaoninance of TgM

antibody cages in which the reaction of complement fixation can be negative (2).

The titers cobtained by indivect hemmaglutination observed by the same authors,
were 5 to 10 times higher than the ones cbserved by camplement fixation.

The implication of the employ of sera with anti-CMV for transfusion was studied
among others by Monif & col. (11). These authors demonstrated that the exclusion of
donors with serological tests positive for OV can significantly reduce the
probability of infection, particularly in susceptible receptors as patients
summitted to transplantation and who receive immmosupressing therapy and also in
pregnant women. In the conditions, it is indicated the utilization of blood wmnits
with absence of antibody for COMV. This statement may be difficult to fulfill in our
conditions, due to the high incidence of MV antibodies in the population.

Yeager & col. {19} also demonstrated the extreme importance of utilization of
blood units negative for OV in new-borns from susceptible mothers, with the aim of
avoiding prime infection which can lead to an unfavorable evolution of the clinical
disease.

Considering that the population of Rio 8e Janeiro presents a high prevalence of
antibodies for MV, we should expect that complications due to transfusions would
not be freguent, since the mmber of serapositive receptors must be eéqually high.

Actually, the exact influence of these plasmas,positive for MV in high titers
and the plasmas which contain anti-HBc as the only marker for hepatitis B
infection, in receptors who are submitted to blood transfusion in our environment,
seens vet undetermined.

There are few data about herpesvirus infection in Brazil, particularly about
herpes simplex type 2 (13), which led us to study the virus dissemination by
serological tests in different populations. A serological swrvey in children under
1 year old and low socio-economic level living in Rio de Janeiro showed a
prevalence of 4.5 to 6.0% (12). This result can  be partially explained by
cross-reaction with the type 1 or probably a prime infection in this commmity. In
blood bank donors in Maceid, an antibody prevalence of 50% was found which is not
so high but is significant (data not published). The high perxcentage that we found

4096 N
8192 Ry

128
286
512
1024
2048
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Figure 2 - Distribution of anti~herpes type 2
antibodies by indirect hemmaglutination in prime
blocd donors, Rio de Janelro
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in this work can be explained by differences in behavior of different populations,
considering that most of the infections by herpes simplex type 2 occursafter the
puberty. :
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Resun

0 método do "Sandwich indireto" do ELISA ("Enzyme-Linked Immuno-
sorbent Assay"), foi nesse trabalho empregado com vantagens para
detecgao e tipificacao direta dos sorotipos 04, A24, AVenceglau e
€3 do virus da febre aftosa presentes em Suspensces antlgenlcas
brutas provenientes de cultura celular, do epitelio de coxim
plantar de cobaias, de carcaga de camundongos & de epitélio lin-
gual bovino, infectados com essas estirpes virais. Os titulos ob-
tidos mno ELISA foram sempre superiores aos da reacido de fixecdo
de complemento, apresentandc uma sensibilidade 3,8 a 80 vezes
maior do que esta ultima reacao. Quanto a especificidade do en-
salo imunoenzimatico foi observado o desenvolvimento de reagdes
heterotipicas cruzadas principalmente da estirpe Oy com o antis—
soro anti-Cy, da estirpe Apy com o anti-0y, e anti-C3, da estirge
Ayenceslau com anti-0i e da estirpe C3 com o anti-0q, o que nao
ocorreu na reagao de fixacao de complemento. No entanto, isto nao
impediu que as 4 estirpes virais estudadas (01, Agq, AVencesiau e
C3) <fossem classificadas pelo ELISA em seus respectives soroti-
pos.

Summ:y

Application of a sofid Enzyme-Linked Imrunosornbent Assay (ELISA)
for the direct diagnosis of foot and mouth disease vitus

We report the development of an indirect sandwich Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) technique for the detection and typi-
fication of foot and mouth disease virus in crude antigenic sus-
pensions obtained from four different sources: infected baby
hamster Xkidney cell eculture (BERK - 21); footpad from infected
guinea pig; extracts of mouse infected tissue and tongue epithe-
lial tissues fyom infected cattle. ELISA titers probes to be 3,80
-~ 80 times more sensitive than quantitative complement fixation
tests. A major problem was the occurrence of  heterotypic

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 18(1):12-24, Jan./Mar. 1987.
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cross-reactions among strains OCampos With antiserum to Cy, A24-
Cruzeiro With antisera to O and C3, Ayenceslau With antiserum to
07 and CiIndaial with antiserum to O4 viruses observed in this
ELISA techmique but not in complement fixation tests. However,
the four viruses strai?s.(Ojcampos’ A24Crugeiro,. AVenceslau and
C3Indajal) were classified by ELISA technique within its own se-
rotype.

Tntroducdo

0 virus da febre aftosa (VFA) apresenta 7 tipos sorclogicamente distintos, cerca
de 60 subtipos e murerosas estirpes (5), tornando evidente a importincia de se
investigar continuamente a composigdo e a variacao antigénica desses virus isolados
de surtos a campo da doenca. O conhecimento desses dados deveria preceder, senpre,
o preparo de vacinas eficientes para serem usadas em campanhag immoprofilaticas
mais efetivas (15).

Assim sendo, os drgios oficiais de controle da febre aftosa sdo obrigados a
manterem laboratdrios e técnicos especializados para a deteccdo e identificagdo
sorolégica das estirpes do VFA. Para esse fim, a prova sorologica mais
frequentemente utilizada & a reagiio de fixagdo de camwplemento (RFC), que tem
algumas vantagens scbre outras técnicas, no entanto, essa reagac apresenta, também,
algumas desvantagens, destacadamente a baixa sensibilidade que, para fornecer ©s
resultados, exigem materiais recém-colhidos, ricos em virus ou bem conservados
(10).

Crowther & Abu Elzein {7) e Bbu Elzein & Crowther (1), buscando obter técnicas de
soro diagndstico mais eficientes e superiores a RFC, desenvolveram a técnica
imincenzimatica conhecida pelo nome de ELISA {"Enzyme-Linked Irmumosorbent Assay"),
a cual demonstrou-se, a principio, 50 a 100 vezes mais sensivel do que a RFC na
deteccao do VFA, bem camo foi capaz de detectar especiiicamente as particulas 1468
integras desse virus, na presen¢a das demails subunidades antigénicas virais e de
material de cultura celular.

Crowther & Abu Elzein (8) utilizaram com sucesso o método de “sandwich indireto”
do ELISA para sorotipificar estirpes do VFA presentes em amostras de epitélio
lingual bovino. Uma técnica similar foi aplicada com o mesmo objetivo por Hamblin &
col, (10) que analisaram um maior mimero de amostras de epitelio bovino, num total
de 171, todas contendo estirpes do VFA. Os autores conciuiram, nesse trabalho, gue
nfo houve uma vantagem significativa do ELISA sobre a RFC, diferindo, no caso, do
que foi obtido por Crowther & Abu Elzein (8), que haviam trabalhedo com apenas 23
amostras.

Ji, Have & col. (11} usande também o método do  “sandwich indixeto"” do ELISA
consequiram, em comparagdo com a RFC, para titulacdo de amostras de epitelio
lingual bovino, contendo um dos 3 sorotipos do VFA (O, A ou (O, obter uma
sensibilidade aproximadamente 500 vezes maior para o ELISA. Contudo, guandc foram
confrontadas as performances dessas técnicas para © dlagnostico direto de 27
amostras de epitélio bovino infectadas oom VFA, nao fol observada uma diferenca
considerével entre elas.

Mo Brasil, até o momento, o diagndstico laboratorial do VFA continua sendo
rotineiramente feito através da RFC, e, n3o ha dados, na literatura, sobre
trabalhos realizados em nosso pals, que fizessem uso de reagles imuncenzimaticas
para identificacao do VFA. ‘

Parece, portanto, importante e promissor, apesar das condicoes mais modestas de
pesquisas vigentes em nosso pals, buscar-se a adaptacio do ELISA, isto &, preparo
do imunorreagentes e ewecucdo do teste, para ser aplicado na detecgdo e tipificacic
direta de estirpes do VFA presentes em suspensOes antigénicas brutas, provenientes
de cultura celular ou de tecidos animais infectados; tamande como parimetro de
camparacio de sensibilidade e especificidade, os resultados da RFC usada com ©
mesmo fim,
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Material e Metodos

1. Antigemos - As estirpes dos subtipos Otcampos,  A24cruzeiro, Avenceslau ©
C3Indaial, foram cultivadas em células BHK-21 clone 13, ou maltiplicadas, conforme
o caso, por inoculacso intra-peritonial em cammdongos lactentes, ou intradérmica
em cobaias, sendo que © subtipe Ayenceslay foi também obtido de uma amostra de
epitélio lingual bovino. As suspensdes antigenicas hrutas dos materiais = acima
referidos constituiram—se em antigenos para serem usados na RFC e no FLISA.

A suspensfio antigénica da estirpe Oq s, Proveniente de cultura de células
HIR-21 foi também utilizada para puriglcac;éo de particulas 146S por precipitacso
com poletilencglicol (PEG) a 8% (p/v), seguida de ultracentrifugacdo em gradiente
de sacarose, sequndo o método de Brown & Cartwright (4).

2. Anticonpos - 2.1. Anticorpos - 2,1.1. - Anti-146S do VFA 01 - Tr3s coelhos foram
immizados com duas doses de S0ug de antigeno 146S do VFA 07 emulsionado em
adjuvante completo de Freund. As inoculagdes foram realizadas com intervalo de 30
dias e, as sangrias dos animais, efetusdas 15 dias apSs & sequnda immizacio. A
fragdc gama glchulina dos soros foi separada por precipitacico com sulfato de amdnio
a 40% de saturacao.

2.1.2, Anticospos anti-VFA 0, A ¢ C - Trés coelhos foram immizados oom suspensio
antigénica bruta contendo os subtipos 01, A4 Byenceslau € C3 do VFA, emlsicnada
e adjuvante incompleto de Freund. Foram administradas doses semanais nos primeiros
45 dias, e quinzenais nos 45 dias restantes. Ao final de 3 meses cs coelhos  foram
sangrados, por pungdo cardiaca. Do soro foi precipitada a fragdo gama globulina cam
sulfate de amGnic a 40% de saturagio.

2.1.3. Anticonpos anti-VFA de bufafe - Foi obtido a partir de uma amostra de soro
colhida 12 horas apds o nascimento de um bezerro bifalo, filho de uma bifala
reagents positiva ao antigeno VIA (“Virus-Infection-Associated™) do VFA e  contendo
alto titulo soroneutralizante contra o subtipo Byenceslau €, em proporcdes menores,
contra os subtipos 01, Ayy e C3. Conforme informagdes prestadas pelo proprietirio
desses animais, essa bifala havia recebido somente duas doses de vacina contra
febre aftosa, contendo os subtipos Oq, 724, Pyenceslaz © C3, hd mais de 2 anos. O
- sorc do bezerro Lifalo apresentou os seguintes titulos soroneutralizantes: arti-~01
= 107%°0 anticBpy = 107%°); anti-Ayencesiay = 107°/°F e antiCy = 10~2/%5, 2
fragado gama globulina desse soro foi preparada por precipitagdc oom sulfato de
amtnio a 40% de saturacao.

Os anticorpos de captura de coelho anti-146S do VEA 01 e antd—VFA O, A e C foram
absorvidos com polimeros da fracio gama globulina de cobaia e de células BEX-21 ’
preparados com glutaraldeido, segundo a técnica descrita por Avrameas & Ternynck
(3}, para remocao de reagdes inespscificas no teste immcenzimitico.

2.7, Anticorpos nevefadprnes - Quatro grupos de cobaias foram hiperimmizadas
separadamente com oS subtipos do VFA Oy, A24, Penceslay € €3, de acordo com o
método de Rivenson (17). Apds a sangria, por pungao cardiaca e o preparo dos soros,
segqundo as técnicas usuals, esses antissoros foram devidamente controlados quanto a
especificidade e aos titulos frente zos virus homblogos e heterdlogos, para serem
utilizados como anticorpos reveladores no ELISA e camo anticorpos fixadores de
complemento na REC.

2.3. Anticonpos anti-Ig6 de cobaia - A classe IgG de cobaia obtida por
cramatografia em DEAE-Celulose a partir da fragio gama globulina do soro dessa
espécie animal, conforme a técnica de Oliveira & col. (13) ; foi usada para
hiperimunizagio de 3 coelhos, tendo sido administradas doses semanais de tmg de IgG
misturada em adjuvante oompleto de Freund, por 3 meses. Os soros obtidos foram
testados quanto & especificidade pela imunceletroforese e, quanto ao titulo, por
immedifusao em gel de agar.

3. Conjugado - B enzima fosfatase alcalina, foi conjugada & fracio IgG do antissoro
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Figura 1 — Titulacdo da estirpe 0Oy do virus da
febre - aftosa, cultivada em células BHK-21, frente
aos anticorpes reveladores ' homologe (anti-04) e
heterdlogos  (anti-Az4 e anti-C3), atraves do
método indireto do ELISA-Teste com anticorpo de
captura (gama giobulina de coelho anti- O, A e C)

Absorbancia

—_ Anti ~ Oy
700 p——— Y ] A24
w.— Anti - C3
# Controle do Ag
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400+
3004
200+
100+
T T T T L] H 1
L3 189 20 23 2,6 2,9 3,2
Log 1/ Dituigdo do virus
hemblogo-Anti-Bps = .04%) e 767 para a estirpe C3 ( a maior absorbancia dos
controles fol do anticorpe revelador hamologe anti—Cz = .043). Essas Figuras

revelam também a ocorréncia de reatividade cruzada heterotipica entre os anticorpos
reveladores heterdlogeos para a estirpe que estava sende titulada, permitindo
constatar que, erxuanto, na titulacdo do subtipo 01, as reagOes cruzadas s3C menos
evidentes e mais faceis de serem distinguidas, através da observagdo dos perfis das
3 curvas de titulagdo, o mesmo n&0 ocorre para estirpe Ay e Ci.

2. Titubacde de estinpe 0; do UFA presente em suspensoes antigénicas bautas pelo
metods do "Sandeich Indirefo” do ELISA com anticonpo de capfura de coetho anti-1448
do VFA 07 - 0Os resultados da titulacdo da estirpe 04, cultivada em células de
linhagem BHK-21, sdc apresentados na Figura 4, onde & possivel se determinar o
titulo de 1380 para essa preparacido antigénica (o maior valor de absorbancia foi do
controle do antigenc-suspenso de células BHR-21 sem virus, que foi igual a .035).
I reacio hawotipica cam o anticorpo revelador hamGlogo, foi um pouco maicr, contudo
as reagtes heterotipicas cruzadas continuaram quase nos mesmos niveis da reagao
feita com o anticorpo de captura ant-VFA O, A e C, sendc particularmente forte com
o anticorpo revelador anti-~C3, come havia ocorrido anteriormente.

Mas Figuras 5 o & estdc colocados os resultades das titulacCes das suspenstes
antigénicas brutas da estirpe 07 provenientes do epitélio do coxim plantar de
cchaia e de carcaca de camundongo, anbos infectados com o subtipo O do VFA. O
titule registrado para a amostra viral presente no epitélio do coxim plantar de
cobaia, foi de no minimo 1600, que & o valor da reciproca da (ltima diluigdo feita
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de coelho anti-TIgG de cobaia, sequndo o metode de Avrameas {2), con alqmas
modificacdes introduzidas por Engvall & Perlmann {9) e Wardiey & col. (20). A
diluigdo do uso do conjugado foi determinada de acordo com o método preconizado por
Voller & col. {19). .

4. Metodo de "Sandwich Indireto” do ELISA - A reacioc foi feita em microplacas de
fundo em U de polivinilcloreto (marca Petecil, Brasil), tendo sido baseada, em
linhas gerals, no método descrito por Crowther & Abu Elzein (8}, o qual campreenden
as seguintes etapas:

18, Adigdo do anticonpo de captuna - As fracdes gama globulina dos antissoros de
coelho cu de bifalo anti~-VFA foram diluidas em tampdo carbonato-bicarbonato {C,05M,
gH 9,6), na concentracac de i10ug/ml de proteina. A seguir, foram acrescentados &
microplaca, volumes de 200ul/cavidade dessa solugdo. A reacdo foi incubada por 2
horas a 37°C em cimara Tmida.

28, Adicdo dos antigenos virais - hs suspensdes antignicas brutas dos subtipos 07,
RA24, Menceslau © C3 do VFA, diluidas seriadamente na raz3o 2 no tampao PBS-Twesn
20 can 7% de clara de ovo cloroformada (V/V), foram coclocadas nas cavidades da
microplaca no mesmo volume/cavidade usado na etapa antericr. A reacfic foi  incubada
em clmare tmida por 18 horas a 4¢C.

3¢. Adigao do anticonpo nevefadon - Os soros hiperimmes de cobais anti-VFA C1»
B24: Mjenceslay Ou anti~-C3, foram diluidos a 1:1000 no mesmo tampdo cnde foram
diluidos os antigenos e, em sequida foram adicionados & microplaca no mesmo
volure/cavidade das fases anteriores. A reacdo foi incubada, em camara imida, por 1
hora a 37°C.

44. Adicao do confugado imunoenzimatico - O conjugado, na sua diluicdo ideal,
previamente determinada, fol colocada na microplaca no mesme volume dos reagentes
das fases anteriores. A reagdo foi incubada em camara mida, por 2 horas a 37°C.

5¢. Adigao do subsinato enzimatico - O para-nitro-fenil-fosfato dilufdo em tampdo
dietanolamina (10%, pH 9,8) na concentracdo de mg/ml, foi acrescentado &
microplaca, no mesmo volume das etapas anteriores. Deixou-se a reagdo prossequir
por 45 minutos 2 temperatura ambiente, blogqueando-se a mesma com NaOH 3™
{50u1/cavidade) .

As reagdes de titulacdo das suspensdes antigénicas foram feitas em duplicata e as
microplacas foram lavadas entre cada uma das etapas oom PRS-Twesn 20, por 4 vezes,
sendo 5 minutos por vez.

As leituras do teste foram feitas em espectrofot@metro, no comprimente de onda de
405nm, apds ter-se diluido o volume de cada cavidade a 1:4 ocom &gua destilada.
Posteriomente, foram construidos gréficos (Densidade Optica-D.O. x Log Dil-! da
suspensao antigénica), determinando-se o titulo por interpolacio grafica, o qual
foi correspondente 3 reciproca da Gltima diluicdo do antigeno testado, capaz de
apresentar atividade imunoenzimadtica especifica, istc &, pelo menos o dobro do
valor, em temos de densidade J&ptica, dos controles da reagac {controles de
anticorpo de captura, dos anticorpos reveladores, do conjugado e do antigeno) .

5. Reacio de Fixacao de Compfemento - Foi usada a técnica 50% e herSlise de
Camargo & col. (6) para titulag@o das suspensdes antigénicas virais.

Resultados

l. Titulacio das estinpes 01, Agg ¢ C3 do VFA presentes em suspensdes antigenicas
bretas de celulas BHK-21 pefo metodo do "Sandwich Indireto™ do ELISA eom anticorpo
de capfura de coebho anti-VYFA 0, A ¢ C - Os resultados encontram-se nas Figuras 1,
2 e 3, sendo obtidos os sequintes titulos: 944 para a estirpe 01 {(a maior
absorbancia dos controles foi do anticorpo revelador harGlogo-anti~O7 = ,059) 282
para a estirpe A4 (a maior sbsorbincia dos controles foi do anticorpo revelador
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Figura 2 ~ Titulaclo da estirpe Aps do vwirus dd
febre aftosa, cultivada em células BHK-21. frente
aos anticorpos reveladores homologo (anti-24) e
heterdlogos {anti-0q e C3), através do método
indiretc do ELISA-Teste com anticorpo de captura
(gama globulina de coelho anti-0, A e C)
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Figura 3 =~ Titulagao da Fo0+ R
estirpe C3 do virus da febre Absorbancia
aftosa, cultivada em células
BHX-21, frente 2 anticorpos 600 - Antl - 0y
reveladores homélogo ~mAntl- Agg
(anti~£3) e heterdlogos —cmAnti - Gy
(anti-0q e anti-A24), atraves 500- *  Controle do Ag
do metodo indireto “do
ELISA-Teste com anticorpe de
captura (gama globulina de
coelho anti-0, A e C) 400+
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Figura & — Titulacdo da estirpe 0y do virus dd
febre aftosa cultivada em células BHK-21, frente a
seus respectivos anticorpos reveladores homdlogos
e hetevdlogos (anti-0y, Az e C3) através do
método indireto de ELISA-Teste com anticorpo de
captura (gama globulina de coelho anti~1408-04)
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dessa suspensao antigénica, e cuja absorbincia correspondente, foi bem maior do que
aquelas dos controles da reagdo (controles dos anticorpos reveladores na ausdncia
de virus - absorbancia = .005). Nessa mesma diluicao, ainda foi possivel a
tipificagao dessa amostra viral, pois a absorbancia registrada foi, dentro de um
limite confivel, maior do que as absorbincias das reacdes com os anticorpos
reveladores heterdloges. O titulo para deteccio da estirpe O] presente em carcaga
de camndongo foi, também, de no minimo 1600, pelas mesmas razdes anteriormente
expostas, n3o dostante a maior dificuldade de se tipificar essa amostra viral em
face da malor ocorréncia de reagdes heterotipicas cruzadas, principalmente com o
anticorpo revelador anti-Cj.

3. Titulacdo de esdinpe do UFA presentes em suspensdes antigénicas
bufas pefo metodo @Avm Indineto” do ELISA com ant;:conpo de eaptura de
bufalo anti-VFA - Os resultados da titulagio de 2 amostras das estirpes Ayenceslan
cultivadas em células da linhagem BHK-21 encontram-se na Figura 7. A amostra 1
apresentou  titulo igual a 335, enquanto para a amostra 2 o titulo foi igual a 412
{a maior absorbincia dos coontroles foi de 072, para o anticorpo revelador
heterdlogo anti-041). As reagdes heterotipicas cruzadas foram mais proeminentes para
a amostra 1, especialmente cam © anticorpo revelador anti-O1.

Na Figura 8 sao apresentados os resultados da titulacio da suspensdc antigdnica
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Figura 5 — Titulagdo da estirpe 0, do virus da febre
aftosa proveniente de epitélic do coxim plantar de
.cobaias, . frente aos anticorpos reveladores homologo
{anti-01) e heterdlogos(anti-Ag, e anti-C3), atraves
do método indireto do ELISA-Teste com anticorpe de
captura (gama globulina de coelho anti-1408-01)
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bruta da estirpe Ayenceslau, Presente em uma amostra de epitélic lingual bovino,
cbtendo-se no  caso, wn titulo ijgual & 23. Novamente, ocorreram Yeagoes
heterotipicas cruzadas mais fortes com o anticorpo revelador anti-O1  que,
entretanto, ndc impediram a tipificagso dessa amostra viral.

4. Companacdo entrne ELISA e RFC pana fitulacas de estirpe do VFA - Na Tabela 1 é
feito uma comparacio da sensibilidade do ELISA em relagdc a RFC, onde & possivel
constatar que a reagao imunoenzimatica foi sempre superior a RFC, sendo que a
relacio titule no ELISA/titulo na RFC foi de 3,8 a 80 vezes maior para ¢ ELISA.
Conforme se observa nas Figuras 1 a 8 a especificidade n2o foi ideal no ELISA, pois
houve o desenvolvimento de reagdes heterotipicas cruzadas, notadamente das estirpes
01 cam anticorpo revelador anti-~Cy, da estirpe A4 com o anti~0 e anti-Cs, da
estirpe C3 com © anti-01 e das estirpes Ayenceslay ©dn o anti-O01, © mesmo nao
ccorrendo na RFC.
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Discussio

Os resultados do método do “Sendwich Indireto do ELISA nesse trabalho indicam
que essa técnica pode ser usada com vantagens, especialmente em face da maior
sensibilidade, na deteccio e tipificac@io direta de estirpes &o VFA presentes em
Suspenstes antigénicas brutas. .

Egse método pemmitiu, com a utilizacio de um (nico conjugado (anti~immoglobulina
da espécie onde foram produzidos os anticorpos reveladores), identificar os 4
subtipos do VFA mais importantes, scb o ponto de vista epidemiolSgico no Brasil:
01/ B24+ Myanceslay © €37 tendo inclusive a vantagem de scbrepujar os métodos
direto e do "Sandwich" que exigem um conjugado para cada subtipo do VEA (7).

Quando se passa a analisar os resultados das titulagdes das estirpes Oy, Azq4 © C3
do ELISA com anticorpo de captura de coelho anti-—VFA O, A e C, verifica-se que a
sensibilidade e a especificidade dessa reacfo ndo Fforam iguais para as 3 estirpes,
sendo as reagfes homotipicas decrescentemente maiores para os subtipos 05, C3 e
A24, Quanto & especificidade, nota-se que as reagdes heterotipicas cruzadas foram
maiores para a estirpe €3 com anticorpo revelador anti-0q, relativamente elevadas
para a estirpe Apg, com anti-0y e anti-C3 e menores para a estirpe 01 com o
anti-C3. As rawbes provaveis desses fatos s3o diferencas ma espeficidade e
sensibilidade dos imunorreagentes usados no teste (anticorpo de captura e
reveladores), oumo também na canposicdo de particulas e subunidades antigénicas
virais das suspensdes antigénicas brutas (146S, 12S e VIA), sendo que quanto maior
a proporgao de 12S para 146S, nessas suspensdes, maior a ocorréncia de reatividade
cruzada heterotipica (11, 12).

Além disso, quando se usam misturas antigénicas de subtipos do VFA para imunizar
wn animal, cow € o caso do anticorpo de captura de coelho anti-O, A e C a
imincgenicidade de ur ou dois dos antigenos, pode ser mais proeminente, em
detrimento dos demais antigencs. As repetidas immizacles e o tempo mais prolongado
de imunizacdo, por sua vez, segundo Rweyemami & col. (18) , levam a wma diminuicdo

Figura 6 - Titulagdo da estirpe 0y do virus da febre
proveniente de carcacas de comundongo, frente aos
anticorpos  reveladores  homdlogo (anti-01) e
heterclogos (anti-Aj; e anti-C3), através do método
indireto do ELISA-Teste com anticorpo de captura
{gama globuiina de coelho anti-1408~0)
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da espenificidade do amtisscro produzido.

Erbora a performance do anticorpo de captura anti-O, Ae C nfo tenha sido ideal,
em virtude principalmente da ocorréncia de reagdes heterotipicas cruzadas, a nossa
tentativa foi de simplificer ainda mais o teste, usando nc caso, um s& anticorpo de
captura para detectar os 4 subtipos do VFA (01, A24, Byepceslan © €3}

Cuande passamos a analisar os resultados da aplicacac do ELISA com anticorpo de
captura anti 146S do VFA O para a titulacaoc de estirpe O presente em suspensoes
‘de células BHR-21, verificamos gue houve uma evolugdo na performence do teste para
a deteccio e tipificagdo desse virus, pols ocorreu uma elevacio da reatividade
homotipica que n3o fol acampanhado por um amento correspondente nas reatividades
heterotipicas, as quais se mantiveram quase nos mesmos valores da reagao feita com
o anticorpo de captura anti-VFA O, A e C. Uma vez que foram usadas OS mDesmos
anticorpos reveladores, nesses 2 ensaios imunoenzimaticos, oo anticorpe de captura
anti-YFA O, A e C e anti-1465 do VFA 0q, pode—se atribuir a persisténcia dessa
reatividade cruzada heterotipica a uma menor especificidade dos  anticorpos
reveladores, que provém dos soros hiperimmnes de cobaias anti-VFA
sorotipo—especificos e, schretudo, ao esquema de imumnizacio adotadoe no preparo
desses reagentes. Nesse aspecto, Ouldridge & coi. ({14) dewonstravam a maior
especificidade de soros de cobaias primo-immizadas com particulas 1468 do VFA.

Na titulacdo das 2 amostras da estirpe 0, presentes em epitélio do coxim plantar
de cobaia e em carcaca de camndongo, foram obtidos titulos mais elevados,
sugerinde que esses materiais eram mais ricos em componentes antigénicos do VFA. A
reatividade cruzada heterotipica cruzada foi também wm pouco mais elevada,
especialmente para o material proveniente de camundongo. Isto pode ser decorrente
de maior quantidade, nesse material, de antigenos virais com reatividade cruzada
heterotipica (128 e VIA) (12, 18), pois em materiais colhidos de lesdes, como
epitélio de cobaia e carcaga de camundongo se espera encontrar uma proporgdo  major
de tais antigenos, com o agravante de que a carcagca de camindonge estava armazenada
ha mais de 3 anos a =200C, o que contribui ainda mais para a degradacadc das
particulas virais 1468 em subunidades 12S.

Na titulacio das 2 amostras da estirpe Ayenceslay Provenientes de cultura de
células BHK-21, cbservou-se um ligeiro declinio da sensibilidade con relagho ao
teste feito cam o anticorpo de captura anti-1465 do VFA O, mas o principal
problema nessa reag3o, foi tamb@n a ocorréncia de reacbes cruzadas heterotipicas
mais fortes, notadawente para a amostra 1, onde as reacOes com anticorpo revelador
anti-0, foram muito exacerbadas. Os motivos provaveis devem estar vinculados
principalmente, como ja foi referide, cam os tipos de anticorpos reveladores usados
e, em menor extensdo, ao anticorpo de captura agui empregado, W SOro que
representa um estado imunitaric hibrido de provavel convalescenca a infecgdo pelo
Subtipo Ayenceslau 9o VFA e de imunidade tardia pbs-vacinal, sendo que, no tocante
a isso, Rweyemarm & col. (18) enfatizam a menor especificidade de soros anti-VEA de
animais convalescentes.

A performance da reacio imuncenzimitica para a titulacao da estirpe Ayenceslau
presente no epitélico lingual bovino & quase uma repeticdo da situagio acima
explanada, com o agravante da drastica reducio da sensibilidade agqui verificada
(titulo = 23). Para avaliarmos as causas desse problema, além das caracteristicas
do anticorpo de captura de bifalo ja ressaltadas, merecem atencao mais detalhada ©
tipo de material antigénico agui usado e a ocorréncia de maior reatividade nos
controles dos anticorpos reveladores. A amostra viral estava armazenada em 1liquido
de Vallde a -20°C ha mais de 3 ancs e, ja & conhecido o efeito negativo schre a
integridade das particulas virais, do armazenamento prolongade do  VFA  em
temperaturas inadequadas. A ocorréncia de maior reatividade nos controles dos
anticorpos reveladores vem indicar que, de alquma forma, as immeglobulinas al
presentes, estdo ficando retidas, provavelmente pelos anticorpos de captura que ndo
foram absorvidos come os polimeros de cflulas BE-21 e de gama globulina de cobaia,
como foram os anteriores (anti-0, A e C e anti~1465 do VFA O1), que apresentavam
reacdes inespecificas para immoglobulinas de cobaia antes de serem absorvidos.

Mo tocante ao estudo comparative da sensibilidade do ELISA et relagdo a RFC, para
a identificacio sorolfgica do VEA depara-se com dificuldades na analise final dos
dados em vista da ocorréncia de wma ampla variagdo dos titulos das diversas
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suspensées antigénicas obtidos nos diferentes ensaios immoenzimiticos.
Quando camparamos nossos resultados de sensibilidade do ELISA cai agqueles obtidos

Figura 7 - Titulagdco de partidas da estirpe
Ayenceslay d¢ virus da febre afto:§a, cultivadas em
celulas BHEK-21, fremte ao anticorpo revelador

homdlogo, anti-Ayencesiau (— Partida 1 e ———
Partida 2) e acs  anticorpos reveladores
heterologos, anti-03 (-~ Partida 1 e 3 _

Partida 2} e anti C3 (... Partida §{ e ———o
Partida 2) através do método indireto do
ELISA-Teste com anticorpo de captura (gama
globulina de bifalo anti-0, A e C)
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nos trabalhos (6, 8, 12, 16) surgem dificuldades adicicnais para ponderar melhor
todos -os dados an virtude da diversidade dos reagentes utilizados e, até mesmo, da
metodologia adotada em cada un desses trabalhos.

Quanto 3 especificidade do método do “Sandwich Indireto" do ELISA, para a
deteccio e tipificacdo de estirpe do VFA presentes em suspensoes antigénicas
brutas, verifica-se que os trabalhos de pesquisa realizados anteriormente trazem
informacdes antagdnicas. Crowther & Abu Elzein (8), Ouldridge & col. (14) E Hamblin
& col. (10) afirmam que no houve interferéncia de reacBes cruzadas heterotipicas
nesse teste, nem reatividade imumocenzimatica consideravel c<an a subunidade 125,
enquanto que Have & col. (11) xelatam que ndo sO ocorreu esse tipo de reatividade,
como tanban a reacic jmunoenzimdtica com a subunidade 125 do VFA foi mais forte do
que com as particulas 146S.

0O confronto desses resultados e os do trabalho em aprego torna-se uma tarefa
dificil, 34 que as preparactes de anticorpos de captura e reveladores sao parcial
ou totalmente diferentes em cada wm desses trabalhos, e, certamente, o espectro de
reatividade de tais immorreagentes & o principal responsivel pelas divergéncias
chservadas,

0 cbjetivo fundamental da presente investigaco que foi o de ddentificar os
sorotipos do VFA presentes em suspensdes antigénicas brutas através do ELISA,
embora tenha sido alcancado oam resultados promissores, estes trazem, também,
indicacbes que mossa metodologia de trabalho, principalmente no que se refere ao
preparo de imunoreagentes oom haior especificidade contra o VFA, deverd ser
aprimorada. '

Agradecimentos

Os autores agradecem 3 FAPESP e a (PE-UNESP pelo auxilic financeiro concedido.

1. Abu EiZein, E.M.E. & Crowther, J.R. ~ The specific detection of foot and mouth
disease wirus whole particle antigen (1408) by enzyme labelled-immosorbent
assay. J. Hyg. Camb., 83:127-133, 1979,

2. Avrameas, S. - Coupling the enzymes to protein with glutaraldheyde: use of the
conjugates for the detection of antigens and antibodies. Immmnochemistry,
£:43-52, 1969.

3. Avrameas, S. & Temmynck, T. - The cross liking of proteins with glutaraldheyde
and its use for the preparation of immnoadsorbents. Immunochemistry, 6:53-66,
1969.

4. Brown, F. & Cartwright, B. - Purification of radicactive foot and mouth disease
virus, Nature, 199:1168-1170, 1963. :

5. Brown, F. - Molecular basis of antigenic variation in plcornaviruses. Bnn. N.Y.
Acad. Sci., 354:202-218, 1980.

6. Camargo, N.F.; Eichormn, E.A.; Levine, J.M.; Tellez-Giron, A.A. - A complement
fivation technique for foot and mouth disease and vesicular stomatitis. In: -
Anmual Meeting of the American Veterinary Medical Association, 879, México,
p.207-211, 1950: proceedings.

7. Crowther, J.R. & Abu Elzein, E.M.E. - Detection and quantification of foot and
mouth disease virus by enzyme labelled immunosorbent assay techniques. J. Gen.
virol., 42:597-602, 1979.

8. Crowther, J.R. & BAbu Elzein, E.M.E. - ZApplication of the enzyme-linked
imunosorbent assay to the detection and identification of foot and mouth
disease viruses. J. Hyg. Camb., 82:513-519, 1979.

9. Fngvall, E. & Perimann, P. - Enzyme-linked~-immmnosorbent-assay-quantitative
assay of immunogiobulin, Immunochemistry, 8:871-874, 1971,
10. Bamblin, C.; Armstrong, ~ R.M. & Hedger, R.S. - A rapid

enzyme-linked-immunoscrbent-assay for the detection of foot and mouth disease
virus in epithelial tissues. Veterinary Microbiclogy, 9:435-443, 1984.



24
11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Have, P.; Lei, J.C. & Schijerning-Thiesen, K. ~ An enzyme-linked -immunosorbent
assay (ELISR) for the primary diagnosis of foot and mouth
disease-characterization and oomparison with complement fization. Acta
Veterinaria Scandinavia, 25:280-296, 1984, :

Meloen, R.H. & Briaire, J. - A study of the cross-reacting antigens on the
intact foot-and-mouth disease virus and its 128 subunits with antisera against
the structural proteins. J. Gen. Virel., 51:107-116, 1980.

Oliveira, B.; Osler, A.G.; Siraganian, R.P. & Sandberg, A.L. -~ The biologic
activities of guinea pig antibodies. J. Immumol., 104:320-328, 1970.

Ouldridge, E.J.; Barnett, P.V. & Rweyemami, M.M. - The relative efficiency of
wo  ELISA-techniques for the titration of FMP antigen. Curr. Top. Vet., Med.
Anim. Sci., 22:142-151, 1982.

Perelra, H.G. - Subtyping of foot and mouth disease virus. Develop. Biol.
Standard., 35:167-174, 1977.

Rai, A. & Lahire, D.K. — A microenzyme-labelle immmosorbent assay (MICROELISA}
for the detection of foot and mouth disease virus antigen and antibody. Acta
Virel., 25:49-52, 1981,

Rivenson, S. - Técnica para la obtencidn de sueros hiperimmes antiafioso
fijador de complemento de alto titulo en cobayos. Rav. Med. Vet. (Buenos
Aires), 38:13-22, 1956.

Rweyemami, M.M.; Ouldridge, E.L.; Head, M. 6 Ferrari, R. - The effect of
antiserum cuality on strain specificity assessment of foot and mouth disease
virus by the neutralization reaction. J. Ricl. Standard., 12:295-303, 1984,
Voller, A.; Bidwell, D.E. & Bartlett, A. - Enzyme Iimmmcassays in diagnostic
medicin, Bull. Wlth. Hlth. Org., 53:55-65, 1976.

Wardley, R.C.; Abu Elzein, E.M.E.; Crowther, J.R. & Wilkinson, P.J. - A
solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of african
swine fever virus antigen and antibody. J. Hyg. Camb., 83:363-369, 1979.



25

OCORRENCIA DE CAMPYLOBACTER JEJUNI BM CRIANCAS CCM E SEM DIAR-
REIA, B4 BeLO HoRIZONTE® .

Fdilberto Nogueira Mendes
Dulciene Maria de Magalhfes Queiroz

Dept? de Clinica Medica
Faculdade de Medicina UFMG

Av. Alfredo Balena, 190

30000 Belc Horizonte MG, Brasil

Eduardo Osdrio Cisalpino
José Norcnha Peres

Dept? de Microbiologia

Instituto de {iencias Biologicas UFMG
Av. Antonic Carlos s/n

30000 Belo Horizonte MG, Brasil

Francisco José Penna
& Paulo Pimenta Figueiredo Filho

Dept? de Pediatria
Faculdade de Medicina UFMG

Resumo

Campylobacten fefuni fol pesquisado nas fezes de %8 criancas com
diarréia aguda e de 30 criangas sem diarreia, menores de 2 anos,
em Belo Horizonte, ne pericde de agosto/1982 a janeiro/1984.
tmostras de Campylobacter fejuni foram isoladas de 11 pacientes
(11,2%2) e de 2 criancas do grupo controle (6,6%). Entre 10 amos-—
tras testadas, apenas uma (10Z) revelou a capacidade de produzir
enterotoxina termolabil, através do teste de imunohemélise passi-
va. Nenhuma amostra mostrou-se capaz de produzir enterotoxina
termoestavel (teste do camundongo recém-nascido), ou de iavadir a
mucosa do olho de cobaic (teste de Serénmy). As i1 amostras de
Campylobacter jefund, isoladas de criancas com diarréia, mostra-
ram-se sensiveis a Eritromicina, Gentamicina, Amicacina, Canami~-
cina, Neomicina e Cloranfenicol e resistentes a associac¢ac Sulfa-
metoxazol-trimetoprim. Apenas uma delas (9,1%) foi resistente a
Tetraciclina e tres (27,37) a Amplcilina. De acordo com 0 esquema
de biotipagem de Skirrow & Benjamin as 12 amostras de Campylobac-
fen jefund testadas foram clagsificadas no biotipo 1. Adotando-se
o esquema de Hebert & col. classificou-se 10 amostras isoladas de
criangas com diarréia como pertencentes ao biotipo 4 e duas amos-
tras isoladas do grupo controle como pertencentes aos biotipes 3
e &.

Sunnary

Campylobacten fejuni fsolated from children with acutfe diarnhoea
and controls, in Belo Horizonie

* Trabathe realizado no Leboratdric de Pesquisa em Bacteriologia Médica, Faculdade
de Medicina UFMG. Parte da tese de mestrado do primeiro autor.

Rev. Microbiol., 530 Paulo, 18(1):25-30, Jan./Mar. 1987.
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In the last decade, Campyfobacter jejuni has been recognized as
an important agent of acute diarrhoea. However, in Brazil, the
pertinent bibliography is scanty, especially in Belo Horizonte,
where this patholeogy contributes for high rates of infantile mor—
bidity and mortality. Campylobactetr fefuni were searched for in
feces of 98 children with acute diarrhoea and 30 children without
diarrthoea (contrel group), all of them younger tham two years, in
Belo Horizonte MG, Brazil, in the peried from August/82 to Janua-
ry/84. Using Butzler's medium, Campylobacter fejuni were isolated
from 11,2% of the patients with acute diarrhoez and from 6,67 of
the control group. Using passive immune hemolysis, only one
strain (10%) could be considered LI-enterctoxin-producing and
using the suckling mouse test no one strain revealed capacity to
produce ST-enterotoxin. AlL of the tested strains of Campylobac-
ten jejuni (11) were semsible to Erythromycin, Gentamicin, Amika-
cin, Kanamycin, Neomycin and Chloranphenicol and resistant to the
association of Sulfamethoxazole-trimetoprim. Only one strain was
resistant to Tetracycline (9,1%) and three strains were resistant:
to Ampicilin (27,3%). The strains isclated from patients were
placed in biotype 4 (15) and biotype 1 (Skirrow & Benjamin). In
the control group the strains isolated were placed in biotype 1
{Skirrow & Benjamin) and, according to the biotyping proposal of
Hébert & col. (15), one strain was placed in the biotype 3 and
the other in biotype 4.

Introducac

A etiologia da diarréia aguda da infincia inclui un espectro amplo de agentes
conw  bactérias, virus, protozodrios e fungos (32). Alqumas bactérias sio, ha
décadas, consideradas enteropatogénicas. Outras apenas mais recentemente foram
reconhecidas como tal e entre elas o Campyfobacter jejund, na \ltima década,
emergiu como importante causa de enterite humana. Através da utilizacSo de técnicas
apropriadas, esse microrganisme tem sido isolado de fezes de criancas com diarréia
tao ou mais fregquentemente que Salmonelfa ou Shigeffa, sendo encontrado em
virtuaimente teda regido do mundo onde tem sido pesquisado (2).

Cs mecanismos envolvidos na enteropatogenicidade do Campyfobacter jejuni nio
estdo completamente esclarecidos. Existem evidéncias de que a invasibilidade & o
principal mecanismo; entretanto, ¢ teste de Serény tem-se mostrado invariavelmente
regative (4). Por cutyo lade, nZo se pode afastar a possibilidade da participacio
de uma enterotoxina no processo, embora © seun encontro seja irregular, com
relatado por diferentes autores (8, 16, 23).

Diante do exposto, considerando-se as elevadas taxas de morbidade & mortalidade
por diarréia agnda no mmdo em desenvolvimento e a escassez de publicacdes
brasileiras referentes ao assunto, foi desenvolvido este trabalho.

Material e MBtodos

Populacao estudada - Foram estudadas, no pericdo compreendido entre agosto de 1982
e fevereiro de 1984, 128 criancas de até 2 anos de idade, de baixo nivel
sdcio—econdnico, gue nao se encontravam em usc de antibacterianos, procedentes dos
Hospitais das Ciinicas, Salvic Nunes e S3o Domingos Savio, em Belo Horizonte, Minas
Gerais. Dentre elas, 98 apresentavam dJiarreia aguda, no maximo com 10 dias de
evolucao, e 30 ndc apresentavam sintomatologia gastrointestinal (grupo controle).

Cotheita do material - Bs amostras de fezes foram colhidas atraves de sonda retal
cu imediatamente apds evacuagdo espontinea e processadas laboratorialmente em, no
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maximo, duas horas.

Tsofamente e idenfificacdo - As amostras de fezes foram semeadas em meio de Butzler
modificado e incubadas a 420C em atmosfera de microserofilia, obtida atravées do
sistema Gas Pak ({BBEL), sem o amprego do catalizador de paladio (18). As colfnias
suspeitas, ou seja, lisas e brllhantes, pequenas, as vezes puntiformes,
llgelranente elevadas, translucidas, ndo hemoliticas, isoladas ou scb a forma de um
ugau" delgado (26), foram identificadas como Campglobacter fefuni atravas do
aspecto caracteristico, da motilidade em saca-rolhas cu em darde, das provas de
oxidase e catalase positivas, da sensibilidade ao Zcido nalidixico na concentracdo
de 30ug, da capacidade de crescimento a 42°C e incapacidade de crescimento a 25°C,
da produgao de Aacido sulfidrico e capaca.dade de hidrelisar ¢ hipurato de SOle
(16) .

Biofipagem - A biotipagem das amostras de Campylobacter jejuni iscladas fol feita
de acordo oom OS esquenmas propostos por Skirrow & Benjamin (25) e Hébert & col.
{15} .

Pesquisa de enterofoxinzs - A capacidade de produzir enterotoxina termpldbil (LT) e
termoestavel (ST) foli pesquisada nas amostras de Cempylobacter fejuni isoladas
empregando-se o teste da immohemblise passiva (12) e o teste de Dean & col. (10),
respectivamente. O meio de cultura utilizado fol preparado de acorde com
Ruiz-Palacios & col. {23).

Pesquisa de invasibilidade - Foi pesguisada, através do teste de Serény, em 12
amostras, de acordo com a metodologia descrita por Toledo & Trabulsi {27).

Antibiograma - Bs avostras de Campylfobaeier jejuni iscladas foram submetidas a
testes de susceptibilidade a antimicrobianos atraves do método de difusio (22),

utilizando-se discos BBL das sequintes drogas: Amicacina, Ampicilina, Canamlcma,
Cloranfenicol, Eritromicina, Gentamicina, Neomicina, Sulfametoxazol-trimetcprim e
Tetraciclina. No controle de cualidade, foram empregadas amostras padrac de
Escherdichia cofd RAICC 25922, Staphylccoccus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas
aghugincse RICC 27853 (Bactrol Disks Set B-Difco), preparadas de acordo com as
instrugoes do fabricante.

Resultados

mostras de Camoylobacter jejuni foram iscladas de 11 pacientes com diarréia
aguda (11,2%) e de duas criangas (6,6%) do grupo controle.

Entre as 12 amostras classificadas quanto ao biotipe todas foram incluidas no
wictipo 1 de acorde com Skirrow & Benjamin (25). Adotando-se ¢ esquema proposto por
Hevert & ccl. (15) 10 amostras isoladas de criancas com diarréia aguda foram
incluidas no bictipo 4 e, no grupo controle, wna amostra foi classificada como
pertencente ac biotipo 3 e a outra ao biotipo 4.

Entre as 10 amostras de Campylobacten jejund testadas, isoladas de criangas com
diarréia aguda, apenas uma amostra demonstrou capacidade de produzir enterotoxina
1T. No grupo controle nenhuma amostra revelou esta rpropriedade. A produgdo de
toxina ST ndc foi detectada nas 12 amostras testadas.

A pesquisa de invasibilidade (Teste de Serény} foi negativa em todas as amostras
testadas.

As 11 awostras de Campylobacten jejund isoladas a partir das fezes de criangas
portadoras de diarrdia aguda foram susceptiveis &a Eritromicina, _Gentamicing,
Amicacina, Canamicina, Neomicina e Cloranfenicol e resistentes a assoclagao
Sulfametoxazol-trimetoprim. Apenas wna amostra  (9,1%) apresentou resisténcia a
Tetracicling e trés (27,3%) mostraram resisténcia & Ampicilina.

Discussao

0Os resultados deste trabalho evidenciam a importante participacéo do
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Campylobacter jejuni na etiologia da diarréia aguda da infincia, em Belo Horizonte,
ande foi observada incidéncia major (11,2%) que a relatada por cutros autores, no
Brasil, camo Ricciardi & col. (22) e Ricciaxdi & Ferreira (21) que isolavam, no Rio
de Janeiro, este microrganisme em 2,4% e 6,4%, respectivamente, e Jaramillo {16}
gque, em S3o Paulo, encontrou esta bactéria em 7,4% dos cascs. Frequéncia mais
elevada {18,5%) foi relatada por Magalhfes & col. (17), em Recife,

Resultados semelhantes ac encontrado neste estudo foram relatados por Billingham
{1}, em Gambia (14,8%); por DeMol & Bosmans (11), em Rwanda {11,0%) e por Glass &
col. (13}, emn Bangladesh (14,0%). Por outro lado, nos paises desenvolvidos, o
Campylobacter fejuni tem sido identificado como agente de diarréia aguda em menor
incidéncia. Skirrow (24), na Inglaterra, relatou ¢ encontro do microrganismo em
7.1%; Walder (29}, na Suécia, an 6,9%; Pai & col. (19), no Canada, emn 4,3%; Butzler
& col. (9}, na Bélgica, em 5,1% e Blaser & col. {5}, nos Estados Unidos, em 4,6%.
Estes dados mostram ampla variagdc na incidéncia da diarr8ia aguda cavsada por
Campylobacter  jefund, devendo-se enfatizar, entretanto, a importdncia do
microrganismo caro agente de diarréia, tanto nos paises desenvolvidos camo nos em
desenvolvimento.

Neste estudo foi encontrada fregquéncia relativamente elevada de portadores
assintcmdticos de Campylobacfer fefund nBo tendo side chservada diferenca
estatisticamente significativa entre as criangas com e sem diarréia (X* = 0,84),
resuitado samelhante a0 relatado por Jaramillo (16) em S3o Paulo. Nos paises
desenvolvidos, o encontro de portadores assintomaticos de Campylobacter fefund & um
evento rarc {3, 9, 25). No entanto, nos paises em desenvolvimento, & frequente o
isolamento do Campylobacter f2jund na populacso sem diarréia (3, 12, 20), o que
pode ger explicade pela ocorrencia provavel de um contato precoce cam ©
microrganismo e, consequentemente, desenvolvimento de imonidade (6).

Com relacdc a biotipagem, os resultados encontrados no presente estudo apresentam
diferencas quando comparados com o5 relatos de cutros autores, em diversas partes
do mmndo (15, 16, 25, 33). Estas discrepincias podem estar relacionadas a
diferencas regionais, tornando necessario © desenvolvimente de pesquisas desta
natureza para que se possa compreender melhor a epidemiologia da enterite por
Campylobacten jefund. _

Neste trabalho, spenas wma dentre as amostras de Campylobacter jefuni testadas
demonstrou capacidade de produzir enterotoxina termoldbil e nenhuma de produzir
enterotoxina termoestavel. Os relatos da literatura sio discordantes quanto a este
assunto. Butzler & sgkirrow (8) relataram o encontro de amostras produtoras de
entergtoxina termoestavel, fato que ndo tem sido reproduzido por outros autores
{14, 16). Por ocutro lade, a pesquisa de enterotoxina termoldbil foi negativa nas
amostras testadas por Guerrant & col. (14), Butzler & Skirrow (8) e Jaramillo (16},
entre outros, e positiva em 24 amostras (75%) ensaiadas por Ruiz-Palacios & col.,
(23). A capacidade de produzir enterotoxinas pode ser de natureza plasmidial e
perder-se apds sucessivas passagens em nmeios de cultura sendo, portanto,
recamendado que a pesquisa destas enterotoxinas seja realizada em amostras
recentemente isoladas. £ indicado, ainda, empregar—se meios de cultura e té&cnicas
de deteccao sensiveis para que se possa revelar pequenas quantidades destas
substancias. Estes fatores podem ser os responsdveis pelas diferencas registradas
pelos diversos autores, E ainda necessario pesguisar-se o real papel das
enterctoxinas na patogenia da diarréia humana causada pelo Campylobacter fejund.

Foi observada resisténcia a associacdo Sulfametoxazol-trimetoprim, & Ampicilina e
a Tetraciclina, o que pode estar relacionado a0 uso anmplamente difundido destes
antimicrcbiancs, fawrecendo a selegdoc de amostras resistentes (31). Por outro
lado, neste trabalho, nenhuma das amostras de Campylobacten jejuni mostrou
resisténcia & FEritromicina., FEntretanto, a resisténcia a este antibacterianc tem
sido relatada em varios paises (7, 28, 30) sendc necessaria wna vigilancia continua
da sengibilidade a essa drcga, considerada a mais indicada no tratamento dos casos
nos quais a terapSutica especifica e indispensavel.

pk 3 - !
Este trabalho foi realizado com apoio financeivo do Conselho Necional de
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Desenvolvimento Cientifico e Teanoldgico ((Pg) e do Conselho de Pesquisa
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Resumo

E demonstrada nova técnica para quantificacdo de placa dental
formada "in vitro”, sobre laminula, através do uso de microscdpi-
co optice comum adaptade com célula do tipo fotorresistor, na
ocular, e multimetro, para registro.

Sumrary
Pental plague evafuation by quaniifative method

A new technic is demonstrated for quantification of dental plaque
formation "in vitre”, on glass-slide, by using the simple micros-—
copic adapted with fotorresistor cell and multimeter, for regis—
ter.

Introducao

Para avaliagdo quantitativa da placa dental formada "in vitro", & sugerida a
montagem de um instmmento indicado para medir, através do microscopio, intensidade
de luz transmitida ou refletida, utilizando célula do tipo fotorresistor (2, 3).
Avaliagles de intensidades lLuminosas, em termos de valores de resist@ncia elétrica,
séo feitas por intermé&dio de multimetro utilizivel como microcolorimetro ou
microturbidimetro, que pode substituir equipamentos cujo prego torne invidvel sua
aguisicdo em determinadas circunstincias.

Descricao

Utiliza-se microscopio mono ou binccutar, com fonte de iluminacdo interma ou
externa, sendo entretantc conveniente ligar a lampada a uma fonte estabilizada de
corrente para evitar os erros resultantes de variagbes de intensidade luminosa
duirante as leituras. Im acumalador do tipo usado em autcmoveis pode desempenhar
esse papel. Deve ser ligado um resistor em série se a voltagem do acumalador for
superior & indicada para a lampada, 3

A célula fotoelétrica e do tipo "IDR", de sulfetc de cadwmio (CAS). Bua
resisténcia elétrica & fungao da intensidade da luz incidente schre o elemento
sensivel. Deve ser montada no tuko de microscépic, de preferéncia no plano onde se

forma a imagem projetada pela objetiva, em wm tubo a ser colocado no lugar onde se
insere a ocular. Uma ocular podera servir de suporte para a celula.

O multimetro (instrumento de medidas elétricas) deve ter sensibilidade suficiente

Rev. Microbiol., S3o Paule, 18(1):31-33, Jan./Mar. 1987.
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Figura 1 — Componentes.

Simbolos: 1 = Fonte de 1luz dotada de
condensador; 2 = Espelho plano; 3 = Filtro
optice; 4 = Platina de microscdpio; 5 = Limina
(porta-objetc); & = Objetiva; 7 = Ocular

modificada (com célula fotoelétrica); 8 =
Instrumento medidor de resistencia elétrica

v

para medir resisténcias eletricas na regifio de megohms {1 Mohm = 10 chms) e
permitir leituras precisas. Os medelos simples possuem microamperimetro, wm
conjuntc de resistores e fonte de corrente constituida por pilhas comms,
dispensando circuitos eletronicos.

Os filtros devem ser colocados em algum ponto da trajetdria dos raios luminosos,
entre a lampada e o condensador. Devem ser escolhides de acordo com as finalidades.
Para determinagdes turbidimetricas recomenda-~se filtros azuis.

Ligactes
& cilula & ligada por meio de fios flexiveis, de comprimento conveniente, ao
multimetro. Todas as conexdes devem ser soldadas.

Operagao

Montada a celula no microscdpio, deve-se inicialmente regular a intensidade
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luminosa e a sensibilidade do multimetro para que seja possivel levar o instmmento
a marcar zero ohms cam o filtro instalado. Para medir turbidez de material colocado
entre l3mina e laminula, & usada outra limina com laminula, sem a preparagdo, para
servir de "branco”. A resposta da cdlula de (4S5 & relativamente lenta, devendo se
esperar © tempo necessirio para sua estabilizagan. Entretanto, tomada essa
precaucdo, os resultadeos das leituras serdo suficientemente precisos.

Afericac

0 equipamento descrito permite medir valores de resisténcia de célula enquanto
sobre esta incidir a luz proveniente do sistema de iluninacdo do microscopio,
atermiada de modo mais ou menos intenso pelas preparacdes colocadas sobre a platina.
£ necessario, entretanto, medir a diferenca entre a intensidade da 1luz apds a
passagem pelo "branco" e pela preparac@o, Essencialmente, esse processo consiste am
colocarem-se no caminho do feixe lumiroso (sobre a platina do microscopio),
sucessivamente, o branco e filtros que transmitam percentagens conhecidas da luz
incidente sobre eles e anotar os valores correspondentes de resistZncia elétrica.
Por meio de regressdc linear, usando-se oS logaritmos dos valores de resisténcia
elétrica e absorbincia (calculada como 2-log transmitancia ou obtida a partir de
tabela), chega~se & equacio que permitira calcular valores quaisquer de absorbincia
a partir dos de resisténcia elétrica, fornecidos pelo multimetro. Elabora-se entio
ura  tabela em que sao confrontados valores de resisténcia, absorbincia e
transmitancia.

Nio sendo possivel conseguir og filtros citados, podem-se improvisar cubetas para
fotometria usando l3minas de microscopia. Sobre uma lamina colccam-se, separados
entre si por um espace de cerca de 20 ou 30 milimetros, dois pedagos retangulares
de vidro cortados de outra lamina, tendo o camprimento igual ou poucc menor que a
largura da la3mina. Coladas & superficie da l3mina, essas pegas servirao de suporte
a uma laminula, limitando um espago que terd altura correspondente a espessura da
13nina (cerca de 1mm). Soluctes de corantes soliwels em &gua serdo colocados nas
cubetas iprovisadas, devendo ser conhecidas as relacbes entre suas concentracoes.
fscolhidos os corantes e filtros adequados, o©s valores de absorbincia serdo
Jdiretamente proporcicnais & concentracoes.

Aplicacao

Paya avaliar a sensibilidade do método proposto, na quantificagdo da placa dental
formada "in vitro" {1}, foram realizados exercicios utilizando sacarcse {5%) e
xilitol (5%3) cano padrdes positivo e negativo, respectivamente, de indugao de
placa, amostra de Streptecoccus mutans e laminula de vidro em caldo PY (PRAS) .

Foi determinada a absorbancia de um total de 82 placas formadas sobre laminulas,
sendc 40 correspondentes ao grupo xilitol e 42 ao sacarocse, através de 10 leituras
para cada laminula.

Face aos resultados obtidos, expressos em média de absorbincia, 0,2373 para
sacarose e 0,0175 para xilitol, comprovadores da identidade dos padrdes utilizados,
conclui-se gque: a simplicidade, baiwo custo operacional e rapidez do método
proposto, aliados 3 sensibilidade dessa metodologia para quantificar placa dental
formada "in vitro", Justificam seu uso rotineirc nas analises quantitativas da
placa dental.
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Resumo

Os plasmidios RP4 e R68.45 foram transferidos para Iymomonas mo-
bLLis CP4 pelo processe de conjugagao. A estabilidade da marca de
resistenciz a kanamicina, promovida por estes plasmidios foi ele—
vada. No entanto, a estabilidade da marca de resistoncia a tetra—
ciclina foi baixa. A frequdncia de transferdnciz dos referidosg
plasmidios, em Z. mobifis aumentou nas primeiras quatro horas de
cruzamento, sendo o plasmidioc R68.45 transferide com maior fre-
quencia que o RP4, O plasmidio R68.45 foi capaz de mobilizar as
marcas cromossomicas his, trp e cys, nas frequencias de 8,2 x
1073, 9,8 x 107°% e 2,5 x 1078 recombinantes/doador, respectiva-
mente. Estas frequencias foram 215, 70 e 12,5 vezes maiores que
as frequéncias de reversio para os respectivos tipos selvagens. 0
RP4 nao promoveu a mobilizacdo de marcas cromossdmicas.

Sumary
Plasmids and chromosome transfen in Zymomoras mobilis

The plasmids RP4 and R6B.45 were transferred by conjugatiocn into
Iymomenas  mobilis CP4. The resistance marker stability promoted
by these plasmids was high to kapamyein and low to tetracycline.
The transfer frequency of these plasmids intc 7. mobifis CP4 in-
creased in the first four hours of mating and R68.45 was trans—
ferred at higher frequency than RP4. The plasmid R68.45 mobilized
the chromosome markers his, trp and cys, in the frequencies of
8.2 x 10~%, 9.8 x 10~% and 2.5 x 10-8 recombinants/donor, respec-
tively. These frequencies were 215, 70 and 12,5 times higher than
the spontaneous reversion frequencies to the wild type. The plas-
mid RP4 did not promotz chromosome transfer.

Introducio

O etanol pode ser obtido industrialmente, por processos de sintese quimica ou de

fermentagao. Este Gltimo € o mais utilizade no Brasil e nele sao empregadas
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leveduras, usualmente dos génercs Saccharcmyees ou Schizosacchwwomyees,  que
fermentam acixares a etanol. Contudo, a fermentacio alcodlica pode tambem ser
realizada por bactérias. Entre estas, Iymomonas mo bifis & considerada coame uma das
mais promissoras para utilizacgo em industrias (1, 14, 17).

7. mobifis tem sido caracterizada cowo sende capaz de produzir  maiores
quantidades de etanol a partir de glicose ou frutose, do que as leveduras (15). Ko
entanto, com sacarose, o rendimento alcodlico & menor, o que pode ser atrimiido,
entre outras -razdes, & producio de levano, um polimero de frutose excretado pelas
células (11).

Estudos genéticos em Z. mobilis Qemonstraxam a possibilidade da bactéria ser
utilizada oomo receptoras e doadoras de diferentes plasmidios, Skotnicki & col.
(13) em cruzamento intergenérico, transferiram os plasmidios R1drd19, pRD1 e R68.45
para diferentes estirpes de Z. mobilis. As maiores frequéncias atingiram wvalcores
acima de 10~ transconjugantes/doador, © que expressa a grande capacidade receptora
das estirpes utilizadas. Stokes & col. (15), também em cruzamentos intergendricos,
transferiram os plasmidios RP1 e R68 para estivpes de 7. mobilis, no entanto, as
frequéncias cbtidas eram menores, da ordem de 10~° transconjugantes/doador. Bn
cruzamentos intraespecificos a frequéncia de txansferéncia dos plasmidios
gltrapassou o valor de 107! transconjugantes/doador, na maioria dos casos {13},
indicando que Z. mobilis, além de funcionar camo boa receptora pode funcionar
também oco doadora.

ckotnicki & col. {13) relataram a transferéncia de marcas cromossdmicas para a
resisténcia A rifampicina em Z. mobilis, utilizando o plasmidio R68.45 em que
obtiveram a freguéncia de 9 x 10~7 recombinantes por doador. Goodman & col. (8)
encontraram frequencias de 9 x 107° e 2 x 107" recambinantes/receptora quando
utilizaram o mesmo plasmidio pera a mobilizagio das marcas adenina e triptofano,
respectivamente.

3 constatacio da existéncia de plasmidios em Z. mobilis {16, 18) e de marcadores
gendticos para a resisténcia  aos antibioticos gentamicina, kanamicina e
estreptamicina {19} tornou mais factivel o objetivo de se conseguir um veicule de
clonagem adequado para Z. mobllis. A transformacio em Z. mebdldis, processo
importante para trabalhcs de engenharia genética, foi obtida com a utilizagdo de
variacico no método desenvolvido para E. cold {2). Assim, foram asscciados um
plasmidio criptice de I, mobifis com um plasmidic de E. coli, contendo marcas de
resisténeia a antibidticos, conseguindo-se transformantes com frequéncia da ordem
e 5 x 107° por ug de DNA.

Para que 1. mobilis possa ser utilizada na produgdo comercial de etanol é
necessario melhorar seu rendimento alcodlico, a partir da fermentacao de sacarose e
também ampliar a relagio de substratos que possam ser utilizados pela bactéria., A
associagao de metodos tradicicnais de genetica microbiana com as novas técnicas de
DNA recombinante tem sido preconizada como a melhor forma para o melhoramento
desejado em 1. mobilis. i

Com © objetivo de estabelecer um sistema de transferéncia de genes, em alta
frequéncia, foram estudados a cinética de transmissac dos plasmidios e a
transferdncia de marcas cramossamicas em 7. mobilds.

Material e Metodos

As bactérias utilizadas, suas caracteristicas e origens estac indicadas na Tabela
1.

Para o crescimento de 7. mobilis foi utilizado o meio RM (13); para obtengdo de
mutantes auxotroficos o meio minime e o procedimento recanendado por Goodman & col.
{8} .

A transferéncia de plasmwidios foi feita cruzando-se as deadoras E. cold J53 (RP4)
e J53 (R68.45) com receptora Z. mobdfis CP4. Culturas ativas das doadoras,
crescidas em caido nutritivo, foram misturadas com celulas receptoras, na proporgac
aproximada de 1:10, em caldo RM. 2pds 4h de incubacdo a 30°C, aliquotas de 0,1ml
das misturas foram egpathadas, individualwente, na superficie de Agar-RM acrescido
de 100ug/mi de kenamicina e de 100ug/ml de acido nalidixico. Os controles foram
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Tabela 1 - Caracteristicas relevantes das bactérias Eschesichid
coll e Zymomonas mebilis utilizadas,

Simbolos: Ap = Ampicilina; Km = Kanemicina; Nx = Aecido
nalidixico; Rf = Rifampieina; Te = Tetraciclina; Cys = Cisteina;
His = Histidina; Trp = Triptofanc; R = Resistente; S = Sensivel;

PRC = Plasmid Reference Center (Stanford University, School of
Medicine, Stanford, California, USA)

Caracteristicas fenotipicas

Bacterias Plasmidios Origem Origem Oxiges
cramssimica plasmidial

E, coli i
J53 R4 NxSRFS ApTRIITCT PRC
RRT R68.45 NiSRES APTROETCY M. Skotnicki

2. mobilis
Ccpd . - KnhxIRES - Gongalves de Lima
4l - KT RET - présente trabatho
CP404 RP4 NEReS " AGTRmTeT w o
CP410 - | His Ko NxTRED - - "
cP412 - Cys KmoMx"RET - = u
CP413 - Trp K N RET - " .o
CP445 R68.45 NaTRES ARt " "

feitos semeando-se no mesmo meio seletivo, 0,1l de cada doadora e 0,iml da
receptora, separadamente. 2Apds 72h de incubacdo a 309C os transconjugantes foram
purificados no mesmc meic  seletivo.  Os transconjugantes obtides  foram
caracterizados pelo crescimento a 309C, mas ndo a 420C, pela producac de alcool em
caldo de cana e pela auséncia de crescimento em caldo mutritive. Com cs testes de
resisténcia a BAp, Hm, To, Nx e Rf campletou-se a caracterizacdo dos
transconjugantes. A conservacao dos transconjugantes foi feita em caldo RM
acrescido de 50ug/ml de kanamicina e S0ug/ml de Acido nalidixico, cam repicagens a
cada 3 3 4 semanas.

A cinética de transmissZo de plasmidios entre as culturas de 7. mobifis foi feita
apls a cbhtencdo de uma receptora resistente 3 rvifampicina., Para os cruzamentos,
utilizaram-se os transconjugantes CP404 e CP445, contendo os plasmidios RP4 e
R68.45 respectivamente, e a cultura (P41, como receptora. As culturas doadoras e
receptoras foram cultivadas, individualmente, em caldo RM & 309C atd a fase
logaritmica de crescimento. Em sequida, 0,5ml de cada doadora foi misturado COm
1,5m1 da receptora, em 3ml de caldo RM. 2p0s 0, 1, 2, 4 e 6h de incubacio a 300C,
os cruzamentos foram interrompidos por agitacio e aliguotas de 0,Mml foram
espalhadas, individualmente, na superficie de Agar-RM contendo 100pg/ml de
kanamicina e de rifampicina. Os transconjugantes foram contados apos a incubagic a
309C por 96 horas.

A estabilidade dos plasnidios RP4 e R68.45 nos transconjugantes de 7. mobilis foi
ensaiada &pds © crescimento das culturas em caldo =M contendo  100pg/ml  de
ampicilina, de kanamicina e de tetraciclina. Elas foram transferidas diariamente,
durante 7 dias, para caldo BM sem antibiGticos. A cada dia eram feitas diluicles e
seémeaduras das culturas em meio RM. Apds o aparecimento das coldnias eram feitas
réplicas para trés placas com RM contendo, individualmente, 100ug/ml de ampicilina,
de kanamicina ocu de tetraciclina. Apds a incubacdo a 30°C, por 48 horas,
determinou-se o nimerc de transconiugantes que mantinham a capacidade de crescer no
meio cam os antibibticos.

A transferéncia de marcas cromoss@micas entre as culturas de Z. wobilis foi
realizada por cruzamento entre os transconjugantes CP404 e CP445 com as receptoras
CP410, CP412 e CP413. Allgquotas de 0,5ml de células doadoras, em fase ativa de
crescimento, foram misturadas cam 1,5wl de células receptoras em 3,0ml de caldo RM.
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ipds 4h de cruzamentc as célulag  foram’ Figura 1 - Cinética de
centrifiyadas a 1.200xg por 10 minutos e transferéncia dos plasmidios
ressuspensas em Sml de meic minimo (8). A RP4 e R6B.45 de  Iymomonas
sequir G,1ml das células foram espalhadas na mebllis  CP4D& e CP445 para
superficie Egar-meio minimo acrescido de CP41, respectivamente

50ug/ml de rifampicina. Os controles foram
feitos inoculando-se as doadoras e receptoras,
separadamente, no mesmo meio minimo seletivo. O
nimero de recombinantes foi determinado apds 5
dias de incubagaoc a 30°C.

e d L

S
f

Resultados e Discussao

1t 1 egaal

Dos cruzamentos entre as células doadoras
Eschendichia cofdl J53 {RP4) e RR1 {R68.45) e a
receptora 4. mobdilis (P4 foram obtidos os
transconjugantes CP404 e CPp445,
respectivamente. Estes se comportaram como  Z.
mobifis nos  testes de  caracterizacdio e
expressaram  integralmente as marcas de
resisténcia acos antibidticos codificades pelos
plasmidios (Tabela 2)}. & frequénecia de
transferéncia dos plasmidios RP4 e R68.45 nos
cruzamentos intergenéricos ndo fol determinada,
porém, chservou-se uma redugao do namero de
transconjugantes apds 4 horas de conjugacdc, o
que pode ser atribuido & sensibilidade de E.
coldl aoc Aleool que se formou no caldo BM, apds
o crescimento de 7. mobilis. A transferéncia de
plasmidios de resisténcia para I. mobifls, em
cruzamentos intergenéricos foi constatada pela :
primeira vez por Skotnicki & col. {13}, utilizando os plasmidios piB4Ji, R68.45 e
PRDY, pertencentes ac grupe IncPt e o plasnidio R1drdil9, do grupo IncFII. A
frequéncia de transferéncia destes plasmidios fol relativamente elevada, em alguns
casos, cam frequéncia maior que 107, demonstrando a facilidade cam que estes
plasmidios sdo transferidos entre os diferentes géneros. Em 1982, Dally & col. (5),
utilizando cutros plasmidios do grupo Incpt, demonstrarvam a capacidade de Z.
mobilis receber plasmidics; no entanto, as malores frequéncias obtidas foram bem
infericores as encontradas por Skotnicki & coil. {13). A diferenca entre os
resultados pode ser em razdo gas caracteristicas dos plasmidics, das recgptoras ou
das metcdologias utilizadas para os cruzamentos.

iy REBAS
o—o RP4

G
&

Ned 1 LLi1)

FREQUENCIA DE TRANSCONJUGANTES/CEL. DOADORA
5]
A
S ENITE 3

%

o
L
E-Y
0

Tabela 2 — Caracterizacac das estirpes deadoras, receptora e
transconjugantes nOs cruzamentos intergener%cqs entre Escherichia
eold J53 (RPL)Y, J53 (R68.45) e Iymomonas mobilis CP&.

Simbolos: + = Com crescimento; - = Sem crescimente
Estirpes conjugantes - Transconjugantes
Meios de cultura E. coli 2. mobildis 2. mobllis
JS3 (RP4) RR1(68.45) Cré Cr404 CP445

Caldo de cana

Caldo nutriente

Meic minimo + lactose
Meio mining + xilose
R+ 7% etanol

R+ Nx

Bi+ 2+ Ko+ Te

+ 01+
L I S A |
T+ + 81+
++ 1+
+ 4+ )+
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Tabela 3 - Estabilidade das marcas de resisténcias dos
plasmidios RP4 e R68.45 em transconjugantes de Zymomonas
mobdfis, durante sete transferencias sucessivas em meic RM
sem antibidticos.

Simbolos: Km = Kanamicina; Tec = Tetraciclina

Percentagem de coldnias

Transconjugantes  Transferdncias giomt !as resistent:leé
CP404 i 15 100 96
i 28 100 100

32 45 100 300

43 76 98 94

. 5% 40 100 70

62 83 95 63

72 69 - 100 45

CP445 12 32 100 100
28 36 98 98

32 82 100 93

42 26 100 77

58 51 98 63

63 79 106 34

=’ 74 98 46

A estabilidade dos plasmidios FP4 e R68.45 em Z. mobilis (P4 foi testada pelas
narcas de vesisténeia a kanamicina e tetraciclina (Tabela 3). Os resultados
demonstraran que as marcas para resist@ncia 3 kanamicina sfo praticamente estiveis
apbs sete passagens sucessivas em meio sem antibiSticos. No entanto, a marca para
resisténcia i tetraciclina spresenta segregagio elevada apds 3 a 4 passagens
sucessivas em meio n2o seletivo. Resuitado de instabilidade da marca para
resistencia a tetraciclina 34 foi observada em Z. mobifis (15). Por outro lado, a
literatura tembém registra resultados de estsbilidade para resisténcia a kanamicing
am transconjugantes de 7. mobilis contendo plasmidios R {13).

A cingtica de transfer@ncia dos plasmidios RP4 e R68.45, em cruzamentos
intraespecificos de 7. mobilis estd representada na Figura 1. A frequéncia de
transferéncia do R68.45 foi senpre maior que a do RP4. As frequéncias maximas foram
obtidas apds 4h de cruzamentos e, cam 6h de conjugacio, 44 havia reducio nas
frequéncias. Skotnicki & col. (13) estudando a transferéncia do plasmidio PIRATI
para 1. mobilis, em cruzamentos intergenéricos, tamb@m constataram as maiores
frequéncias com 4h de conjugagdo. .

A freguéncia maxima de transfer@ncia do plasmidio R68.45 para Z. mobifis CP4 foi
e tomo de 40 vezes menor que a obtida por Skotnicki & col. (13). Deve-se
ressaltar que estes autores utilizaram a membrana "Millipore" ao passc que, no
presente trabalho, foi feitc o cruzamento em meio Iiquido. Sabe-se que o cruzamento
en membrana favorece a conjugacio pela maior estabilizagSio dos pares conjugantes.

Cs resuitados dos experimentos visando a transfer@ncia de marcas cromossemicas em
I, mobllis, promovidas pelos plasmidios RP4 e R68.45 estdo indicados na Tabela 4,
Quando se wutilizou o plasmidio RP4 3s frequéncia de recarbinacdo para as marcas
his, cys e trp praticamente se igualaram as frequéncias de reversao para os tipos
selvagens, mostrando que n3c houve recombinacdc. O plasmidio RP4 tem sido
transferido. com facilidade para diferentes génercs bacteriancs, mas a sua
cagpacidade de mobilizar marcas cromossdmicas, & baixa (10). A aplicacio de
ultra-vicleta, raio X, etil metanosulfonato ou alaranjado de acridina pode
favorecer a transferéncia de marcas crompssdmicas por Rp4 (6, 7).

uando se utilizou o plasmidio R68.45 foram obtidos recambinantes a as marcas
nis, trp e cys, nas frequéncias de 8,2 x 107%, 9,8 x 10°% e 2,5x 10°°
reconbinantes/doador, respectivamente (Tabela 4). Estas frequéncias foram 215, M e
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Tahela & — Frequéncia de recombinacaoc e de reversac espontanea em
Zymomonas mobilis.

Simbolés: His™ = Auxotrofiz para histidina; Cys™ = Auxotrofia para
cisteina; Trp~ = Auxotrofia parag triptofano; 1 = HNumero de
recombinantes/doadora; 2 = Numero de protorrdficos/mimero total de
célula

Frequéncia de recarbinagio!

Celulas Caracteristicas cElulas doadoras

Frequéncias de reversao

receptoras  fenotipicas cpaod CPAds espontinea’®
cP410” His~ 1,9 x-10°7 8,2 x 1075 3,8 x 1077
_CP412 Cys~ 2,1 x 1077 2,5 % 107% - 2,6 x 1077
CP413 Trp™ 1,1 x 10~7 9,8 x 107 1,4 x 1077

12,5 vezes maiores que as frequéncias de revers@o para os respectivos tipos
selvagens, indicandc gue R68.45 & um plasmidio também eficiente na mobilizagdo de
genes cramossdmicos, em Z. mobilis. Esse plagmidic tem sido utilizado, com sucesso,
para a transferéncia de marcas croamossamicas em varios géneros bacterianos (3, 12,
13). Esta capacidade de mobilizacio cramossGmica {Cma) apresentada pelo plasmidio
R68.45 pode ser perdida sem que outras marcas do plasmidio sejam também perdidas.
Mo entanto, a (ma pode ser estsbilizada mantendo a celula com o R68.45 em melo
contendo kanamicina (4).

A utilizacdo de R68.45 para nobilizar genes cramossdmicos em 7. mobdldis  foil
testada canm sucessco, pela primeira wvez, por Skotnicki & col. (13}, tendo side
transferida a marca para resisténcia a rifampicina com a frequéncia de % = 1077
recarbinantes/doador. Goodman & col. (8), em cruzamento semelhante obtiveram como
resultados preliminares as transferéncias das marcas ade e trxp nas freguéncias de 9
% 107% e 2 x*10~" reconbinantes/receptora, respectivamente.

Confirmada a eficiéncia do R68.45 em transferir marcas cromossGnicas em 2.
mobilis, deve-se, a seguir, iniciar o mapeawento desta bactéria. Para tal, mutantes
com varios marcadores gendticos devem ser produzidos e através de cruzamentos
interrarpidos ou de heranga de marcas nio selecicnadas, determinar a ordem e &
distancia dos genes no cromossamo de Z. mebdLis.
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Resumo

Toi feita a localizacio de genes nif em uma amostra da bactéria
fixadora assimbiética de Np, Azofcbacter paspali, ndc portadora
de plasmidic. Foram isolados mutantes auxotréfices e nif™, a par—
tir da inducdo com luz ultra-vicleta e tratamento com acido mi-
troso. A localizacdo de algumas motagoes nif foi possivel, atra-
vés da andlise de complementag@o apds a transformacao de mutantes
nif~ em todas as combinacdes possiveis, verificando-se gue os ge-
nes estavam ligados na maioria dos casos.

Sumary
Transfonmation with nif genes .in Azotobaclen paspali

A matural isolate of Azofobacter paspali, a non-symbiotic Np fi-
xer strain lacking plasmids, was genetically studied with the ob-
jective of locating the nif genes. Auxotrofic and non—fixing mu-
tants (nif~) were isolated after treatment by UV light end ni-
trous acid. Complementation analysis after genetic transformation
of the different nif~ mutants allowed the detection of linkage
among the markers under analysis.

Introducdo

Os primeiros estudos genéticos e bioquimicos da fixacdo de nitrogénio atmosférico
foram realizados com Azotobacten uvinefandil e A. chroceoccum {10, 23, 25). Mo
entanta, varios fatores came perda de mutantes ou instabilidade associados com
técnicas imprdprias, resultaram em wm lentc avango no  estudo genético destas
bactérias.

0 primeiro processo de transformagdo em Azofobacter, foi descrito por Sen & Sen
(21) entre A. vinefandii e A. chioococeum, com relaciio a producso de pigmento. A
partir disso, foram desenvolvidas melhores condices para realizacdo deste processo
em A, vinefandii, utilizando-se marcas genéticas mais eficazes., Assim, foi
consequida a transformacdo para prototrofia de indmeras mutactes amxotroficas
(uracila, adenina, hipoxantina) nif— (incapacidade de fixar N2) e rifampicina {15,
16, 17). Embora nfo tenha sido bem definida a posigao dos genes para fixagdo de Ny
(nif) nesta bactéria, hi indicacdes de gue nfio estejam todos mum Unico grupe de
ligacdo (2).

Foi também realizada a transformacio intergenérica de Azoiobacfer nif™ com DNA de
Rhizobium, fixadora simbitica de N,. Neste caso, 10% dos transformantes nift
continham inclusive o sitio de ligaciio a lectina, gue especifica a relagdo  entre
Rhizobium e a planta hospedeira {13).

0 estudo em cutras espécies de Azofobacfer, tais camo A, beiferinckil e Al
paspali, ainda & inicial. Alguns trabalhos scbre A. paspali sdo encontrados na
literatura, principalmente considerando a associagdo desta com a rizosfera de
Paspalum nofatum (7, 8, 9, 12), mas nenhuma mencdo foi feita a respeito da genética
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da fixagdo de N, nesta bactéria. :

Bm vista destes fatos, o chjetivo deste trabalho foi localizar os genes nif, em
uma amostra de A, paspall, procurando-se ainda uma similaridade com outras espécies
do mesto género, bem estudadas geneticamente.

Material e M&kodos

A linhagem de A. paspall £ol isolada de solo latossol roxo {14) e classificada de
acordo oo os critérios citados por Becking (1), Dobereiner (7} e Breed & col. (5).
A linhagem bacteriana foi submetida 3 eletroforese em gel de agarcse e nio foi
visualizada a presenca de plasmidio por nenwm dos métodos utilizados (11, 20).

Para cbtengao de mutantes nif”, umz suspensic de células foi centrifugada, o
sobrenadante desprezado e a seguir, irradiada com luz ultra-violeta por 2 minutos
ou tratada com acido nitreso (0,5ml da suspensdo de células em 0,33m1 sol., nitrito
de s0dio 0,5M e 9,17ml de sol. acetato PH 4,4} por 8 minutcs. Estes tempos foram
pré-determinados em experimentos anteriores de curvas de sobrevivéncia aocs agentes
mitagénicos citados. ApSs os tratamentos, aliquotas da suspensao de células
diluidas, foram semeadas em placas cantendo meic IG (1) swride can fonte de
nitrogénic por 48 horas a 309C. As col@nias que se desenvolveram foram replicadas
para placas com o mesmo meio, com e sem fontes de nitrogénic., Cs mutantes nif™
obtidos desta forma, foram submetidos a auxanografia, =z fim de se observar a
ocorréncia de possiveis muatantes auxotroficos, sendo imoculados em meios
suplementados com aminoicidos, vitaminas ou acidos nucleicos.

Para a extragdo do DNA de células mutantes nif e da linhagem original as células
foram crescidas em meio LG e centrifugadas por 15 minutos a — 12000g. BEm seguida,
foram suspensas em Sml de tris-HC1 0,05M {pH 8,0}, centrifugadas novamente, sendo
ressuspensas em 8ml de sacarose 25% (em tris-HCL 0,05M) contendo lisozima (10mg /ml.)
e mals 2ml de EDTA 0,5M pH 8,2 (em tris-mcl 0,05M} . Pez-se wma incubacgdo por 10
minutos a 25°C e acrescentou-se Imi de SDS 10%, deixando-se durante 30 minutos a
60°C, A sequir, foi adicionada uma solugdo cloroformic-aleool iscamilico (24:1), en
voluze igual 2o volure total do tubo, agitando-se lentamente até a formacdo de
ermlsido  homogénea. Centrifugou-se a = 14000y por 20 minutos e transferinse o fase
aquosa superior para outro tubo, onde se adicionou 2 volimes de etanol gelado (=
~-50C). Apds a centrifugacio, fez-se a secagem a vacuo do &dlcool remanescente e
adicionou~se Iml de tampdo SSC; seguindo-se 3 dissolucdo dos acidos nucleicos, foi
colocada solugao de RiBse, até atingir a concentracdo de 50ug/mi. A seguir, foram
repetides os passos descritos, apds a colocacdo da solucdo clorofdrmio~iscamilico,
finalizando-se com a dissolugao do DNA em tampdo SSC (14).

Nos experimentos de transformagao foram utilizados os mutantes nif~, como células
receptoras e o DNA doador da linhagem original e também dos mrtantes nif~. No
primeiro processo de transformacio, os mutantes nif— foram crescidos em meio para
inducdo de competdncia (OFe + N} por 24 horas a 300C {17}. Cerca de 50ml de células
competentes (2 x 107 cels/ml) foram colocadas em tampdo Burk (22) e acrescentorso
2,0y de DMA da linhagem original de A. paspali. Apds 2 horas de incubagio a 309C a
mistura foi semeada no meio Burk com e sem adigao de nitrogénio, incubando-se por
72 horas a 30°C (22). Ne segundo processo de transformacdo, of mutantes nif~t e
nif”5 foram crescidos nas reswas condicles anteriores. Para cada cultura nif-,
foram feitos ensaics envolvendo sua transformagao com o DNA isclado de cada um  dos
mitantes nif-.

A frequéncia de transformaco foi calculada em fungdo do nimerc de células
receptoras utilizadas. O INA foi ensaiado para se verificar a esterilidade em meio
Burk e cada wra das linhagens mitantes nif— tarbém foi ensaiada a fim de se
observar a possivel reversio.

Resultados e Discussao

Foram selecionados 6 2 10 mutantes nif~, respectivamente, apds os tratamentos com
luz ultra-violeta e acido nitroso. Do total, 2 eram nutantes auxotrofices para
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vitamina Bl e 1 para timina, o que foi revelado pela auwxancgrafia; 8 sofreram
reversio para prototrofia e apenas 5 mantiveram sua condigiic nif™, ou seja,
incapacidade de fixar nitrogénio. A frequéncia de aparecimento de mutantes nif foi
baixa, principalmente considerando a necessidade dos experimentos posteriores de
transformacac a que se destinavam.

Houve dificuldsdes no isolamento de maior nimero de mutantes nesta bactéria, o©
mesmo ocorrendo para varios autores em cutras espécies de Azofobacter. Sadoff &
col. (19) justificam isto, cam sendo devido ao fato de Azofobacfer ter grande
quantidade de DMA (dez vezes mais do que E. coldi}, inclusive sugerindo a existéncia
de 40 cofpias de cromossamas por célula. No entanto, Terzaghi (24) considera que a
mAioria destes cronosSsomas ndo devem ser biologicamente funcionais. De acordo com
Page & Sadoff (15) a dificuldade de cbtencdo de mutantes em A. vinglandii se deve a
evisténcia de um sistema de reparo pos-mutacional eficiente. Neste trabalho, as
dificuldades encontradas podem ser assim justificadas, além de se considerar a
dificil mamatencdc dos mutantes obtidos, pois apds algumas repicagens havia
reversio do carater.

para melhor estudo dos mutantes nif” haveria necessidade de testes mais
precisos, como sugerido por Srill (6), que incluem ressonancia paramagnetica ou
reagae com antissorcs especificos, para verificar se a sua deficiéncia se
relacionou com os componentes I, IT ou I e IT da nitrogenase.

Na Tabela 1 estic os resultados da transformagio entre mutantes nifs e DNA da
linhagem original de A, paspafi. A selegdo dos transformantes foi em funcdo da
recuperacio da capacidade de fixar Ny (nift*} por parte dos mutantes nif”, o que
pode ser verificado através do crescimento de colénias en meio isento de
nitrogénio. Para cada experimento foi feito simultaneamente wm controle dos
mitantes nif”, a fim de se verificar a possivel ocorréncia de reversdo. Nota—se que
a frequéncia de transformagdo foi relativamente alta (média de 2,7 x 107%2) entre
os mutantes nif , podendo-se inferir que estes deveriam apresentar mutactes
simples, facilmente corrigidas pela incorporacio de DNA exdgeno. Experimentos deste
tipo também foram realizados por cutros autores em A. uinelandil e A. chreococoum
(15, 16, 17, 21}, porém nesses trabathos, o DA de células doadoras foi cbtido de
lisados celulares, sem que tivesse sido feita qualguer purificagdo, gerando
intmeras controvérsias nos resultados.

Os mutantes nif- foram, posteriowmente, trensformados com DNA extraido destes
resmos mitantes, em todas as combinacSes possiveis. As porcentagens de recambinagdo
das transformacghes estfic na Tabela 2 e a Figura 1 mostra a ordem das mutagles
afetando a fixac30 de nitrogénico na bactéria. O aparecimento de células nif®
indicou a recombinacio do material genético correspondente as mutagfes das duas
linhagens, Assim, recombinantes nift s5 puderam ocorrer guando a mutacao do doador
nao foi a.mesma do gencma receptor.

- LA distincia ontr . .
& sabido, a ia_entre dois genes Tabela 1 - Recombinantes nift

& diretamente proporcional a frequencia de M
recambinacio, ou seja, valores de recarbinacio dg transformagao entre mutantes
altos, er  Geterminados cruzementos nif” e DNA da linhagen
indicam que a distfncia entre os genes & original. .

g Simholos: * = 0 numero de

relativarente grande (2}. Pode—se notar pelos
dados, aque os mutantes nif 1 e nif 5
provavelmente apresentam o mesmo tipo de
mitacdo, pois nac se detectou transformantes
entre eles; mutantes nif2 e nif-3 .devem
estar bem proximos, pols apresentaram uma

células utilizadas foi de 107 ~
10% cels/ml

frequéncia de recorbinacdo miito baixa. Foram m;—: . % Transformantes nif*
cbtidas diferentes frequéncias de cep

?ransfon.nagéo entre as linhagens mutantes, nift - 1,7 x 16~
isto devido, em parte ac tamanho do segmento nifs 8.5 o

de DNA envolvido. No entanto, em gualquer # S %1 .
frequéncia, esta variacio entre as linhagens nif3 - 4,0 x 107
indicon que as mitagdes ndo foram idénticas, nify 1,1 x 1072

pelo menos na maloria dos casos. nifs 3,2 % 10~3

Nota-se que a frequéncia de transformantes
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Tabela 2 - Transformantes nif't obtidos de cruzamentos entre
mutantes nif” e DNA destas mesmas linhagens.

Simbolos: * = O nimero de células receptoras utilizadas foi de
107 - 10® células/ml

Linhagens doadoras

Linhagens
-receptoras® nify nif7 nif3 nify nif3
nify c 5,4 x 10°*  7,2x10"% 3,5x10°% 8,7 x 16~7
nify 1,3 x 1077 1,0x1007 4,5 x 107% 1,9 x 107% §,71 x 102
nify 6,7 x 107% 5,6 x 10~ i} 2,8 x 107 5,2 x 10°°
nify 7,0x 1077 2,6 x 1077 3,0x1077 3,2x 1077 3,1 x 107
nifs 0 1,5%x 107" 7,3 x107% 8,0 x 10~ 3,8 x 1077
nif* obtidos com DNA mutante (Tabela 2) FPigura 1 — Ordem das'mutaQBes afetando
fol consideravelmente menor do que com a fixacdo de Npy. &s distancias entre as
¢ DNA da linhagem selvagam (Tabela 1). muta¢oes nac sio dadas em esczlas

A partir dos valores de recombinagao,

pode-se  estabelecer a posicdo das

mitacgtes nif, envolvendo A. paspali

(Figura 7). Alguns valores discrepantes .S
580 ooservados entre os cruzamentos 3
reciprocos, decorrentes da  propria

retodologia empregada, mas apesar b e i
disto, os dados sugerem que pelo menos

trés mutacdes diferentes estao

relacionadas (nif~2, 3 e 5) e que nif 4 deve estar distante deste grupo.

Para melhor conhecimento a respeito da localizacac dos genes nif nesta bactéria,
haveria necessidade de se fxabalhar com meior nimerc de mutantes, cuja cbtencio nio
foi possivel. Bishop & Brill (2), en experimento semelhante com A. viénelandil, nio
conseguiram estabelecer posigoes bem definidas para as mutagSes nif, apesar de
gtilizarem maior nimero de mutantes. Entretanto, deve-se ressaltar que ha certas
dificuldades na utilizagdo do método de transformacdo para se fazer © mapeamento .
pois o pedaco de DNA envolvido & pequenc e, assim, ndo & tio simples mostrar que
dois genes sdo ligados, mesmo quando grande nimerc de mutacdes sio analisadas.

Ppesar de A, vdnelandii ser bem estudada, nuitos detalhes necessitam ser
conhecidos a respeito da posicdc dos gemes nif, en seu genoma, tendo sido
demcnstrada (3, 4) =2 existéncia de um sistems altermativo de fixacdo de ¥> nesta
bactéria, Além disto, em trabalhos mais recentes (18) foi verificado que plasmidios
contendo genes nif de Klebsiella preumoniae hibridizaram cam cinco diferentes
fragmentos de DNA de A, vinelandi{. Uma andlise destes resultados, leva a concluir
que ha mais do que uma regilo do cramossoma desta bactéria gue contém hamologia com
Klebsiella, Provavelmante estas varias regides de hamolegia correspondem a dois
sistemas diferentes de fixacdo de Nj.

Camo j& salientado, apesar de nic estar bem definida a posiclo dos genes nif em
A, vinelandii, os dados sugerem que estes nio estdo mm Gnico grupo de ligagdo. A
partir dos resultados do presente trabalho, nota-se que & possivel a existéncia de
um  sistema diferente de fixagiio de Ny da linhagem de A. pasoali em estudo, pois,
além da espécie ndo ter sido anteriormente estudada geneticamente, deve-se
considerar que esta foi isolada diretamente & solo, pdendo  apresentar
caracteristicas proprias, ao contrario de cutras culturas, pertencentes a colegdes
e ja bem caracterizadas.
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Resumo

Foram determinadas as velocidades de inativacao térmica da enzima
amiloglicosidase, Amilo P-250 da Pfizer, para usc industrial,
acompanhando-se a diminuicio da atividade enzimatica situada na
faiza de 25U/1, em solugdo de amide a2 40g/l, variando-se a tempe-
ratura de reagcac de 55°C a 709C. Em seguida calculou-se a energia
de desativagaoc (Ea) da referida enzima utilizando-se a equacdo de
Arrhenius, obtendo-se um valor de Ea igual a 57,31kecal/mol.

Sumary
Deactivation energy for glucoamyfase on sofuble stanch

Thermal inactivation rates of glucoamylase (Pfizer commercial en—
zyme) on soluble starch Merck, were determined by measuring the
enzymatic activity placed in the range of 25U/1, starch sclution
of 40g/l, changing the reaction temperature from 55°C rto 700C.
The deactivation energy (Ea) was then calculated for the same en—
zyme, from the Arrhenius equation, obtaining the value of 57,31k-
cal/mol for Ea.

Introducao

A enzima amiloglicosidase & de importincia fumdamental na etapa de sacarificacio
de materiais amilaceos, para producdo de glicose e consequente aproveitamento para
fermentacao alcoblica.

O estwio do comportamento desta enzima en termos da sus atividade em funcio do oH
e da temperatura em meio contendo material amilicec & de grande interesse,
principalmente no estabelecimentc de uma cinética de hidrélise.

Neste trabalho, & relatado o comportamento da amiloglicosidase em termos da  sua
perda de atividade em fungio da temperatura, em meio contendo amido solivel,
caleulando também a energia de desativagic desta enzima.

Material e M&todos
1. Materiatf utibizado - a. Enzima - Ariloglicosidase para uso industrial da Pfizer
(3}, &wilo P-250, com uma atividade enzimatica de 285250u/1 (1).

Ura unidade de atividade enzimatica (U} & a quantidade @e enzima que produz uma
grama de glicose por hora, mama solucdo de amido a 4% (P/V) = mantendo-se Fixos o

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 18(1):46-51, Jan. /Mar. 1987.
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oH 1o valor de 4,2 e a temperatura em 60°C{1). b. Amido - Emido solivel da marca
Merck, pro-andlise na concentragac de 40g/1.

2. Equipamento - Utilizou-se, como aparato para conter wm volume de reagao de
500ml, um FErlenmeyer de 22, no qual se adaptou um agitador de marca Sp. Pr.
Motoruch, Cracovia — Poldnia, modelo MSR-1, tendo uma pa de vidvo para agitacao
propriamente dita. -

O Erlenmever era mantido mm banho termostatizado, marca Fanem, modelo 112-2,
sendo a solucio mantida rc banho, previamente por 15 minutos para se estabelecer o
equilibrio térmico.

3, Procedimento experimentaf - 1ml da enzima previamente diluida era ocolocado no
volume de solucdo de amido de 500ml, quando entfo iniciava-se o ensaio, marcando-se
0 tampo zero e retivando-se duas amostras: a primeira, de 3ml, ¢ue era colocada mum
tubo de ensaio para pronta inativacBo da enzima por fervura, para posterior anilise
de aglhcaves redutores medidos como glicose, e a gequnda, de iml, que era colocada
no balio volumdtrico de 50ml, para dosagem de atividade enzimatica conforme
descrito no item 4.

bs amostras foram retiradas de 15 em 15 minutos, até a segunda hora; de 30 em 30
mimtos até a quinta hora e, finalmente, de hora em hova, até o final do ensaio.

4. Analises efetuadas - a. Determinacdo da glicose - As medidas de concentragdo de
glicose foram efetuadas no equipamento Auto-Analyser IT da Technicon Instruments
Corporation, pelo ewprego da rotina "Clinical Method", que utiliza, camo reagente
principal, a enzima hexoquinase (5).

A calibracio do equipamentc foi realizada com solugoes de glicose, has
concentracdes em gramas por litro, de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0. b. Atividade
enzimatica - O metodo de determinacdo da atividade enzimitica previa a preparacéo
de uma solucBo &e amido solivel a 4% (P/V), tamponada com tampdo acetico pH-4,2,
Para ce efetuar as medidas de atividade da enzima amiloglicosidase, colocava-se,
um balfio volumstrico de 50ml, 25ml da solugdo de amido supracitada. Este balac era
levado para um termostato mantido a 60°C, permanecendo a esta temperatura durante
15 minutos, a fim de atingir agquela temperatura.

Fm sequida, oolocava-se Tml da amostra retirada e marcava-se um tempo de 60
minutos., Decorridos os 60 minutos a 60°C, procedia-se uma inativacdo térmica da
enzima, através do aguecimento do conteldo do baldo volumétrico em banho fervente,
por 5 minutos. Apds isto, resfriava-se o baldo em adgua corrente, campletando-se o
volure para 50ml e dosando-se o teor de glicose pelo método descrito em 4.a.

O calculo da atividade enzimdtica era efetuado considerando-se a concentragdo de
cglicose obtida no balfo de 50ml, mencs a guantidade de glicose que era introduzida
no mesmo baldo.

Desta maneira a expressao que fornece a atividade enzimatica em determinado
instante do ensaio & a seguinte: AE. = 50 G.d - ARi . 1 [1], onde:

A.E. = Atividade enzimatica (U/1); 50 = Volume do baldo; (ml); G = Concentragdo da
glicose presente no baldo em {mg/ml); d = Diluicdo efetuada na amostra.

ARi = Concentracao de glicose presente na amostra em fmg/ml); 1 = Volume de amostra
introduzida (.md) ‘

Resultados

Foram realizados sete ensaios nas temperaturas de 559; 58°; 609; 63°; 67° e 700
graus Celcius.

Na Tabela 1 s3o apresentados os resultados para os sete ensaios, onde aparecem os
resultados da glicose produzida em g/l, bem come a atividade calculada em U/l ao
longo do tempo.

Na Figura 1 s30 apresentadas as curvas de glicose produzida e atividade
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enzimatica para © ensaio n® 4, conduzido a 63°9C. Curvas idSnticas s3o tambam
obtidas para os demais ensaios.

Para o calculo das wvelocidades de  inativacis dos  ensaios realizados,
considerou-se a atividade enzimitica inicial de cada ensaio (Ao) e exprimiu-se as
atividades como fragdes da atividade inicial (a/A0). Em sequida, correlacionou-se o
lagaritmo natural das fragdes de atividades em funcio do tempo  de ensaio,
resultando na relagdo 2: In (A/AQ) = -kt + B [2}, onde:

A/Ro = Relagao entre atividade mm dado instante e a atividade inicial do ensaio; k
= Velocidade de inativagdo (?); t = Tempo em horas; B = Constante.

Na Tabela 2 sac apresentados os resultados obtidos para os ensaios, onde aparecen
os valores de k, B, Indice de correlagic, para a equagio 2, aplicada para cada um
dos ensaios, além dos valores de Ink & 1/T (K ™") que serdo utilizados em sequida.

Para o cAlculo da energia de desativacdo da enzima amilogliccosidase em solucdo,
cam  amido Merck, utilizou-se a emagBo de Arrhenius que estabelece a relacao entre
velecidade de inativac3o, com a temperatura em graus absolutos e com &2 energia de
desativacao, dada pela express3o 3:
k=F. ewEA/RT {31, onde:

k = Velocidade especifica de inativagio (h™!); F = Fator de frequéncia.
Ea = Energia de desativacdo (keal/mol); R = 1,987 x 107%kecal /%% mol; T =
Temperatura (k).

A partir dos dados contidos na Tabela 2, construiu-se a Figura 2, que apresents
os valores dos logaritmos da velocidade de inativacdo em fungdo do inverso da
temperatura absoluta.

Atraves de wna regressac linear gplicada aos pontos colocados na Figura 2,
chega~se a equacdo da reta dada pela expressio 4, cam um indice de correlacgdo r =
0,990: Ink=28843,39, {1/T) + 85,21 14}, utilizando-se a equacao 4 pode-se obter o
valoer da energia de desativagio Fa = 57,31kcal/mol, gue se encontra dentro dos
valores previstos na literatura (3).

Tabela 1 ~ Resultados da glicose produzida em (g/1) e atividades enzimaticas para
os ensaios de 1 a 7 em fungao do tempo de emsaio. }
Simbolos: C.G. = Concentracio de glicose em (g/1); A.E. = Atividade enzimitica em

(u/v

Ensaios (Temperatura °¢)

Amostra ~ 1(55} 2{58) 3(60) 4(63) 5(65) 6(67) 7(70)
(n} cG AE cG AE G AE G AE ce AE cG AE CG AE
2 0,54 37,96 0,44 24,63 0,54 21,96]| 0,70 25,201 0,31 22,69 ¢,84 25,65 9,64 29,90
3,25 8,0 - ot 23,471 7,0 22,00 8,6 21,101 7,8 17,50%10,0 17,10|10,0 15,00
¢,50 116,00 41,0 (12,6 25,50(13,5 22,50[14,6 23,25 13,2 53,65:15,2 15,85(12,8 5,85
0,75 123,0 - 18,0 24,85|18,5 19,50(19,8 25,95(19,0 14,85218,8 13,0541¢€,7 2,75
1,0 27,5 - 18,9 25,30(25,0 16,50}23,6 17,45(22,3 12,50:22,6 6,45118,4 1;15

1,25 }30,0 33,00|26,5 22,15{26,0 15,80:23,6 17,25125,5 10,90:23,7 9,85{16,2 0,20
1,5 31,3 31,50128,9 21,35129,5 31,50{27,4 14,90 27,8 8,75({24,3 6,50{20,4 0,00
1,75 }32,5 34,50(29,8 22,1031,0 14,501{27,5 13,30128,6 7,13(26,7 4,10
2,0 33,5 29,50|31,3 20,90132,5 9.50130,1  17,15130,5 4,38(29,0 3,65
2,5 34,5 31,50(33,8 20,40132,0 10,0 {31,6 8,685}30,5 3,05(29,0 2,25
3,0 35,5 26,50036,6 37,25]35,2 6,30132,6 7,10133,1 1,60 (29,4 71,35
3,5 36,5 24,30(36,8 15,15{34,9 7,50133,0 - 32,9 1,45(29,6 0,80
4,0 37,0 28,00137,9 15,15{35,8 6,40132,3 4,60:35,3 0,20

4,5 37,5 - 38,9 14,801{35,5 4,70]35,2 5,90(34,3 0,00
5,0 37,7 - 37,6 14,05135,0 5,90 (35,0 2,50

6,0 39,0 24,00138,1 12,80{37,5 -t,40134,9 3,10

7,0 3%,5 - 41,3 6,25 (37,8 2,80

8.0 40,0 22,00 - - 36,5 3,3¢




Discussao Figura 1 - Glicose prod
g/l e atividade enzimatica para ©
ensaio 4 conduzido

A enzima amiloglicosidase em solucao, na
presenca Go amido Merck, & severamente
inativada pela temperatura, para valores 25,200/1
acima de 55eC.

Deve ser ainda ressaltado que para a

fungao do tempo

Atividade enzimatica

produzida

630C,
de hidrolise.
inicial

hidrdlise, conduzida a 550C, valor proximo da =
temperatura Otima de atuagdo da enzima (6), 2
chteve-se a menor inativacdo porcentual, além g 25
de se ter as maiores flutuagbes nos valores bt
de atividade enzimdtica ac longo do ensaio, O 'g 204
que de certa forma dificulta uma determinagdo 15
mais precisa da velocidade de inativagéo. g 15
Contrariamente a0 gue occorre com a )
enzima amiloglicosidase (Pfizer), atuando em  § 10
solucic com amido Merck, apresentamos (Figura S
3), o resultado de uma hidrOiise conduzida em 5

fermentador (1) & 55°C, na presenca de

[]

farinha de mandioca, na concentragdo de amido
de 150g/1 e com uma atividade aproximada da
mesma enzima de 80U/L, onde se pode notar que
a enzima conserva sua atividade pelo periodo
de 30 horas., 40¢

A inexisténcia &e inativagdo térmica, para
processcs conduzidos com materials amllaoeos
{1, & de certa forma surpreendente, e nic se
tem uma explicagao fisicamente razoavel para
este fato, a nao ser a diferenca de
matéria-prima, gue fica em contato com a
enzima, mum caso, amide dextrinizado e no
cutro amido solivel.

Deve-se portanto tomar cuidado a0 se
generalizar resultados obtidos com amido
solavel, na presenca de enzima
andiloglicosidase e extrapolar os mesmos para
materiais amiliceos naturais como por exemplo
mandioca e sorge sacarino.

nrgduzida (gj/x)

(=]

Glicose p!

—_
(==}

iy 2
Terpo (B)
Tabela 2 - Resultados das velocidades de inativacao (k) da

enzima amiloglicosidase (Pfizer) em fungao da temperaturaj
ink e inverso da temperatura absoluta

indice de

Temperatura k correlaw 1/T
Ensaic B o in k

oc ok (n7H cdo (x) ox” k10
1 55 328 0,08739 -0,1085 0,%0 ~2,605 30,48
2 58 I 0,1263 -0,063C 0,97 -2,06%9 30,21
3 60 333 0,3040 -0,0447 G,91 -%1,191 30,03
4 63 336 0,4064 G,0206 0,98 -0,900 29,76
5 &5 338 1,0093 00,2910 0,96 G,00% 29,59
6 67 340 1,$649 0,2203 0,98 0,153 29,41
7 70 343 3,7154 0,1991 0,993 1,329 29,15

Ty
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Figura 2 - Logaritmo neperiano da

velocidade de inativacdo . em funcic do
inverso da temperatura absoluta para os

ensaios de n%s 1 a 7

2,01  ank = -28843,39 771 . 85,21

r = 0,%90

1.0t

-2,0F

29,0 75,2 75,8 T el
1/7 x 104 er-1)

Figura 3 — Resultados de agtcares redutores e aclcares redutores
totais, ambos expressos como glicose; atividade enzimitica.
Hidrolise com amido de mandioca (150g/1); temperatura 559C;
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Resumo

Na fermentaczo alcodlica, em escalas industrial, o oxigénio dis-
solvido no meioc & consumido em pouco tempo. Na sua auséncia, a
levedura fermentadora & incapaz de sintetizar acidos graxos imsa-
turados e esterdis essenciais para a manutencio da membrana ¢ito-
plasmdtica em boas condigbes fisioldgicas. Em fermentadores com
dornas de dois litros de capacidade = fermento na concentragao de
40,0g/1, a deficizncia em acidos graxos insaturados foi suprida
pela adigao, ao melaco de cana de acucar, de acido oleico ou de
oleo de soja comercial, A partir do 29 reciclo de celulas, ja foi
registrado aumento de rendimento em etanol, de 37 em mediz. A
concentragao do 6leo de soja equivalente a 10,0mg de acido oleico
por litro deu melhores resultados: concentractes maiores aumentam
o tempo de fermentagao, enquanto as menores deixam de promover
aumentos de rendimentos significatives. Considerando—se o volume
de alcool produzido no Brasil, o custo do dleo de soja e que a
adicao deste nzao altera o processo, recomenda-se sua adicio na
fermentacao alcodlica, em escala industrial.

Summary

Yield incnease .in aleoholic fenmentation by the addition of soy-
bean oif :

In industrial alcooholic fermentation the oxygen dissolved in the
medium  is rapidly exhausted, In the absence of oxygen the veast
is wnable to synthetise the wmsaturated fatty acids and sterols,
essential to the maintenance of adequate physiological conditions
of the cell membrane. In two liter fermentors and with yeast con—
centration of 40g/l the defficiency was eliminated by the addi-
tion of cammercial soy bean oil to the sugar cane mast., An avera—
ge of 3% yieid increase began with the second cell recycling. The
best concentration of 50y bean o0il, furnished the equivalent of
10,0mg of oleic acid per liter of must. With larger amounts of
©il, fermentation time was increased whereas with smaller amounts
no significant improvement in yield was obtained. The addition of
this substance does not alter the process; the velume of alcohol
produces by fermentation processes is of the order of 11 billion
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liters (Brazilian estimative for 1986) and the price of the addi-
tive brings no cost problems. Therefore the addition of soy bean
oil to the must in alocholic fermentation is technically recom-
mended and econcmically feasible.

mtroducan

Os produtores de hebidas alcodlicas e, mais recentemente, os produtores de alcool
+8m procurado cbter rendimentos mais elevados em etanol, ao longo das fermentagdes,
A disponibilidade de leveduras melhor produtoras e o acerto das melhores condictes
de fermentacZo, sao, pelo menos, dois modos diferentes de se atingir este objetiwvo.

Cbter melhores rendimentos en etanol, através de ajustes fisioldgicos da
levedura, @ algo mais recente e teve inicio com os tvabalhos empiricos de Hayashida
& col. (6, 7) quando descobriu-se, em Aspergillus oryzae, um fator estimulante da
produgdo de Alcool no saké. O grupo liderado por Hayashida detectou e identificou a
fosfatidilcolina associada a wma proteina como sendo o fator responsavel pela
alteracio (8). Mais tarde, chegou-se & conclusdo de que os &cidos graxos
insaturados, presentes neste fosfolipideo, era a fragao determinante (9, 10),
comprovado por ensaios recentes coam Tween 80 e outros acidos graxos (15). Embora oS
aditivos favorecessem a melhor producBc de etanol, a produtividade erxa e &
problemitica, uwma vez que as fermentacgSes ainda demoram quatro dias. Nao obstante
os trabalhos do grupo de Hayashida representaram grande avango, pois, até entdo, a
fermentacac do saké demorava cerca de 20 dias.

(utro grupo, interessado em fermentagSes mais rdpidas e com apreciaveis teores de
etanol, foi constituido pelos franceses Larue, Lafon—Ttafourcade e Ribereau-Gayon,
dispostos a apresentar as fementacgtes de sweos de uva para produgao de vinho. Os
"fatores” capazes de interferir no processo e favorecer a obtengao de vinhos mais
ricos em etanol foram, novamente, identificados como sendo oS acidos graxos
insaturados e os esterdis (11, 12).

A tolerincia da levedura ao etanol estd intimamente ligada a composigio quimica
dos lipidios da membrana citoplasmatica (3, 16, 17, 1%, 20, 23}, onde os acides
graxos exercem relevante papel. Do ponto de  vista estrutural, os &cidos graxos
fazem parte da regiZo hidrofdbica da menbrana, separando dois ambiemtes aquosos. A
dimensZo e natureza da saturacio das cadeias representam uma resposta altamente
dependente das condigbes prévias de cultura do microrganismo considerado. A
temperaturas elevadas s3o formadas cadeias carbonicas saturadas e longas; baixas
temperaturas conduzem ao aurento do grau de insaturacdo e diminnigdo do conprimento
das mesmas. Além disso, en Saccharomyces cerevdsiae, a cultura em anacrobiose torma
este microrganismo auxotréfico para 4acidos graxos insaturados (2), podendo pois
receber diferentes &cidos graxos exdgenos (1, 4). Na levedura cultivada a 30°C, os
principais acidos graxes insaturados s2o o palmitoleico e o oleico, a0 passo que OS
saturados sio palmitico e estedrico.

Fm fermentagoes conduzidas em tubos de ensaic (10ml), 2 adigdo de acido oleico
aurenta o rendimento da fermentacio alcodlica, da ordem de 2 a 5% {13). O objetive
deste trabalho fol verificar se os mesmos ganhos de rendimento s@o encontrados na
escala de micro-fermentadores., Além disso, procurou-se avaliar a possibilidade de
substituir o acido oleico pelo Sleo de soja vendido carercialmente.

Material e Metodos

Inocufo de feveduna - Foi utilizado fexmento prensado na concentracac de 40g de
fermento mido por litro de mosto.

Preparno do mosto de fermentagdao - Era feito no instante do uso, diluindo-se melaco
com Agua potAvel de modo a se Obter concentractes iniciais de 150g a 180g de
aclcares redutores totais (ART)/1. Os mostos era suplementados cam 1,0g de sulfato
de amfneo por litro e o pH inicial acertado entre 4,5 e 5,0 com HySO4.
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Fermentagdes - Os ensaios de fermentacio foram realizados em dois fermentadores
Microferm (New Brumswick) em dornas de dois litros de capacidade conterdo wm litro
de mosto a ser fermentado. As fermentagles eram acarpanhadas através de medidas
periédicas de demsidade relativa e determinacfes iniciais e finais de acidez e pH,
concentracdo de aclcares redutores totais, concentracdo de etanol e porcentagem de
leveduras mortas (14).

No final de cada ensaio fermentativo, o conteiido das dornas era centrifugads a
3000xg por 15 minutos sendo as celulas recuperadas e usadas cam indculos dos
ensaios subsequentes,

Aeido aleico ~ Foi adicionado 10my/litro de mosto, quantidade esta previamente
estabelecida em ensaios de peguenc volure como a menor quantidade que favorece a
fermentacac alcodlica, sem interferir no tempo de fermentacdo (13).

Dteo de s0ja - Foi adicionado 30ml/1 de mosto, quentidade equivalente a 10mg de
acido oleico. '

Foram realizados controles em fermentadores cujas dornas ndo receberam Aacido
oleico e Slen de soia.

Resnltados e Discussao

Os resultados estao representados pelos rendimentos alcodlicos em porcentagem
apbs .uma série de sete ensaios ande o produto adicionado foi Acido oleico (Fig. 1)
e por uma série de 0ito ensaios consecutivos com adicio de Sleo de soja (Takela 1).
Baseado somente nos resultados apresentados na Tabela, o aummento médio foi de 1,97%
porém baseado em quatro séries de ensaios, as anilises estatisticas revelaram um
percentual de aumento de rendimento da ordem de 3%, valor este significativo ao

Tabela 1 —~ Resultados de ums série de fermentacso
alcodlica .utilizande come substrate o melaco de cana
de aglcar diluido, acrescido de sulfato de amdmneo e
Sleos de soja comercial, em fermentadores, com dornmas
de 2 litros de capacidade. :
Simbolos: * = Fermentador controle (sem dleo de soja);
#% = Fermentador com Sleo de soja (30ml/1)

Ensaios Tempe de Células Etancl Rendimento em

Femwentacdn  mortas  produzido etanol
(nes) {boras) B) (a/1) )

1 A% 20 2,6 83,6 96,0
BE* 21 1,8 83,9 95,4

5 A 18 18,0 82,0 89,7
B 1% 17,9 85,5 89,1

3 A 15 19,1 81,4 87,5
B 15 18,8 86,1 92,6
4 A 13 C 12,8 81,9 90,6
B 13 - 83,4 91,0

5 A 15 16,1 81,9 89,0
B i3 18,4 84,5 91,8

& A 24 17,0 80,0 88,8
B 27 18,9 80,8 89,8

, A 18 16,3 82,0 89,9
B 19 20,4 83,9 - 92,0

8 A 14 20,8 81,7 86,0
B 15 22,1 85,4 91,0
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Figura 1 -~ Rendimentos alcodlicos obtidos a¢ leonge de uma
série de ensaios fermentativos

g4i-

gz °©

©
<
i

o

EM PORGCENTAGEM
o
o
I

88 |.

g4j.

AENDIMENTO

B2 X CONTROLE

CoM ADIGAO DE
ACIDO OLEICO {(10mgsL)

80

i | ] { i
1 2 3 4 5 a8 T

ENSAIOS (NO%)

nivel de 13. O percentual pode parecer pequenc porém se forem considerados os
volumes de etanol produzidos nas usinas brasileiras (11,0 bilbdes de litros, na
safra de 86) verifica-se que, econcmicamente, podera haver um ganho ponderavel, sem
interferéncia, em nenhum mamento, na conduta rotineira ja instalada.

O processo industrial de fermentacdo alcoblica, empregando leveduras, e, em
grande parte, anaerdbio ou semi-asrdbio. Nestas condicdes, as células estao
afetadas no esquema biossintético de acidos _graxos. A adicac de ura fonte exOgena
destes supre as necessidades e as celulas tém condigdes de continuar a ferwentagdo,
transformando o acilcar presente em etanol. Beavan & col. (13) mostraram que células
contendo maior porcentagem de &cidos graxos insaturados na membrana minizavam os
efeitos @o etanol nesta estrutura, explicando, pelo menos em parte, a maior
tolerancia ao etanol. Combinando-se estes achados com os de Thomas & Rose (20) que
verificaram ser as membranas de células ricas em A&cidos graxos saturados IENOS
permedveis ao etanol - poderfamos explicar por que células ricas em insaturagtes
liberam mais etanol ao meio.

2o avaliar o efeito da adicio de Cleo de soja ou acido oleico, © reciclo das
células, € inportante, pois, em algquns ensaz.os realizados, o efeito tornou-se
aparente apds o primeiro, o segundo ou scente apds o terceiro reciclo,

2 adicdo de acido oleico nac & econamicanente viavel. Entretanto, Sleos vegetals
ricos neste camposto, poderiam ser etrpregados, como  por  exarplo os Oleos de
linhaca, algodao’e amendoim {18). Escolhemos o Oleo de soja, que existe em
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abundancia no mercado nacional, é encontrado ao longo de toda a safra alcooleira e
& o mais barato. .

A adigdo de Sleo de soja € recamendada, pois, além de ser rico em &cidos graxos,
poderia atuar, dependendo das concentragSes adicionais, como anti-espumante e
bactericida. Ensaios realizados cam concentracbes mais elevadas do que 30mg/l
mosto, embora mantivessem © aumento do rendimento, revelaram aumento no tempo de
fermentacdo e consequentemente wa gueda na produtividade.

Nio detectamos variagbes nas concentragbes de células apds cada reciclo, como
Damiano & Weng (3) e Viegas & ool. (21, 22) gue, desta forma justificaram os
aurentos de rendimento, apds adigio de farinha de soja. ;

Forgamos a levedura a seu limite de tolerdncia ao etancl, a fim de tamban_avaliar
sua viabilidade, uma vez que o reciclo de células & fundamental, ao contrario da
fermentacac com vistas 3 produgdo de vinho, onde a morte da levedura pode ate
beneficiar o processo (11).

Aoampanhando os resultados de células mortas, observamos um paralelismo dos
controles cam agueles adicionados de dleo de soja ou &cido oleico. O que entretanto
chamou nossa atencao foi que nas fermentagbes en que adicicnamos dcide oleico, este
valor era da ordem de 40% ao passc que, naquelas em que o produto adicionado era o
&leo de soja, este valor era da ordem de 20%, apds oito reciclos, mostrande um
beneficio adicional da adicao de Sleo.
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- Summary

The fibrous residue of Napier grass remaining after protein ex-
traction (Pemniiefum puwrpwreum Shumaker) was converted into a
protein-enriched animal feed supplement by solid-state fermenta-
tion with Phanerochaete chrysosporium, The influence of spore or
mycelium inoculation on growth parameters was studied, The total
protein values of Napier grass residue werc increased from 10.2%
toe approximately 16,37 and 18.7% within 6 and 7 days of fermenta-—
tion for spore and mycelium incculation, respectively. The relea-
se of cellulolytic enzymes was the same for either spore or myce-—
tium inoculation. The amine acid pattern of the total protein did
not show amy significant change due to fermentation., The patterns
of amino acids for both spore and mycelium inoculated solid-state
fermentations are reasonably good when compared to the FAG refe-
rence protein.

m
Ingluencia da incculacdo de esporos ou micefio de  Phanesiwchazte

- chaysosporium em fenmentacdo em meio solido de residuc de capim
Napien [Penndisetum puspuneum Shumabon)

0 residuc fibroso de capim Napier (Pennisefum punpureum Shumaker)
obtido apés extracao de proteina, foi enriguecido em proteina por
cultura em meio 'sélido com Phanerochaete chaysosporium., A in-
fluencia do modo de inoculagdo (esporo cu micélio) sobre os pard-
metros de crescimento foi estudeda. Os valores em proteina total
de capim Napier foram aumentados de 10,2% para 16,37 e 18,7% em 6
e 7 dias para as culturas inoculadas com esporc e micélio respec—
tivamente. A liberaczo das enzimas celuloliticas foi semelhante
para as inoculagoes com esporo e micelio. O perfil em aminoacidos
da proteina totzl ndo mostrov mudanca significativa devida 3 cul-
tura. Os perfis em aminoacidos para os dois tipos de imoculacio
530 razoavelmente bons quando comparados com a proteina de refe-
rencia da FAO.

Introduction
For centuries, solid-state fermentation (SSF} has been used for upgrading the va-

* Author to whom reprint requests should be addressed,
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iue of food, specially criental foods (11), and today the technology may be useful-
1y applied to new situations. The advantagens of SSF are: {1} it yields a directly
edible product; (2) the growth conditions for fungi are close to the natural ones
and (3) it can be performed under local farm conditions. Several projects have been
described to upgrade the protein content of starchy and cellulosic materials suwch
as cassava (17) and corn stover (3). The most pramising organisms for biclogical
carversion of lignocellulosic materials to a more digestible feedstock are the whi—
te-rot fungi, which belony to the class Basidiawycetes. These organisms can deqrade
all wood comporents, although the rxelative enzyre activities and the crder of at-
tack vary between gpecies. The white-rot fungus Phanenochaete chhrysosporium exhi~-
bits lignolytic and cellulolytic abilities and vields high growth rates on, ligno-
cellulosic materials (5). This. fungus has been suggested as a sowrce of single cell
protein (12}. Its growth in various media and its nutritive value have been repor—
ted {2, 20). :

A description of a process for the production of a protein-enriched fermented
feed by direct SSF of Napier grass {Pennisetum purpuwreum Shumaker) residue with P.
chaysospornium is here described.

Matdrial and Methods

Microonganism - The fungus P. chaysosporium ATCC 28236 was used. The culture was
grown on Sabouraud dextrose agar for seven days at 370C and then stored in the
refrigerator at 4°C for a maximm of one month.

Subsitnate - The substrate is the fibrous residue of the leaf protein concentrate
producticn (4) from Napier grass (P. pwrpuieum Shumaker) and was kindly provided by
Dr. Rolf Carisscn, Centro Tecnoldgico de Minas Gerais (CETEC).

Analysis of ithe §iber nesidue - Total nitrogen was determined according to the
Kjeldahl method (). Crude protein was expressed as total nitrogen mltiplied by
6.25. Mpisture, ether extractives and total ash were determined according to ACRC
(1). Cellulose and lignin were determined by the methods of Updegraff (21) axd
Tappi (19), respectively. .

Prepanation of the solid medium - Dried Napier grass residue was chopped into a
fibrous form (particles veried between 0.1 and 0.5cm long) and aliquets of 1g were
dispensed into Petri dishes. These samples were sterilized for 15 min at 1209C and
the fibers were noistened with 4ml of a sterile solution of the following
camposition: KH.POy, 0.6g/1; KoHPO4.3H0, G.49/1; MgS04.7HR0, 0,59/1; (NHy) 2S04,
2.0g/1; and uréa, 1.0g/l. This solutiOn was sterilized by autoclaving at 1209C for
15 min. The urea campcnent was sterilized separately by membrane filtration. The
starile material was inoculated with 5Sml of a spore or mycelium inoculum and
incubated at 309C. The final moisture content after adding salt mixture and
inoouium was about 90%. :

Preparation of the spore inocplum - §pores were obtained from slant cultures.
Sterile distilled water was added and the spores suspended by stirring. Each Petri
dj,:?h was inoculated with Sml of the spore suspension which contained about 3.36 x
10’ spores.

Prepanation of mycelium incewbum — A P, chuysospordwn spore suspension with
approximately 1.08 x 10° spores from a slant culture was  transferred to a2
liter Erlemmeyer flask containing 500ml of culture medium with the following
constituents per liter: glucose, 20g; KHoPO4, 0.69; KoHPO4.3H,0, 0.4g; MgSO4.7HZO,
0.5¢g; NaCl, 0.1g; (NH4)2804, 3.g; FeCl.6H,0, 6.0mg; MnSO4q.HpO, 3.76mg; ZnS04.7H0,
6.6mg; CaCl,.2HpD, 7.4ng; CoClp, 1.0mg; and yeast extract, 2.0g. The inoculated
flask was inCubated at room temperature on a reciprocating shaker set at 120
strokes per min. Very good nycelial growth was cbtained within 72 hours. The
inoculum culture was centrifuged and washed three times with 100ml of sterile
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distilled water and then suspended in 250ml of sterile distilled water. Each Petri
dish was inoculated with Sml of the suspension of mycelium (sbout 0.1g dry weight
mycelium) which had been howogenized in a Waring blendor wnder aseptic cornditions.

Sampfe tnealment and analysis - The entire contents {fiber plus biomass] of six
Petri dishes were harvested each day for analysis. Each sample was thoroughly
washed three times with 70ml of 0.05M citrate buffer pH 4.8 to remove solwble
nitrogen and extract cellulolytic enzymes, and dried at 1000C overnight. Crude
protein was determined in the solids and extracelliular protein was measured by the
Lowry procedure {10}, with crystalline bovine serum albumin as the standard. Total
protein was calculated by summing w non extractable crude and extracellular
proteins. The amino acid analysis of the protein in the bicmass plus fiber was dore
in a Beckman Model 120°C amino acid amalyzer after hydrolysis of the sample in 6N
HCL for 20 hours (18). Tryptophan was determined by the Miller procedure {15}, True
protein was obtained by suming up amino acid wvalues {g/100g dry weight). All
enzymatic assays and extracellular determinations were carried out in the buffer
extracts. Cellulase activity was measured either as the capacity to hydrolyze
Whatman N2 1 filter paper (FPase) or as carboxymethylcellulase (CMCase) as
described by Mandels & Andreotti (14). 8—glucosidase activity was estimated by the
salicin method (14). The protease activity was determined using Azocasein (Sigma
Chemical Company) at a concentration of Smg/ml suspended in 0.05M sodium acetate
buffer pH 5.0 as substrate. A Iml aliquot of Azccasein suspension was incubated
with Tmi of enzyme soluticn at 379C for 30 min. The reaction was stopped with a 10%
trichlerocetic acid solution and residual Azocasein was removed by centrifugation.
The absorbance of the supermatant was measured ar 428nm. These activities are
expressed as units per gram of substrate. The pH of Napier grass mycelium mixtire
was measured with a glass electrode. For this purpose 50mi of distilled water added
to the entire content of a Petri dish. The pH of the suspension was measured after
15 min shaking. Standard deviation limits are represented by vertical bars in the
fiqures.

Figure 1 - Solid-state fermentation of P.
ennysosporium on Napier grass residue after spore
inoculation.

Symbols: (e) = Crude protein; (A) = Total

protein; (M) = pH; (o} = Dry weight
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Results and Discussicn

In the SSF of Napier grass residue by P. chaysosporium, both spore and aycelium
incculum  started to show myeelial growth within 24 hours of inocculation.
Frregularly distributed tufts of fresh mycelial growth were visible on the exposed
solid surface only with mycelium inoculation. Within the next 36 to 96 hours, very
thick mycelial growth wvas noticed on the surface of the substrate. The mycelia
penetrated also the whole depth of the solids in the Petri dishes but was heaviest
at the upper surface,

mrichment of the protein content of Napier grass fiber residue after spore
inoculation is shown in Figure 7. The proportion of non extractable crude protein
was increased fram 10% to about 13% within 72 hours. However crude protein could be
considered as  only intracellular., Suming up non  extractable crude and
extracellular proteins showed that the resulting total protein reached 16.3% within
144 hours. The dry matter loss of the residue caused by fermentation could not be
rezdily measured in the SSF, because the weight loss was associated with a given
amount of growth.

Figure 2 shows that the protein enrichment of the Napier grass residue after
mycelium inoculation was higher than after spore incculation. Crude and total
protein values of about 15.7 and 18.7%, respectively, were obtained within 168
hours. Mycelium growth could be estimated from the increase in crude protein,
assuming a constant proportion of protein in the mycelium. Protein production and
growth increased continuocusly in the mycelimm-inoculated SSF whereas they stopped
at 72 hours in the spore-inoculated SSF. The factors limiting growth in the
gspore-incculated SSF. The factors limiting growth in the spore inoculated samples
are not known.

Figure 2 - Solid-state fermentation of P.’
chaysosporium on Napler grass residue after
mycelium inoculation.

Symbols: (e) = Crude protein; {(A) = Total
protein; (@) = pH; (o)} = Dry weight

dry weight (g}
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pH

24 48 T2 96 120 ¥4 168

Tirme {hours)



62

Figure 3 — Solid-state fermentation of P.
chrysosporium on Napier grass residue after
spore inoculation. ’

Symbols: (W) = C(MCase; (e) = FPase; (&) =
B-giucosidase; (o) = Activities and reducing
sugars
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The values of final protein content compared favorably with other cellulolytic
processes. Hom & Handerson (9) reported 14% protein content in the final product
when acid-treated rye—grass was fermented for 2-3 days by Auteobasidium pailulans.
Yu & col. {22) obtained 6.8% protein in the end product when alkali-treated
Tye—grass was fermented with a mixed culture of Cellulotonas sp. and Aloaligenes
gaecalis for 2-3 days. Protein upgrading could be higher with a more assimilable
substrate such as starch (17).

Figure 3 shows the (MCase, the FPase, and the B~glucosidase activities during the
SSF of Napier grass residue inoculated with spores. The activities tested were
maximal at the 4th and 5th days, corresponding to the maximum protein enrichment,
and then a sharp decrease was noted. The apperance of B-glucosidase activity lagged
two days behind cellulase preduction.

Figure 4 shows the cellulase activities during the SSF of Kapier grass residue
inoculated with mycelium. The initial value for B-glucosidase was higher than the
cne obtained with spore incculum; its maximal value was reached at the 2nd and 3rd
days. Except for B-glucosidase, there was o sharp decrease in the enzymatic
activities, This fact was consistent with the continuous protein enrichment in the
mycelium inoculated SSF.

Figure 5 shows the extracellular protein and the protease activity for both
incculum  processes. As it could be noted, the concentration of soluble
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Figure & — Solid-state fermentation of
P. chaysospoidium on Napier grass residue
after mycelivm incculation.

Symbols: (M) = CMCase; (e) = FPase; (4} =
B-glucosidase; (o) = Activities and reducing
sugars
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extracellular protein corresponds to the e.nzymatic activities of the different
cellulolytic enzymes, thus indicating that high enzyme yields are result of a

Table 1 - Chemical composition of Napier grass
(Pennisefum purpusrewn  Shumaker) residue before and
after solid-state fermentation by Phanerochaete

chaysosporniun

c nent: Napier grass Fementation product

(g/ 100qg} © residue Spore Myoelium
inooulation  inoculaticey

Moisture 3.93 - -

Crude protein 10.25 13.3C 15.70

True protein . §.05 9.76 14.0%

Bther extractives 2.80 8.35 4.12

Ash 4.51 4.15 4.3%

Cellulcse 30.94 20.59 27.15

Lignin 20.15 18.83 18.50
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strenghtensd secretion of protein. It seems cbvious that the production of these
extracellular enzymes increases at the expense of the protein content of the
mycelium. Tt can be seen that the extracellular protein makes up between 18.6% and
16.3% of the total protein enrichment (Figures 1 and 2) for the spore and mycelium
inoculation, respectively. Similar results were cbtained with Sperctrichum
pulveukentum grown on waste fibers (6). If the intention of a cellulosic
fermentatien is to produce microbial protein, it may therefore be advantageous to
cperate the fermentation in order to minimize any overproduction of extracellular
enzymes that could reduce the protein content of the mycelium. The occurrence of
protease activity may be the reason why cellulase activities decrease slightly
after 72 t0 96 hours, perticularly in spore inoculated SSF. However protease
activity shows two peaks at 60 and 156 hours for both inoculation processes.

Table 1 shows the chemical composition of the Napier grass residue before ard
after both SSF procedures. True protein of the residue before the fermentation is
low as to be expected in this kind of material. Cellulose and lignin values are in
the range considered as normal for such a product. Because of the low moisture
content of the Napier grass residue, a great water wolhume is needed to moisten the
subtrate. True protein and ether extractives increased as a result of fermentation.

Figure 5 — Solid-state fermentation

of P, chuysgbperium of Napier grass — 1
residue after spore {open symbols)
or mycelium (closed  symbols)
inoculation.
Symbols: {A.4) =  Extraceliular
protein; {(o.e) = Protease activity
20
The mycelium incculation vielded a
higher protein content and a lower |

.qQ substrate)

ether extractive value than did the
spore irpculation. Kirk and
co-workers have characterized many
physiological parameters required by
P. chrysosponivm for enhanced ligmin
degradation. The conditions are
scmewhat unusual as  the  fungus
requires a nonagitated mode of
cultivation (13}  and nitrogen
starvation (8). Studies on SSF of
lignocellulosic materials Ly  S.
pulverulentum showed that nitrogen
supplementation over 3.36mg/g of
substrate had an unfavourable effect
on degradaticn (233. The
supplementation of 3.6mg N/g of
substrate used in this works was a
compromise  to obtain protein
production and Lignocelliulose

2
]
Extracetialar protein (mg/g substrate)

Protease activify {unit Abs/min

rs
k=3

degradation., At the end of the SSF 20 i

the fungus consumed 56.6% of the )

celiulose and 39.2% of the lignin e P e e P
with the spore inoculaticn; the Tme (Fours)

respective valves for mycelium
inoculation were 41.2% and 38.6%.

In Table 2, the amino acid patterns of Napier grass residue before and a“ter SSF
are given. During the fermentation processes, the amino acid pattern appeared to
remain uwnchanged as for coffee pulp SSF {16). A comparison with the FAO reference
protein (7} shows that the products obtained with both spore and mycelium
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inoculation processes had a reasonable pattern with the low contents of sulfur
amino acids and lysine as the most obvious deficits.

This work gives a preliminary indication that the solid-state process may be
technically and ecoramically carpetitive with slurry processes for single cell
protein production from cellulosic substrates, specially when considered in the
light of reduced product recovery costs. However, a lower moisture content of the
substrate would be desirable for the aeration in such a system as soon as an
atterpt will be made to scale the process W to a practical quantity. The best
resilt in terms of increasing protein of Napier grass residue was obtained with
myceliue inoculaticn.

Table ? — Amino acid composition of the Napier grass
residue, of the final products from solid-state
fermentation of Napier grass residue after spore or
mycelial inocculation and FAQ reference protein (1973)

Fermentation product

2mino acid Napier
(g/100g protein) grass . FAD
: Spore Mycelium
residue inoculation inoculation

Lysine . 3.60 3.21 3.61 5.5
Histidine 2.40 2.27 3.20
Arginine 5.40 5.00 6.54
Aspartic acid 9.25 10.30 9.87
Threonine 4.56 4.25 4.42 4.0
Serine 4.44 3.97 4,15

Glutamic acid 11.17 11.72- 11.03

Proline ~ 5.28 4.9 4.70

Glycine "6.72 7.09 6.88

Alanine 6.36 6.43 6.13

rotal S amino acid 2.76 2.36 2.79 3.5
Valine 6.48 6.99 6.54 5.0
Isoleucine 5.52 5.48 5.24 4.0
levcine 11.29 10.49 10.07 7.0
Total arcmatics 10.44 11.63 11.51 6.0
Tryptophan 0.92 1.04 0.95 1.0
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ALGINS ASPECTOS DA MICROBIOTA DO SOLO SOB VEGETACAO DE CERRADO,
TRATADO COM VINHACA, NO MUNICIPIO DE CORUMBATAL, SP*
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Resumo

Foi anzlisado o efeite da adigdo de vinhaga nos tamanhos das co-
minidades microbianas crescidas nos meios com sacarose, amido e
carboximetil celulose (CMC) como dnica fonte de carbono ém solo
sob cerrado, juntamente com alguns fatores abiéticos deste ecos—
cistema: pH; umidade relativa do ar; umidade do sole; remperatura
do ar; temperatura do solo e matéria orginica. 0 numerc de mi-
crorganismos foi determinado pelo método indireto, utilizando-se
a técnica de diluicio em série e meios de cultura com pH especi~
ficos para cada grupo nutricional analisado. As placas foram in-
cubadas a 280C por seis dias. A vinhaca adicionada ac solc aumen-
tou significativamente os numeros de fungos capazes de erescer mnoe
meio com CMC, amido ou sacarcse como tnica fonte de carbono. En-
tretanto, este efeito foi temporadrio, porque apés cinco meses da
adicio da vinhaca, as condicdes no solo com ou sem tratamento,
mostraram uma tenddncia -de serem iguais. Foi observada uma corre-
lagic entre a sazonalidade e a adiglo do residuo sobre os mimeros
de fungos e a umidade do solo. Nao houve correlagio entre matéria
organica e o pH do solo estudado.

Sunmary

Aspects of microflona in s0il unden "cerrado” vegetation, Lreated
with vinasse in Corumbatat, Sdo Paufo, Brazil

The effect of vinasse addition on the microbial communities
growing in culture media with sucrose, starch and carboxymethyl
cellulose (CMC) as the sole carbon source, was analysed in the
"oerrado” soii. Some abiotic factors such as; pH; relative air
and soil moisture; air and soil temperature and organic matter
were alsoc analysed, The number of microorganisms was determined
by the indirect method using serial dilution plate method and
specific culture media and pH for each mutritional group analy-
sed. The plates were incubated at 289C for 6 days. The vinasse
which was added to soil increased significantly the number of
fungi which are able to grow on CMC, starch and sucrose culture
wmedia as the only carbon source. However, this effect was tempo-
rary since the conditions iam both soils showed 2 tendency to be
similar after 5 months from the vinasse addition. Ar interaction
of sazonality with the vinasse addition could be observed on the
mumber of fungi and the soil moisture, This interaction was not
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found for organic mattexr and pH of "cerrado' soil.

Introducao

A tecnologia da fabricacdo do agliicar e do &lcool origina ao longe do processo,
varios efluentes e outros residucs. Porém o problema maior de poluigdo provocado
por maitos destes, situa-se na vinhaca (2). Este residuo tem coloragdo  escura,
contendo basicamente agua (93%) e sdlidos orgdnicos e minerais (7%). Possui ainda
alta demanda bioquimica de oxigénic (DBO), sendo em madia 25.000ppm, POrérn & casos
especiais pode este valor chegar a 50.000pmm  (26). Embora a vinhaca n&o seja
toxica, ela & oorrosiva e tem provocado desequilibrio nos ecossistemas onde vem
sendo eliminada, estimilando estudos scbhre sua aplicacdo imediata, sem que ocorra
efeitos adversos colaterais §25).

Uma das alternativas da utilizacdo da vinhaga tem sido como fertilizante (4, 13,
14}, entretanto existindo alguns fatores limitantes (24) que precisam ser melhor
estudados.

A vinhaca apesar de seu alto teor em Agua, possui grande quantidade em matéria
organica, e &0 ser adicicnada no solo, poderd acarretar efeitos similares aos
outros residucs orgdnicos. Existem poucas informacdes sobre a microbiota do solo
tratade com vinhaga em agroecossistemas (8, 18) e, em solo sob cerrado obServou-se
que este residuo adicionado consecutivamente por dois anos, provocou aumento de
fungos e wuma tendéncia em diminuir os actinomicetos (10). Quanto 3s hactérias
fixadoras de nitrogénio verificou-se que a vinhaca provocou inibicdo tempararia do
género Beijerinckia, enguantc houve awento da comunidade hacteriama. Quando
ocorreu declinjo desta, houve amento daguele (22).

Os microrganismos do solo podem aumentar em nimerc e em atividade quando ha
acréscimo da matéria orginica no mesmo, desde que outros elementos nutricionais
estejam presentes {1). Em solo sob cerrado, a matéria organica sofre uma
decomposican rapida, sob agio de microrganismos, havendo necessidade de reposicio
na mesma intensidade (23).

Cam o objetivo de verificar o efeito acumlative da vinhaga en solo sob cerrado,
foram estudados diversos fatores ecoldgicos que  atuam neste ecossist=ma (10).
Continuando com estes mesmos objetivos vem sendo  observados dJdiversos fatores, a
partir de 1983, entretanto, os microrganismos telGricos sequndo algumas de suas
fungSes nutricionais, juntamente com alguns fatores abiSticos presentes na drea enm
estudo, como: matéria orgdnica; pi; wmidade e temperatura do solo; foram estudados
em 1984 e 1985, procurando-se estabelecer wma possivel interacio dos mesmos.

Material e Metodos

A area em estudo constituiu uma reserva de cerrado localizada no mmicipico de
Corumbatal, 5P, onde a vegetagdo varia de 4 a 12 metros de altura em um Latossolo
Vermelho-Amarelo, fase arenosa (3). Esta Zrea vem sendo mantida livre da agdo do
fogo desde 1962, o que tem possibilitado o desenvolvimento da vegetacdo sam
alteracdes hruscas.

No cerradc “sensu stricto® (11) foram escolhidos ao acasc, dois -locais oom
18m* /cada, sendo que um recebeu a vinhaca ¢ O outro n3o sofreu nenhum tratamento,
servindo este Ultimo para controle do experimento. O residuo tem sido adicionado em
un dos lccais desde 1981, em doses de 204/m? /ano e apds 1984, esta dose foi e
504/m? /ano, sendo esta adicionada ao solo sempre no més de juntho.

O residuc foi levado a quente até a reserva natural, em galdes de 201 e
distribuido wniformemente na rea, com regadores de volumes conhecidos.

A vinhaca utilizada foi do tipo caldo misto (13), pH 4,5 zendo a composicdo:
matéria orgdnica 3,81%; magnésio 0,04%; }?otéssio 0,.38%; nitrogénio total 0,08%; ion
fosfato (PO4‘3) 0,02%; ion sulfato (80477} 0,40% e sdlidos totais 4,8% (Tazk, S.M.,
trabalhc nao publicado).

0s pericdos correspondentes acs par@metros aqui descritos se referiam apenas de
abril/1984 a abril/1985 e postericrmente aos meses de setembro a dezembro de 1985.



69

Foram tamadas amostras campostas de solo (6/local), das 9:00 ds 11:00 horas, o
horizonte A até 15cm de profundidade, retirando-se antes a serapilbeira. No més de
junho, amostras foram coletadas logo @pds a adigo do residuo e depois de 15 dias,
desta. : ‘ :

As amostras de  solo foram levadas ao laboratdric para serem imediatamente
‘processadas considerande as diferentes analises realizadas, apos peneira-las em
matha de 2,83m (20). . ‘

Durante as coletas realizaram-se leituras de temperatura e umidade relativa do ar
cam termohigrametro e tewperaturas do solo a2 5 e a 20cm de profundidade cam
termimetro de haste. Determinou-se a umidade do solo & 1059C até a obtengdo do peso
. constante (20). Amostras de 10g de solo peso seco foram colocadas a 800°C/3 horas
para determinagdo dos teores de cinzas, calculando-se a partir destes a porcentagem
de matéria orgdnica (19}. Para a determinacdo do pH do sole utilizou-se uma
suspensio de solo {10g) em 90ml de solugdo salina, fortemente agitada e foi medido
en pHretro digital. : . ‘

Estimou-se a densidade de grupos de microrganismos pelo métode indiveto,
utilizando-se a técnica de diluicao em série (9) a partir de wma suspensac de 10g
de solo em 90ml de solugdo salina previamente esterilizada. Os meios de cultura
utilizados foram meio mineral (16) com 2% de &gar acrescido de 0,5% de sacarose,
amido ou carboximetil celulose. (CMC)}, respectivamente para organismos capazes de
crescer am meio de cultura com estas substincias, coo Gnica fonte de carbono. Os
dois primeiros tiveram gH 4,1 e o Gltimo um pH 4,6. O niwero de repeticdes n-= 30.
Todos os meios de cultura e solugdo salina foram autoclavados a 1209C atm/20
minutos (16).

Atravas de ensaios prévios foram estabelecidas as diluigGes ideais para
determinar nimero de organismos capazes de crescer am meio mineral com QMC, 1073, e
para aqueles que crescem em meios com amido ou sacarose, 107°,

As placas foram incubadas a 28°C durante seis dias, apds os quals as coldnias
foram contadas. Para a identificacBo dos fungos até género foram feitas laminas
assepticamente e chservadas em microscopio marca Zeiss. Quardo necessario
utilizou—se corante azul de Aman para evidenciagdo de frutificacles e foram
utilizadas chaves especificas de identificagdo (5, 6).

Os fatores estudados mensalmente, em cada wm dos dois grupos experimentais, foram
caracterizados pelas médias e desvio padrfo. As andlises estatisticas foram
realizadas com o teste "t (7) corparando-se mensalmente os fatores estudados. Para
verificar as alteragbes .durante o periodo de estudo utilizou-se a andlise de
varifncia com dois fatores e com replicagdo (29).

Fesultados e Discussao

Procurcu-se padronizar ¢ horéric em que as coletas foram realizadas, na tentativa
de minimizar os efeitos das flutuactes didrias dos fatores ecoldgicos no solo  (1).
A wnidade relativa e a temperatura do ar deteyminadas durante as coletas estao na
Figura 1. Bstas cdbservacoes juntamente com as de outros autores (10, 21)
demonstraram que a area de estudo possui padrac climatico tropical.

Os efeitos da vinhaca sobre a temperatura do solo medida a 5 e a 20om de
profundidade  (Figura 1), foram observados. Constatou-se que houve aumento
estatisticamente significativo desse pardmetro somente no més de Junho, dquando a
vinhaca fol adicicnada a quente, camo tem sido utilizeda em agroecossistemas (15,
19).

Outros efeitos de residuo sobre a matéria orgénica, umidade e pH sic apresentados
nas Figuras 2 e 3. A andlise estatistica demonstrow que a vinhaga aumentou o8
tecres desses trds pardmetros no solo (Tabela 1). Foi observada a correlacac entre
o residuw e a sazonalidade sobre a wmidade do soclo, fato este ndo cbservado para oOs
outros dois parfmetros. Verificou-se ainda sazonalidade para o pH e a umidade do
solo, durante o periodo de estudo.

A vinhaca demonstrou comportamento similar a outros residuos também ricos em
compostos  organicos que, ao serem adicionados no solo, aumentaram o teor de matéria
organica {19}, a retencdo de agua (12) e o pH (27, 28).
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Figura 1 — Média das medidas dos fatores abidticos durante as coletas
mensais das amostras de solo sob cerrado, nas areas de estudo, com (__..) e
sem (=-v) vinhaca {(v) .
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Tabela 1 — Efeite da adigcdo da vinhaca sobre a
matéria organica (%), umidade (Z) e pH do solo sob
cerrado com ou sem vinhacga, observado
estatisticamente pela analise de variancia com dois
fatores e com replicacio.

Simbolos: =n.s. = Nao significativo; *% =
Probabilidade de erro menor que 0,001

Fonte de F. calculado

variagio df Matéria orgdnica Umidade pH
SubmGrpos 25 - - -
Vinhaca 1 19,43%* 7,10%% 38,94%%
Meses 12 1,26ns 18,09%% 9,79%*
Vinhaga/Meses 12 0,50ns 2,81%* 1,77as
Erro 130 - - -

Total 155 - - -




Pigura 2 — Média das medidas de matéria’
orgdnica - e umidade do solo sob cerrado com
() cu sem (-—-) vinhaca (v)
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Tabela 2 -~ Efeito da adigac da vinhaga na comunidade de
microrganismos, determinada pelo nlmero total atraves da
técnica de diluicdao em série.

Simbolos: n = 30 e analisado de varizncia com dois fatores
e comjreplicagéo; *% = Probabilidade de erro menor que
0,001

Fonte de F. calculado

variacio Af Sacaroiiticos Amiloliticos Celuloliticos
Sub—grupos 23 - - -
Vinhaca 1 114 ,14%* 140,56%* 24 ,74%%
Meses 13 19,26%% 23,95+ 278 ,34%*
Vinhaga/Meses 13 12,18%* 11,20%% 10,76%*
Exro : 696 - - -

Total 146 - - -
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Pigura 3 - Média das medidas do pH do soclo
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Figura 5 - Média do nimero de amiloliticos/ grama
de solc {peso seco) sob cerrado com (3 ou sem
{—=-} wvinhaca {(v)
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O teor de matéria orginica do solo sob cerrade, da area de estudo, situcu-se
proxima daquelas citadas para 48% dos solos sob cerrado do Brasil (25).

Com a adicds do residuo, werificou-se aumento significativo dos organismos
capazes de Crescer em meic contende sacarose, camwo inica fonte de carbono,
ocorrendo variagao sazonal destes organismos e uma interacéc da sazonalidade com ©
residuo e com o nimero destes microrganismos no sclo (Tabela 2). Nas amostras de
solo, coletadas logo apds a adigdo da wvinhaga, houve diminuicao sgignificativa
destes organismos (Figura 4). As mesmas observagbes foram encontradas para a
comunidade dos microrganismos capazes de crescer em meio contendo amide, cam fnica
fonte de carbono (Figura 5 e Takela 2), excetuvando que o menor numero destes foi
cheervado em pericdo diferente.

0O tamanho da commidade dos organismos capazes de crescer em meio con OMC, oo
finica fonte de carbono (Figura 6), aumentou can adicdo da vinhaca, sendo observada
ainda variac3o sazonal e interagio da adicio do residuo, sazonalldade e nmmero de
microrganismos (Tabela 2). As adicdes do residuo realizadas na area de estudo (10)
e aquelas citadas no presente trabalho, junho de 1984 e de 1985, nao foram
suficientes para aumentar, definitivamente, o nimero desses organismos no solo,
sendo este efeito temporario, permanecendo até trés ou quatro meses, apds a adicdo
da wvinhaga no solo,

A observacdo das placas revelou gue nos trés grupos nutricionais  houve
predomindncia de fungos, talvez devido acs pH dos meios utilizados ou pelo fato da
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Pigura 6 ~ Média do nimero de celuloliticos/'
grama de solo {(peso seco) sob cerrado com (——)
ou sem {-—-)} vinhaca (v)
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vinhaca aumentar significativamente os fungos no solo (10). A utilizacdo de meio
can pH baixe 4,1 ou 4,6 foi proposta devide ao solo em estudo, ter sido citado com
i rmuito acido (10}, fato este cbservado nos resultados aqui encontrados (Figura
3).

As variagCes sazonais das densidades das commidades microbianas {Tabela 2) podem
ter sido resultades das interacdes da umidade, pH e vinhaca. Isto porque tem sido
citado que a umidade, temperatura e teores de substratos energéticos podem
participar das variagbes das densidades microbianas {12, 17).

Durante un ano, abril/1984 a abril/1985 demonstrou-se que a vinhaca adicionada
{202/m* /ano) anteriormente na drea  {1981-1983) provocou aamento significative do
nirerc de microrganismos capazes de crescer em amido ou sacarose, canc ica fonte
de carbono., Nova adicio do residuo {junho/1984) , mesmo em dose maior (50%/m)
acarretou o mesmo efeito, aumentando ainda o nimero de microrganismos capazes de
crescer em MC, entretanto este efeito foi temporario. Hm 1935, com cutra dose do
residuo (50%/m®) houve também aumento do nimerc destes microrganismos, porém para
alguns, este efeito continuou sendo tempordrio.

Camparando-se © nimero de microrganigmos encontrado (Figuras 4 a 6) verificou-se
que este foi mencor nos meses de cutubro e rovenbro de 1985, quando comparcu-se com
aquele encontrado nos mesmos meses de 1984.

Os fungos mais fregquentes encontrados nas placas de Petri contendo scmente
sacarose ocoame fonte de carbono, foram: Trichodesama, Vertiedlllium, Chaetomium,
Penielliium e Aspergiflus. Qs meamos foram identificados em meios contends amido,
excetuando o género Verticillium e aqueles que desenvolveram em meio com CMC foram
predominantemente: Tadichodeuna e Aspergiflus. :
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CRESCIMENTO E ESPORULACAO DE BEAUVERIA BASSIANA EM VARIOS MEIOS E
COMNDICOES DE CLLTIVO
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Resumo

0 fungo entomogeno Beauven&a bassiana foi cultivade em condicdes

em que se variou a composi¢io e o teor de umidade do meio de cul-
tura de incuba¢do e a luminosidade para se determinar as condi-
¢oes Otimas de crescimento e esporulagac. A medmda do diametro da
coldnia, apds 10 dias de cultivo, decresceu nos varios meilos de
cultura ensaiados na seguinte ordem: Pontecorve, farelo de arroz,
Tedders, farinha de crisalidas, farelo de trigo, farelo de soja,
Czapeck e Sabouraud. Nos meios de farelo de trlgo e de Pontecorvo
foram produzides cerca de 13 x 10% & 11 x 10% esporos por placa
de cultivo, respectivamente. Esses valores sao duas a sete vezes
maiores que os encontrados nos outros meios. Meio de cultura de
farelo de trige com mnivels crescentes de umidade favoreceu o
crescimento, mas reduziu a esporulagac. Temperatura de incubagao
de 259C e regime de luz alternada foram mais efetivos para espo-
rulacio. Porém, o crescimento micelial foi melhor 2 temperatura
de 250C e na ausencia de luz.

Summary

Growth and sponubation of Beauveria bassiana in different media
and culiture conditions

The entomogencus fungus Beauveria bassiana was cultured in diffe-
rent conditions in which the composition and humidity lewvels of
the culture medium, temperature and photoperiod of incubaticn we-
re wvaried to determine their effects on growth and sporulation.
The diameter of the colonies, after 10 days of cultivation, de-
ereased in the various culture media assayed in the following or-
der: Pontecorve, rice bran, Tedders, chrysalis flour, wheat bran
soybean bran, Czapeck and Sabouraud. About 13 x 10° and 1% x 10é
spores/culture Petri dish in the wheat bran and Pontecorvo media,
were produced respectively. These values are two to seven times
greater than those obtained on other media. Wheat bran culture
medium with increasing humidity levels was favorable to growth,
but not to sporulation. Temperature of incubation of 25°C and al-
ternatad light regime were most effective for sporulation. Howe-
ver, the micelial growth was better at temperature of 25°C and in
absence of light.

Introducao
A infeccio causada pelo funge Beauveria bassiana no bicho-da-seda foidemonstrada,

Rev. Microbiol., $3o Paulc, 18(1):77-82, Jan./Mar. 1987.
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pela primeira vez en 1835 por Bassi (2). Dentre os nuitos estudos realizados,
destacan-se o5 de patogenicidade contra varios insetos (11,20) e seu cultivo em
meios naturais ou sintéticos, visando a produgdo de micélico e de esporos. MNeste
aspecto, Campbell & col. (9) verificaram que as melhores fontes de nitrogénio sio o
triptofano e a alanina e, em seguida, glutamina, nitrato de potassio, fenilalanina
e leucina. Smith & Grula (17) demonstraram que B. bassiana pode regqusrer para
germinacdo wuma fonte de carbono utilizavel, como glicose, N-acetilglicosamina,
glicosaminas ot alguns acidos graxos de cadeia longa e, para continnmar o .
crescimento, uma fonte de nitrogdnic representada por compostos inorgfnicos ou
crgénicos. Sansinfkova {18) mostrou a influéncia da variacio da fonte de carbono e
nitrogénic e dJde sais minerais sobre o crescimento e esporulacdo de B. basslana.
Fucera (12} estudou o efeito de varias peptonas, tendo mostrado que varias delas
induzem tanto © crescimento comw a esporulacdo. Entretanto, can Mefarahizium
anisopliae, alguns substratos naturais como arroz cozido (3, &) ou mistura de
farinha de trigo ¢ de milho (8) t&n sido recomendados. Ainda nesse sentido,
verificou-se que o meio de cultura & base de semolina-dgar favoreceun a
esporulagac de B, basslana (20). Fm adicdo, condicdes de luminosidade e de pH
mostraram infloir no crescimento e na esporulaciio desses fungos (7, 20). MNo
presente trabalho, foram investigadas algumas condigOes relativas ac crescimento e
a esporilagao de B. bassdana tendo em vista o seu UsQ em controle bioldgico.

Material e Metodos

Ongandismo - Beauveria bassiana, isolado de larvas de bicho-da~seda, foi
identificade sequndo a descricac de Macleod (13} e através de crescimento em meio
de cultura seletivo (10). ’

Indeulo e inoculagdo dos meios - Cultura estogue do fungo fol mantida em  Sabouraud
a 4oC. Antes de cada ensaio, o fungo foi transferido para ¢ Sabouraud e incubado a
30°C, por 10 dias. Suspensdes de esporos foram preparadas em 5Sml de sclugdo de
"Tween" 80 (0,1% v/v) e agitadas. As suspensBes foram entio ajustadas para cerca de
10%/ml, apds contagem em c3mara de Neubauer. Mos ensaios de crescimento, 0,0Mmi da
suspensac foi adicionado a discos de papel de filtro esterilizado, de 6mm de
diametro e colocados no centro de placas, de 7cm de difmetro contendo meio de
cultura., Alternativamente, nos ensaios de esporulacéo, 0,2ml de suspensio de
esporos foram distribuidos no meio s5lido e incubados a 30°C por 10 minutos.

Melos de eultuna - Os meios semi~sintdticos utilizados Foram os de Czapeck~Dox (1),
Sabouraud (1}, Tedders {19) e Pontecorvo (15) com pH ajustado para 6,0 e acrescidos
de 1,5% de agar. Farelos de arroz, soja e trige e crisalidas de bicho-de-seda
trituradas, foram utilizados como meios de cultura naturais. Esses farslos foram
utilizados na concentracdo de 3% (p/v), contendo 1 ;2% de agar e pH 6,0, Foram
autoclavados e distribuidos em placas de Petri. Alternativamente, ‘quando nio
mencionado, uma mistura de farelo de trigo-fgua na proporcio de 10:12 (p/v) foi
preparada e 59 dessa mistura foram distribuidos em placas de Petri de 7cm de
difmetro e autoclavados. '

Avaliacdo do cresciments e producio de esponos - O difimetro da coldnia foi medido
diariamente, com régua milimetrada. A contagem do nimero de esporos foi feita em
cimara de Neubauer, Para isso, a cultura de cada placa de Petri foli transferida
para um recipiente com o auwxilio de 100ml de aguz destilada e entio agitada por 2
minutos para cbter a suspensdo onde se proceden a contagenm.

Analise estatistica - Foi realizada através de delineamento  inteiramente
casualizado, con 3 repeticdes (14) . Para andlise da variancia, foi utilizado o
teste F ao nivel de probabilidade de 1%. As retas de crescimento foi aplicado o
teste F para coincidéncia e teste F para paralelismo. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey.
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Figura 1 — Efeito de diversos meios de cultura semi-sintéticos {A)
e naturais (B) sobre o crescimento de B. bassiana. Meios de
cultura: (-0-) Sabouraud e farelo de soja; (~e-) Tedders & farelo
de arroz; {-O-) <Czapeck e farelo de trigo; (~®-) Pontecorvo e
farinha de erisalidas
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Resultados e Discussao

Na tentativa de se chter melhores condigtes de crescimento e esporulacac de B.
bassianz, diversos substratos e condicoes de cultive foram ensaiados.

Nos meics de Ssbouraud, Tedders, Czapeck e Pontecorvo {Figura 1a) o diametro das
colénias variou, no 10¢_ dia de cultivo, de 34 a 53m. Quando houve substituicao
desses meios semi-sinteticos por meios
naturais (Figura 1B}, constituidos por farelo
de soja, farelo de trigo, farelo de arroz ou

farinha de crisilida, o GiAmetro varion de 46 maoonin bassitmn e eotos do

a 49m. O meic de Pontecorvo fol o que cultura semi-sintéticos e

favorecsi: © mais rapido crescimento, cerca de naturais

53mm (109 dia de cultivo). Porém ©0s meios

naturais (exceto o farelo de sojal Superaram o

crescimento apresentado pelos demais meios

semi-sinté&ticos ensaiados. Meios de cultura N de
Além dos camponentes comuns a outros meios esporos x 10

semi-gintéticos, o© meic de Pontecorvo inclul Sabouraud 1,91

extrato de levedura, caseina hidrolisada, !

vitaminas ¢ acidos nucléicos. E possivel que Czapeck 2,81

alguns desses cowponentes  benham  contribuido Tedders 6,04

para o crescimento iniciai do fungo nos meios Pontecorvo 11,31

naturais em velocidade ocmgaravel a cbservada Farelo de arros 3,65

no meio de Pontecorvo. Alem do mais, Barhes & . )

col. (4) e Roberts (16) demonstraram que B. Farelo de soja 3,84

bassiang pode responder de modo diverso em Parelo de trigo 13,41

funcio a diferentes fontes de peptona. Farelo de crisalidas 4,60

0 efeito dos diferentes meios de cultura
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experimentados scbre a esporulagso ccorren de modo diverso ao do crescimento,
Assim, 0z meios de farelo de trige e de Ponteccorve favoreceram a producac do maior:
nirerc de esporos, respectivamente, 13,4 x 10° e 11 3 x 100 esporos,;placa de
cultivo (Tabela 1). Esses valores corrsspondem a duas a sete vezes a mais do que o3
encontrados nos outros meios empregados, dos quais diferiram significativarente ao
nivel de 5%. Esses resultados foram corroborados por Tonet & Reis (20}, quando
usaram sels meios de cultura semi-sintéticos e naturais, e obtiveram maior producdo
de esporos no meic de semoline-dgar. Também, Rastos & col, (8) tiveram melhor
esporulacac nos meios em que a farinha de trigo entrou na canposicao.,

Campbell & col. (9) sugeriram que B. bassdana apresentaria maior esporulagdc em
resposta & sobrevivéncia nas condicSes onde a fonte de nitrogénio fosse pouco
satisfatOria ao crescimento. Pordm, isto ndo foi observado naste trabzlhe uma vez
que maior crescimento micelial foi cbservado nos meios de Pontecorve e de farelo de
trigo. Por outro lade, outro ponto de especulacac relaciona-se com a2 fonte de
peptona adicionada ao meio de cultura, que pode influenciar a esporulagdo como  foi
demonstrado por Bames & col. (4).

Os requerimentos de altes niveis de uwmidade para crescimento micelial tamban
foram observados em B. bassdand, em wmeio de cultura i base de farelc de trigo
(Figura 2). Com o teor de umidade de 29% (p/v), obteve—se um difmetro de coldnias
de 13,3mm e com 97% (p/v), de 47,0mm, © que representa um acréscimo de
aproximadamente 3,5 vezes ao crescimento do fungo. Porém, como se observa na Figura
3 ur aurento no teor de umidade ndo corresponde a um aumento no nimero de espores.
G teor de wunidade de 55% (p/v) foi o que propicicu o maior indice de esporulagio
ca uma media de 51,7 x 10° esporos/placa. Abaixo ou acima desse teor de unidade,
houve reducio do nimero de esporos. Foi observado que com 05 tecres da umidade
reduzidos, o crescimento do fungo ocorreu nfo sd na superficie do substrato, mas
também no meio da massa. Entdo & possivel que também essa condizdo tenha
contribuido para a maior esporuilacio.

Tanto o crescimento {Figura 4) como a esporulacdo (Figura 5) de B. bassicna foram
favorecidos pela temperatura de 250C. Apds 10 dias de cultivo, foi verificads na
colénia um dimetro de 29,5mm e 44,4 x 10° esporos/placa. Temperaturas maiores que

Figura 2 -~ Efeito do teor de umidade Figura 3 — Efaite do teor de umidade
ne crescimento de B. bassiana. Teor na esporulacde de B, bassiana

de umidade: 297 (-m-); 387 (-D-);

44% (-o-); 55% (A=) e 97% {—e-)
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Figura 4 — Efeito da temperatura de Figura 5 -~ Efeito da
incubagao mno crescimento de B. temperatura de incubacdo na
bassiand. Temperaturas: (~o-) 209C; esporulacao de B. bassdlana

() 259C; (-e-) 300C e {-3-) 35°%C
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Figura 6 — Efeito da luz sobre o
crescimento de B. Bassdiana, Regimes:
Tabela 2 ~ Efeito de {-~0-) luz continuaj; (~TI-) 1luz
diferentes regimes de luz na alternativa e (~e-) escuro continuo

esporulacdo de B. bassiana

Ng de

Regime de luz esporos x 10%

304
Escuro continue 20,46
Luz continua 30,74
Inz alternada 48,41
o ftimo (30 e 35¢C) ou menores (2000) 204

reduziram tanto © crescimentoc como a
esporulagao como demonstra o teste de
Tukey ao nivel de 5%. A temperatura de
400C, o fungo ndo apresentou crescimento.
Resultados semelhantes foram encontrados
em Metarihizdum andsopliae (7).

0Os ensaios conduzides para se avaliar o 10
efeito da luz sobre © cresciyento e a
esporulacdo mostraram que ©os regimes de

escuro continuo e luz alternada foram Os 5

que propiciaram maior velocidade de 2 % 4 5 & 7T & 5 0
crescimento (Figura 6) gquando comparados Tempo (dias)

Didmetro dos coldnios (mm}
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cum © regime de luz continua, apresentando diferenca significativa ao nivel de §%
pelo teste de Tukey. Por outro lado, o regime de luz alternada favoreceu a producac

de

cerca de 48,4 x 10% ésporos/placa (Tabela 2}, o que corresponde a 1,6 a 2,4

vezes mais do que os resultados obtidos sob os outros regimes de luz. Conforme
Barnett & Lilly (5), a alternincia de luminosidade favorece determinadas reacoes
Que ocorrem scmente na presenca ou auséncia de luz. Os resultados deste trabalho e
de outros (8, 20) estao de acordo com os obtidos por esses auztores.
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Recumo

Infludncia de duas fontes de nitrogénio, nitrato e amonia, no
crescimente vegetative, conidiacdc e produgdo de cleistotécios em
duas linhagens de Aspergilffus nidufans. As duas fontes de nitro-
génic foram utilizadas em concentragoes molares de 10~ 3 1074,
0 crescimento vegetativo, medido pela biomassa em pesc seco fol
maior i concentracao de 10-'M de zmonia, sugerindo-se portanto,
esta fonte de nitrogénio como miceljogénica. A conidiacdo foi
também maior com amonia, mas com uma menor demanda de nitrogénio,
sendo o valor maximo atingido a concentragdo de 10-2M. A producdo
de cleistotécios apresentou respostas mais abruptas sendo mais
sensivel as variacbes na concentracao. De forma geral as duas li-
nhagens apresentaram respostas semelhantes nos diferentes meios
de cultura.

Sumary

Influence of nitrogen sowrce on development of 4wo atnains of As-
pengifius nidubans

Influence of two nitrogen sources, nitrate and amonium, on the
vegetative growth, conidiation and cleisthothetiation 1in two
strains of Aspergillus nidulans. The vegetative growth, measured
as dry weight, was higher in the ammonium medium at 10~*M concen-
tration, as was the conidiation but at a lower concentration
(10~*M), The cleistothecia production showed sharper results in-
dicating greater sensibility to variatioms in concentration. In
general both strains showed similar results in the different cul-
ture media utilizad.

Introdugao

Aspergiflus nidulans & um fungo filamentoso que apresenta varias caracteristicas
favordaveis para estudos de desenvolvimento e diferenciagdo. Cresce rapidamente em
meios de cultura definidos, possui estruturas de diferenciagao relativamente
sirmples que se formam em mamentos definidos e pode ser submetido a anilise genética
e bvioguimica com facilidade. Dentre os aspectos da diferenciacdo a conidiagdo e a
primeira e principal manifestacdo e esta tem sido analisada sob o aspecto gengtico
(3, 9 e molecular (6, 14). Além do controle genético sabe-se que condigdes
mutricionais s& importantes para promover ou retardar O processo de diferenciacgo
(2, 5) e entre os ocomponentes anatisados, mais frequentemente esta a fonte de
carbono.

O presente trabalho teve por finalidade verificar a influéncia da fonte de
nitrogénic no crescimento vegetativo, conidiacio e produgdo de cleistotécios em

Rev. Microbiol., SSo Paulo, 18(1):83-86, Jan./Mar. 1987.
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duas linhagens diferindc spenas no locus "velvet" fve). O fendtipo apresentade por
estes mutantes ja fol previamente descritc (7) e estio relacionados principalmente
oom a conidiacio e producdc de cleistotéciocs.

Material e Métodos

Linhagens - Foram utilizadas as linhagens R -21 (yA2, pabak6, veA+) proverientes da
Universidade de Leicester e WIN 12 (yA2; pabal6; ve—), obtidas de S.P. Champe da
Universidade de Rutgers, N.J. Ambas apresentam conidios amarelos, sdo deficientes
para &cido p-aminobenzéico e diferem apenas cam relagdo ao locus "velvet!.

Meios de cultura - Foi utilizado o meio minimo descrito por Cove (4) para todos os
testes, com nitrato de sGdio ou tartarato de amdnio como fontes de nitrogénio nas

concentracdes de 107 3 10™"M. Para manutencao das linhagens foi utilizado o meic
ninimo adicionado de caseina, vitaminas e extratc de leveduras (4).

Producdo de conidios - ¥oi quantificada de acordo com Yager & col. {16), usando-se
placas de crescimento confluente com trds dias de incubacio. Amostras de Srea
circular de. 0,%m de difmetre foram cooletadas destas placas, hanogeneizadas,
filtradas e plagueadas.

Producio de eledsiotecios - Foram utilizadas placas de crescimento confluente com
14 dias de incubag3o. Seccldes circularss de 0,%m de diametro foram retiradas,
unedecidas oom clorofdrmio e os cleistotécios contados individualmente sob lupa
Zweiss.

 Crescimento vegelativo - Foi avaliado através de peso  seco, crescendo-se as

lirhagens em meio de cultura liquido (30ml} com agitacdo {180rzm) durante 72 howas,
37°C. O indculo foi preparado em "Tween 80" e a concentracio final de conidios foi
aproximadamente 10° conidios/ml. ApSs crescimento o micélio foi filtrado, lavado,
colocado para secagem e pesado.

Resuitados e Discussio

Apesar das diferencas apresentadas pelas linhagens ve+ e ve~ os resultados aqui
cbtidos mostram gue a resposta das duas linhagens com nitrato ou amdnia cano fontes
de nitrogénioc & muito semelhante, HA um ponto Stimo coincidente para cada uma das
fases: crescimento vegetativo, conidiacdo e produgao de cleistotécios (Tabela 1}.

O crescimento vegetativo & superior na linhagem WIN12; os maiores valores de peso
seco sao atingidos & concentracio de 10™IM de nitrato ou  amdnia vara ambas as
lirhagens. Os valores vio decrescendo & medida que a concentracdo de nitrogénio
dispenivel vai diminuindo, efeito semelhante ao provocado pela glucose copo  fonte
de carbone (5). O maicr crescimento observado com amdnia pode estar relacionado com
amento geral na sintese de proteinas, devido & maior utilizacio de ambnia,
observado em linhagens auxotrdoficas para biotina (12). Neste caso terizmos que
admitir que a awotrofia para acido p-aminocbenzoico confere uma alteracdo na
permeabilidade celular, o que nio foi testado no presente caso. Meios de cultura
contendo  amonia em substituicdo a nitrato tarbém tém  sido sugeridos como
miceliogenicos em Neurospora (15), prevenindo a conidiacdo. Fm outros casos nac
provoca nenhvm  efeito no crescimento e frutificacio {10) ou & consideradc indutor
de mudangas morfogendticas {13). No presente caso, a conidiacfio & tamb@n superior
com  ambnia, mas oo uma demanda menor. Estes resultados podem ser devidos A maior
taxa de produczo de conididforos que & maior com amdnia do que com nitrate {(11). 0
tipo de sal de amdnio utilizado parece ser extremamente importante porque radicais
do tipo cloreto por exempla, produzem resultados danosos tanto para O crescimento’
vegetativo camo conidiagao, devido provavelmente ao baixo PE que se forma (dados
nioc apresentados). A producdo de cleistotécios, por outro lado, parece sar mais
sensivel as variacles na concentracio de nitrogénio sendo produzidos avenas em
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Tabela 1 - Efeito de N0y e NH, em diferentes fases do
desenvolvimento.

Simbolos: * = mg de peso seco/20ml de meio. Média de 3 repetigGes;
*% = NO de conidios/Segio de 0.9cm difimetro. Média de 3 repetigoes;
#x%& = N9 de cleistotéeciocs/Secic de 0.%cm diZmetro. Média de 3
repeticgdes

Fase do desenvolvimento

Concentracio/
linhagens v&escegetaﬂtl"?‘wh‘e Conidiacio®® Cleistoteciac':éo***
W12 R-21 WIN 12 R-21 WIN12 R-21

M3 / 10-1M  119.6 108.9 2.2 x 10%* 4.0 x 10! 659.0  297.4
10-%4  102.2  69.8 6.7 x 10'° 3.4 x 10°° 890.7 327.3
107 24.6 18.6 1.5 x 10° 2.3 x 16° 0.5 0.3
10"y 7.4 6.3 4.4 x 107 5.3 x 107 1.4 0.3

Mg /107 191.3 14901 3.7 x 108 2.7 x 10% 0.2 0.0
10~ 105.05 148.5 5.9 x 10%° 2.7 x 102 577.5 513.0
1073y 46.9  33.6 7.6 x 10*° 5.1 x 10° 0.7 0.0
10" 10.8 8.5 5.9 x 8.6 x 107 0.0 0.0

algumas concentracdes. A linhagem R-21 apresentou cleistotécios de tamanho reduzido
e distribuidos dentro da massa micelial de forma heterogénea tanto en meio de
nitrato como de amdnia, apresentando uma formacdo em meio de amdnia. Por outro
lado, a linhagem WINI2 (ve+} apresentou melhor formacao de cleistotécios em meio de
nitrato sendo observados cleistotécios maiores e distribuidos principalmente sobre
a superficie. A producio e a visbilidade dos ascospores nao foi verificada,
entretanto, © uso de oxalato de amdnia em substituicdo a nitrato tem sido
considerado come favorecendo a produgac de ascosporos (1, 8).
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Resumo

A dose de 25 XGy foi aplicada a sole incorporado com vinhaca, in-
cubado em condicoes de laboratdrio, ne escuro e a 25%20C, por pe-—
riodo de 3 meses. A umidade do solo foi mentida a 40, 60 e 807 da
capacidade de retengzo de sgua. A imcorporagac de vinhaga quadru-
plicou a biomassa microbiana do solo, a qual apresentou leitura
somente apds um certo grau de decomposigdo do residuo incorpora-
do. A radiaco gama, como agente biocida utilizado, parece ter
afetado algumas propriedades do solo.

Sumary

Gamna, nadiation application for micnobial biomass determination
in a s0il incorporated with distilfeny wastewatiern

Cawma radiation at 25 KGy was applied to a soil amended with dis-—
tillerv wastewater, for microbial biomass determination. In the
laboratory conditions soils samples were incubated at 25%29C, un-
der dark conditions, for period of three months. Soil humidity
was mantained at 40, 60 and 807 of water hold capacity. Residue
incorporation quadruplicates the microbial biomass which was de-
terminated only after a certain degree of decomposition of incor—
porated residue, Gamna radiation, as biocidal agent seems to have
affected some soil properties.

Introducao

Quando um residuo orgénico é adicionado ao solo, os microrganismos all presentes
tém a sua populagio amentada (1, 10). O que pode ser medido direta ou
indiretamente. Os métodos diretos gerais incluem a cantagem total de microrganismos
a0 microscdpio dptico, a contagem de células viaveis e as l3minas de Rossy-Cholodny
(9). Entre os indiretos, cita-se o calculo da bicmassa microbiana, baseado na
evolucdc de C0p do solo (8). E um método recente, que estd se tornando conhecido e
apiicado por alguns pesquisadores, ruito embora a evolugdo de CO0p do s0lo nem
sempre se correlacicne om © nimero de microrganismos ou com & intensidade dos
processos bioquimicos do solo (5).

* parte do trabalho de tese apresentada pelo primeiro autor, ESALQ/USP, Junho de
1983. Supcrte financeiro (MEN e Q¥Pq.
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0 método esta fundamentado no ammento de velocidade de decamposigdo do  carbono
orgénico, em decorréncia detratamentos biocidas e, embora existam varias teorias que
poderiam explicar tal aumento, Jenkinson (6) concluju ser devido, na sua malor
parte, a decamposicdo de organismos mortos pelo agente biccida e que assim,
poderia ser usado come wne medida aproximada da biomassa microbiana do soio.

A técnica em si, consiste nos sequintes passos: a) o solo & dividido em dois
grupos de iguais repetices; b) um grupc & subietido ao agente biocida, inoculado
com amostra de solo natural e incubado; e ¢} o outro grupe € apenas incubado.

O caleulo para a biomassa microbiana é dado pela relacdo B=(%-Y)/K, onde: B =
bicmassa, em g C/g solo; X = carbono evoluido do solo tratado com o agente biccida;
¥ = carbono evoluide do solo ndo tratado.

O fator K representa a fracfo de carbono da bicmassa morta que & decamposta para
0y, durante 10 dias de incubagdo, oconsiderando-se que nem todo carbono &
mineralizado para C0p, parte dele nZo serd atacado e parte sera incorporado nos
microrganiemos responsaveis pelo amento de evolucio de CO». Ademais, este varia
com a espécie microbiana, pH e acracio do solo (6).

Poreém, Jenkinson (7) comenta que os resultados para a leitura da biomassa
microbiana n3 s3o maitos confiantes para solos que receberam grandes adices de
matéria organica prontamente deccmponivel. _ .

Neste contexto, Sparling & col., em 1981, citados por Martens (11), encontraram
estimativas anormais e até mesmo negativas para a biomassa microbiana quardc feitas
et sclos recentemente adicionados com matéria organica.

A vinhaca, residuo em estado coloidal rico em carboidrates, & rotineirapente
aplicado a0 solo canavieiro. Sendo assim, © presente trabalhc tem por objetivos
estudar uma variante do método proposto por Jenkinson & Powlson (8) a iwm  solo
incorporadc com vinhaga, utilizando-se a radiagdo gama camo agente kiocida, e
discutir alguns aspectos metodolSgicos possivelmente envolvidos no processo.

Material e Metodos

A anostra de solo corresponde acs primeiros 20cm de profundidade de um latossolo
vermelho-amarelo fase-arenosa, da regigo de Piracicaba (SP). Utilizou—se a fracio
peneirada a 2,00mm, caracterizada com pH 4,9, 0,73% de carbono orgénico, 9,108 de
nitrogénio e 21,1% de argila.

A vinhéc;a incorporada ao solo foi proveniente de caldo misto, cam as sequintes
caracteristicas: :

ORrixe«svenn. 8,75 C/Meeeireviannnnen 21,89
C (%}eennn.. .12,70 Fe {ug/ml)........1.931,60
N (%) ee.... .. 0,58 Cu (ug/ml).evn.... 5,63
K (kg/m2).... 3,43 Mo {ug/ml}........ 116,20
P (kg/m).... 2,85 n (pg/md)........ 76,20
Ca (kg/m*)... 6,62 B (sg/mi}.e.eenn.. 1,30
Mg (kg/m*)... 3,98 Na {(vg/ml}..... ... 401,50
5 (kg/m*).... 0,52 Al (ug/mly....... . 100,00

DO {ug 0p/1)....25.400,00

Para determinacio da biamassa microbiana, partiv-se de 40g de solo seco a 10500
TFSA, colocado‘ em frascos de vidro de 140ml e pipetou-se 15ml de vinhaca; dose
correspondente a aplicagdo, em campo, de 200m® /ha.

As umidades foram corrigidas para 40, 60 e 80% dz capacidade de retencio de agua
(c.r.a), em estufa a 45°C, com circulagio de ar forgada.

Em virtude da elevada relagdo C/N do residuo (22/1) » fez-se uma ocomplementacio
mErogalada equivalente a 38kg N/ha, cada frasco recebendo 23,6mg de sulfato de
amonio.

Como testemunhas, foram preparados frascos incorporados cam 15ml de agua, ao
inves de vi{ﬂﬁqa, cam wuidade corrigida para 60% da c.r.a.

A incubagao inicial das parcelas deu-se em condicdes de iaboratdrio, mantendo-se
os frascos abertos, em ambiente escuro e a 25+20C,
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Para quantificar a bicmassa microbiana, adotou-se uma variacic do método proposto
por Jenkinscn & Powlson (8). Nos tratamentos com vinhaca, cuatroe frascos eram
sutmetidos & irradiacio com raios gama, seguida de inoculagdo com wma anostra (em
mg) de solo natural e incubados; outros quatro frascos eram apenas incubados nas
mesmas condicdes.

Para os frascos testemmhas, trabalhou-se can apenas duas repetigdes, ou seia,
dois frascos foram irradiados e dois ndo.

A dose de irradiacio gama correspondeu a 25 KGy, oom Irradiador de Cobalto-60
tipo Gammabean 650, com uma atividade de 4,10 Bg (mo infcio do trabalho).

Cada frasco oom solo foi colocado no interior de jarros de vidre {com capacidade
de 34) Juntamente com 20ml NaCH 1IN, Tampava-se hermeticamente e incubava-se
movamente no escuro a 25£20C,

ApSs 10 dias de incubagho, precipitava-se a soda com solugac aquosa saturada de
cloreto de bario e titulava-se a soda livre com HECL 0,1N, usando-se trés gotas de

fenclftaleing came indicador, Determinava-se assim, a gquantidade de carbono
gvoluida do sole usando-se a equagdo: mgC = (HClppranco — HCl rceia) - %Cl 6.
- - a0l

T sequida, aplicava-se os dados assim obtidos, na equagdo da bicmassa microbiana.
Nesta equagdo, adotou-se o valor 0,41 para o constante K, de acordo cam os dados de
anderson & Daomsch {3).

A bicmassa microbiana foi quantificada aos 0, 5, i1, 15, 33, 60 e 88 dias.

Resultades e Discuss3o

Para a testemmha, a bicmassa microbiana manteve-se praticamente constante
{6%usC/g solo seco)durante todo o periode de mcubagao. Este resultado era esperado,
uma vez gue nao foi adicionado material orgamco ac sistema.

A Figura 1 apresenta os

resultados cbtidos na )
quantificagéo da bicmassa Pigura 1 — Biomassa microbiana (u2pC/g solo)
microbiana para os tratanentos formada nos tratamentos com vinhaga (média de &
com vinhaca. repetigoes), em funcdo do tempo e da umidade

Nestes tratamentos, a biomassa do solao, e DMS (teste Tukey a 1%Z) para cada
aumentou com a incubacao e esse tempo de incubagdo estatisticamente analisado.
aurento  foi maior quanto mais Simbolos: c.r.a. = capacidade de retencao de
seco 0 sole, Sob condigles de agua
excesso de umidade, © baixo
nivel de 0y oondiciona o
metabolismo microbiano 340
anaerdbico {14), ande a formacio 500 T
de massa celular por unidade de
carbono oxidado € menor {1, 13}.

Comparando-se os tratamentos
com e sen vinhaca, mentidos a
60% da c.r.a., nota-se qgue a
incorporacio de vinhaca ao solo
quadruplicou a biomassa
microblana.

Porém verifica-se que, nos
tratamentos com vinhaga a 40 e
60 ou 80 da c.r.a., os
resultados para biomassa
microbiana iniciaram-se scmente
apbs 11 e 30 dias de incubago,
respectivamente (Figura 1). Ou
seja, nao foram cbtidas leituras
nos tempos § e 5 dias e 0, 5, 11 R :
e 15 dlas para esses e & His S 60 es
tratamentos, respectivanente, Incubogio (dios)

Bl

200 -

microblens (pg C/p solo; KeO %1}

100 - b

Biemosso
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devido & inversdo na evolugdo de (0p do solo, quando sdo examinados os resultados
da evolugdo de carbone nos. solos irradiado e nfio irradiado (Figura 2).

* Nos pericdos anteriormente citados, de ausénecia de leitura para a biomassa
microbiana, 0% solos. irradiados tiveram menor desprendimento de oy que 0s solos
ndo irradiados. . - .

Imbora pudessemos justificar o menor desprendimento de (0o devido a nao formacdo
de bicmassa microbiana suficientemente grande para superar a sensibilida@e do
metodo; era de se esperar que as evolugdes de carbono fossem, no minimo,
semelhantes para ambos Os Casos. ‘

Com respeito 3 auséneia de leitura de biomassa microbiana, convém ressaltar que
Jenkinson & Powlson (8) limitam a metodologia de tal modo gue ndo deve ser aplicada
para s0los  que receberam elevadas doses de material organico prontamente
decomponivel.,

Figura 2 ~ CO2 evoluido (ugc/g sole) do solo
irradiado {(~-=) e nao 1rradiade {(—_) dos
tratamentos com vinhaga (média de 4 repeticdes).
Simbolos: c.r.a, = capacidade de retencao de
agua

COzevoluide
(g /g soto)
2

A0% da c.r.a.

N .
" -..-..-‘."" ————————— .
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Neste aspecto, as leituras tornam-se validas somente apés ur certo grau de
decamposigao do material, cuando entio, a evolucdo de COp & mais vagarosa (11).

Ademais, pode-se inferir que, para O presente experimento, a dose de 25 KGy de
radiacdo gama tenha alterado aigmra funcdo ou propriedade do solo com vinhaca, tal
como a formagao de substincias toxicas (12).

Mas, a aus@ncia de leitura da biomassa microbiana pode ser também dev:.da ao
ataque preferencial da populacio de indculio schre o substrato vinhaga, ao invés da
bicmassa microbiana morta pelc agente biocida (1), assim came & incapacidade da
populagao relnocu}.ada nas parcelas funigadas em degradar o substrato tao
rapidamente quanto & das parcelas ndo fumigadas {11).

O NaCH utilizado foi suficiente para a captura do volume de 0y ewluide des
parcelas, ou seja, ndo ocorreram perdas de 05, POr Outro lado, contaminagSes do
MaOH com (05 éxterno ao experinento também ndo ocorreram, tal como fol verificado
através dos controles com jarros que receberam apenas o NaCH.

A radiacdo gama foi utilizada como agente biocida, em contraposicio acs processos
de autcoclavagem e fumigacdo oo ¢lorofdrmio adotados por Jenkinson & Powlson {(8),
por ser um processo que nao altera quimicamente o solo (12} e ademais, para O
presente experimento, a defumigacdo do solo nao foi perfeita, especialmente para as
parcejas mais aeidas.

0 método de fumigaciio do solo com cloroformic para se estimar a bicmassa
microbiana, fundamenta-se na dJdiferanga de evolugdo de Oy entre as parcelas
fumigadas e as ndo fumigadas. BEssa diferenca na evolucdc de (07 € considerada came
sendo devida 3 decomposicdo da bicmassa inicial que foi morta pelo clorofdrmio.

Maitas controvérsias surgiram gquanto & esta wetodologia, especialmente oom
relagdc ao. fator K e assim, muitos autores adotam a respiracéo do solo camo
parimetro para avaliar a bicmassa microbiana do solo (‘§5}

A determinac3o da bicmassa microbisna dos solos é extremamente interessante,
podendo ser utilizada em estudos de decamposigao de materiais orgénicos, estudos de
pesticidas nos solos, assim cam avaliar o nivel nutricional dos mesmos,
considerando-se que a bhiomassa microbianza & reserva e fonte de elementos tais cano
o N, P e K, por exemplo (2, 11, 15).

Conclusoes

A concluséo, nas condicdes do presente experimento e em fungdo dos resultados
cbtidos, sac de que a metodologia para a leitura da bicmassa foi perfeitamente
aplicavel ao solo mcorporado cam vinhaga, porém, os resultados apareceram somente
quando © residuo 33 se spresentava com certo grau de decamposicdo; a radiacfo gama
parece ter alterado alguma propriedade do solo incorporado com vinhaga.
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Resano

Yensinia sp. foi pesquisada em 138 amostras de alimentos, assim
distribuidas: 30 amostras de leite cru, 33 de leite pasteurizado,
15 de carne moida, 15 de figado de boi, 15 de figado de suino e
30 amostras de alface, todas coletadas ou adquiridas ma regiao da
cidade de Araraguara, Estado de Sioc Paulo. Foram iscladas: Y. en-
terocobitica de diferentes sorotipos e Y. Aintenmedin 5,27/Xz enm
9,1% das amostras de leite pasteurizado; em 3,3% das de alface,
V. iptenmedia NAG/Xz; em 20% das de carme moida ¥. enterocolifica
(celobiose, sacarose, sorbitol-, citrato+)/25/%z e ¥. Aintewnedia
de diversos scrotipos, e, em 13,3% das amostras de figade bovino,
V. intermedia também de diferentes sorotipos. Nao se isolou Yei-
sinia sp. da leite cru e figade suino. Apesar de nenhuma das ce-
pas iscladas pertencer a sorogrupos reconhecidamente patog@nicos,
a presenca dessa bactéria nesses alimentos, mantidos sob refrige-
racao, deve ser vista com restricdo, uma vez que cepas de soroti-
pos de VY. enterocofitica consideradas nao patogenicas estao se
adaptandc ao homem.

Sumnary
Tsofation of Versinia app. from foods

The presence of Veasinia spp. was examined in thirty-three sam-
ples of pasteurized wilk, thirty samples of raw milk, fifteen
samples of ground beef, fifteen samples of bovine £fresh 1liver,
fifteen samples of pork fresh liver, and thirty samples of lettu-
ce. All samples were collected inm the Araraquara city area, State
of S3c Paulo, Brazil. Different types of Y. entznocclitica, and
V. intenmedia 5,27/Xz were isolated from pasteurized milk samples
(9,19); Y. intfermedia NAG/Xz was isclated from lettuce (3,37) and
v, enforocolitica {(celobiose, sacharose, sorbitol-, citra-
te+)/25/Xz and Y. dintfewmedin of different types were isolated
from ground beef. No isolation was achieved from pork liver and
raw milk. Although the isolated types of Vensdindia spp. belong to
pon-pathogenic serological groups, their presence in refrigerated
food, make us to believe that their pathogenic potential must be
discussed since some serotypes of Y. enteaccofitica and other
species are adapting to man.

Rev. Micrcbiol., Sao Paule, 18(1):93-97, Jan./Mar. 1987.
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Introducao

Cepas de Yersinig sp. tem side isoladas de materiais clinicos humapos e de
animais, bem como, da &gua e de alimentos. Entre estes (ltimpos destacam-se o leite
cru e pasteurizado, sorvetes, bolos com e sem creme, carnes bovina e suina, e
vegetais (3, 5, 11, 12, 20). No Brasil isolou-se o microrganismo de leite {5, 21},
carne (21) e de amostras de 3guas de origens diversas (10} .

Alguns surtos de gastrenterite humana por Veasinia enterccolifica tiveram como
via de transmissdo leite achocolatado (2), leite pasteurizado (17) e "tofu" (18}.

Yersinda enterocolifica com os sorotipos 0:3, 0:8 e 0:9 & que estd mais
relacionada com doencas no hamem. Os demais sorotipos de V. enfenccoliticd e as
espécies V. fredenihsendii, V. buistensenii e V. intenmedia, sdao considerzdas como
oportunistas embora, recentemente, tenham sido relatados algquns casos de infeccdo
humana por sorotipos considerados ndo patogénicos (8, 14).

O fato de se utilizar a temperatura de refrigeragdo como técnica de
enciquecimento para Yeasinds, torna o microrganismo um problema para a inddstria de
alimentos, pois sen crescimento am alimentos refrigerados além de ser wum risco para
a Salde Piblica poderd provocar a deterioracio dos mesmos.

Neste estudc pretende-se verificar a incidéncia de bactérias do génerc Yeasinia
em amostras de alimentos diversos, na cidade de Araraquara, SP.

Material e Metodos

Obtencde das amostras - Foram analisadas 138 amostras de alimentos assim
distribuidas: 30 amostras de leite cru coletadas diretamente do Gbere de vacas,
pertencentes a cinco produtores da regifio de Araraguara, durante os meses de junho
& julho de 1983; 33 ampstras de leite pasteurizado adquiridos em supermercados da
cidade no mesmo periodo; 15 amostras de carne moida, 15 de figado de boi, 15 de
figado suino e 30 amostras de alface, sendo todas adquiridas em supermercados da
cidade de Araraquara, no periode de dezenbro de 1983 a 3aneiro de 1984.

Teenica de emriqueeimento — 1. Hoamogeneizavam—se 25ml ou 25g de amostra coom  225m1
de tampdo de fosfatos, pH7,6 adicionado de 1% de sorbitol {Difco} e 0,15% de sais
biliares n? 3 (Difco), com incubacc a 49C até 21 dias {19); 2. Homogeneizavam-se
25ml ou 25g em 225ml de caldo de soja tripticase (Difco) adiciocnads de novobiocina
stdica (Upjohn) na concentragdo de 10ug/ml e sulfato de polimixina B (Pfizer) na
concentracao de SUL/ml, com incubacio a 18°C por 3 dias {15).

Lsolamento e identificacdo - Apds 7, 14, 21 dias do enriquecimento a fric e 3 dias
do enrigquecimento a 180C, procediam-se a dois isolamentos diferentes:

1. Semeava-se diretamente uma alcada em &gar Mac Conkey (Difcc); 2. wma algada do
caldo de enricquecimento era submetida a0 tratamento com KOU (Merck} (1) e semeada
am placas contendo agar MacConkey. Nos dois processes de isolamento as placas eram
incubadas a 259C por 48 horas.

As colfnias suspeitas de Yersdnda sp. no meic seletivo eram transferidas para
&gar triplice acicar ferro (Difco) e incubadas a 2500 por 48 horas. Apds esse
periodo, transferia-se para os meios de Mili, EPM (9) e citratos de Simmons que
eram incubados a 37°C por 24 horas. As colfnias com caracteristicas de Varsinda sp.
nesses melos eram entdo identificadas quanto ao biotipo, scrotipo e fagotipo (6).

Resultados

V. entercceliiica de sorotipos diversos e V. (nfewnedia foram isoladas ce leite
pasteurizado, alface, carne rmoida e figado tovino. Esses resultados sdo
apresentados na Tabela 1.

As 30 amostras de leite cru e 13 de figado de suino apresentaram-se negativas’
para essa pesguisa.
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Tabela 1 — Caracteristicas das amostras de Yerddnla sp. isoladas de alimentos
diversos.

Simbolos: a. Ye Tipo = V. enterccelifica ~ sorotipo/biotipo/fagotipo; b. Yi Tipo
= V. intermedia — sorotipo/fagotipo; c. NAG = Nao aglutinavel; d. (cel, sac,
sor-, cit+) = (celobiose, sacarose, sorbose-, eitrato+)

W e anpstras NP de amostras Ne da

Alimentos Lisad positivas (8) amostra |, e Tipo? ¥i TipoP
Leite pasteurizado 33 3 (9,1 21 1/5/%z

31/10 Kb 2/7,8/%z

31 1/5/%z

32 5,27/%z
Alface 30 : 1 {3,3) 9 N&c©/%z
Carne moida 15 3 (26,0 3 (cel,sac, sor—

citj?j%/xz

k! 25,35/%z

8 13,7/Xz

7 21 /%2
Figado boving 15 : 2 {13, 13 14/%z

15 16,29/4z
Discussao

Analisando-se os dados relativos 3 presenga de Veasinia emn leite pasteurizado,
chara—se a atencido para o fato de tevem sido encontradas, muma mesa amostra, duas
cepas de Y. enferccolitica, uma do tipo 2/7,8/%z e outra 1/5/%z.

0s resultados obtidos com as amostras de leite pasteurizado séo proximos aos de
Eiroca & col. {5) que isclaram Y. entenccolitica em 12% das amostras analisadas. Por
ocutre lado, diferem dos de Warmken (21) gue isolou, principalmente, VY.
fredenihsenil desse alimento.

A auséncia de Yersindid sp. en leite cru deve-se, provavelmente, a maneira como se
procedeu & coleta, ura vez que a mesma era feita do tbere da vaca.

Outros autores, guer no Brasil quer no exterior, isolaram o microrgsnismo de
leite cru, coletardo—o & nivel de usina leiteira (5, 17, 20, 21).

Bu alface, foi verificada a presenca de VY. intermedia ndo aglutindvel. Este & o
primeiro isolamento de Versinia de vegetais no Brasil.

A maior incidencia de Yersinia fol observaeda em carne bovina moida (20% de
positividade). Isolou-se, de uma mesma amostra, uma cepa de Y. enterscolddtica com
caracteristicas bioquimicas atipicas, nfc podendo, portanto, ser encuadrada num dos
bictipos ja caracterizados, sorotipo 0:12,25 fagotipo Xz, e, outra VY. intermedia
0:13,7 Xz.

A presenca de Yersdinia em varios tipos de carme tem sido relatada por diversos
agtorss entre eles Fukushima (12) e Hanna & ool. (13} . Mo Brasil, Warnken (21)
isolou cepas de Yewsinia Ge diversos tipos de carme moida, miudos de galinha e
bovinos, mas também nac relacionados com tipes responsaveis por doengas humanas.

Bn figado bovino foram encontradas duas cepas de V. intermedia enquantc cue as
amostras de figado de suino apresentaram-se negativas. Este fato charou a atengdo
ama vez que se sabe que 0 porco & considerade um reservatorio. As diferentes
espécies de VYemsdinia Jja foram constatadas em diversos tipos de carne de pOrce em
varios paises (4, 12, 16). No Brasil, Y. enterocolitica 4/3/VIII foi isclada de
fezes de suinos com diarréia (7).

Apesar de nao se ter verificado a presenca de cepas pertencentes a sSCOrogrupos
reconhecidamente patogénicos, o fato de se texr isolado Versinda de alimentos
mantidos sob refrigeragdo, camo os que agqui foram estudados, leva-nos a gquestionar
sobre o possivel potencial patogénico, viste que alquns sorotipos de Yersinia
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enferocolitica estdo == adaptande ao homem, o mesmo podends ocorrer com as amostras
de Yersinda atipicas (8, 14).
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Resano

Foram avaliadas as condicoOes higienico-sanitarias de 39 amostras
de charque comercializado em Sao Paulo, através da quantificacio
das bactérias mesdfilas aerdbias e facultativas, das bactérias
halofilas, dos coliformes totais e fecais e dos fungos. Foi tam—
bém investigada a presenca de Safmonelfa sp., Staphyfococeus au-—
Aews, de clostridios sulfito-redutores e de Baciflus cereus. Os
resultados indicaram ausencia de Safmonella e de clostridic sul-
fito-redutores em todas as amostras. S. auwieus foi detectado em
15,4% das amostras, em contagens inferiores a 102 UFC/g. B. . ce-
7eus  fol detectado em niémeros significativos em 4 amostras, com
contagens entre 10% e 10° UFC/g. Somente uma das amostras acusou
presenga de coliformes. Os meséfilos variaram entre 0% e 107
UFC/g, sendo que em 927 dos casos o nivel de contaminacio foi su-
perior a 10% UfC/g. Resultados bastante proximos a estes foram
obtidos na enumeracdo de haléfilos. Entre os fungas, verificou-se
predominancia de leveduras, que variaram entre 10! e 10% UFC/z.

Somrary
Hygienie quality of chargui

Charqui is a typical Brazilian dehydrated salted meat, which has
45% of moisture and Aw of 0,73. The microbiological quality of 39
samples of charqui purchased in S&o Paulo eity, Brazil, was as—
sessed by quantification of mesophilic szerobes, halophilic bacte—
ria, total and fecal coliforms, and molds. The presence of Salmo-
nella sp., Staphylococeus aureus, sulfite-reducing clostridia and
BaciZlus cerews was also carried out. Results showed absence of
Salmonefda and of sulfite reducing clostridia in the samples zes—
ted. S. quieud was detected in 15,4% of samples, with 102 CFU/g
as a maximum level of contamination. B. cereus was detected in
four samples (10“—1OSCFU/g). Only one sample showed the presence
of coliforms. The counts of mesophilic aercbes varied from 10? to
107 UFC/g, and in 92% of samples the contamination level was over
10% CFU/g. Similar results were obtained with halophilic bacte-
ria. There was great predominance of veasts im relation to mods,
and counts varied from 10' to 10* CFU/g.

Introducao
O charque & wm produto carneo seco e salgado, bastante consumido en todo O

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 18(1):98-102, Jan./Mar. 1987.
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Rrasil. Constituido principalmente de carne bovina, & produzidc de maneira bastante
artesaral. A carne & desossada, e na forma de mantas, € salgada, inicialmente em
salmoura e posteriormente com sal grossc. As mantas séo empilhadas em contato com ©
sal durante varios dias. Apds a remocio do excesso de sal através da lavagem com
3qua clorada, as mentas sao estendidas em varais para secagem ac sol, durante 3 ou
4 dias. Durante a noite, s3o emilhadas e cobertas com lonas. Nesta fase
desenvolvem—se o odor e sabor caracteristicos deste alimento (11). Obtem-se, assim,
un produto cArneo que, sequndo ©Os Regulamentos do Ministério da Agricultura
(RITSPOR), n3o deve conter mais de 45% de umidade na porgdo muscular, nem mais de
152 de residuo mineral fivo, tolerando-se até 5% de variagdo (2). Posteriormente, ©
charque & embalado em sacos de anlagem e distribuido ac comércio. Algumas
charqueadas ven empregando a embalagem 3 VACUO CoNo recurso para aumentar a vida
Gtil deste produto {11).

0 alto tecr de sal do chargque, da ordem de 15%, bem como o alto teor lipidico da
matéria-prima empregada na produgdo deste alimento, tornam-no um meio altamente
desfavoravel & maltiplicagio da maioria das espécies bacterianas. Entretanto, o uso
de matérias—prima de qualidade microbioldgica inadequada, bem como condigles
insatisfatOrias de higiene durante e apds O processamento, podem rasultar nim
produto de elevada carga micrcbiana. Entre estes microrganismos — adquirem
importincia os patogénicos, que apesar de ndo se multiplicarem, podem estar
presentes en quantidades elevadas, e o5 microrganismos haldfilos, tolerantes & 15%
de sal. FEstes microrganismos haldfilos causam a deterioracao do charque tendo
particular importancia os Mdcrocoeed (43, responsaveis por fermentagdes
rucilaginosas cinzentas, acorpanhadas de odores desagradaveis, e outras espécies
que apresentam intensa atividade lipolitica, provocando a rancificacdo do charque
{Franco, dados n3o publicados). Hafobacteriwn salineuum, anteriormente conhecido
por H. cutirubium (3), & também um haldfilo altamente prejudicial ao charque. Este
microrganismo, um haldfilo estrito, & causador do temivel "vermelhdo", que & uma
deterioracio caracterizada pelo surgimento de um induto vermelho, de  odor
repugnante caracteristico (14}).

A inexisténcia de padrdes microbioldgicos para © chargue bem COmO O poUco
conhecimento da quaiidade microbioldgica deste alimento levaram ao presente
trabalho. Estudou-se o grau de contaminagdo do charque vendido em S&o Paulo com
microrganismos mesofilos, haldfilos, coliformes e fungos. Paralelamente, foi
estudada a incidéncia de algumas bactérias patogenicas, CoO Sakmonella,
Staphyloucoocus auwrens, Bacillus cereus e CLostridium perfiingens.

Material e Métodos

Obtenciic e prepano das amestras de chargue - 39 amostras de charque a granel, a
venda em diferentes pontos de camercializagio na cidade de Sao Paulo, Brasil, foram
estudadas. 25g de cada amostra foram homogeneizados com 225ml de &gua tamponada
estéril pH 7,2 (5), em liguidificador previamente esterilizado, preparando-se, &m
sequida, diluicdes decimais até 107°, utilizando-se o mesmo tampdo. Para
quantificacic de bactérias haléfilas, 25g de amostra foram hamogeneizadas em tampdo
para diluico de haldfilas seg. Barross (1), sendo +ambém preparadas diluicles
decimais até 107°,

Contagens bactenianas - Bactérias mesOfilas aerdbias e facultativas, coliformes
totais e fecais, bolores e leveduras e clostridios sulfito-redutores Loram
emmerados atraves da técnica de semeadura em profundidade, empregando-se aliquotas
de 1ml de cada diluicdc, e utilizando-se os seguintes meios de cultura: agar padrdo
para contagem (incubaGiio a 35°C por 48h), agar batata dextrose acidificado com
Zcido tartirico a pH 3,5 (incubagio a 25°C durante 5 dias) e &gar sulfito
polimixina sulfadiazina (incubacdo a 44oC durante 48h), respectivamente. Para a
contagem de clostridios efetuou-se a incubagdo em anaerobiose, utilizando-se ©
sistems Caspak. Staphyfococcus auwreus e Bacillus cercus foram enumerados por
técnica de semeadura em superficie empregando-se aligquotas de 0,Imi de cada
diluicdo, e utilizando-se os meios de cultura Agar Balrd Parker (incubacdc a 35°C
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por 48h) e agar vermelho fenol gema de ovo polimixina {incubacic a 360C por 48h),
respectivamente., )

Coldnias suspeitas de Clostnldium penfringens, Staphylococeus awreus e de
Bacilfus cerews foram identificadas pelos testes bioquimicos propostos pelo ICMSF
{5} . A pesquisa de Safmonella foi feita em 2%g do produto adicionados a 225ml de
caldo lactosado, incubado a 35°C durante 24h, com posterior passagem para caldo
tetrationato e caldo selenito cistina incubados a 350C durante 24h. O isolamento de
coldnias foi feito en dgar SS e Agar verde brilhante. Colénias suspelitas foram
identificadas através dos testes bioquimicos de Enterckit C {Probac do Brasil
Produtos Bacteriologicos Iida.), também utilizado para identificacdo dos
coliformes. A emmeragdo de bactérias haldfilas foi feita em agar padrio para
contagem acrescido de 15% de NaCl, com incubacdo a 20-23°C duzante 4 dias, sequndo
APHA {1). Foram usados meics de cultura Difco e Merck.

Resul tados

Nenhuma das amostras de charque revelou presenca de Salmonelfa e coptaminacdo com
clostridios sulfito-redutores. S. aunews foi isolado de apenas 6 amostras {15,4%),
sempre oo contagens entre 10° e 10° UFC/g. B. cereus foi isolado com frequéneia,
porém sempre em contagens da oxdem de 102 - 10° UFC/g, excecio feita a 2 amostras
que apresentaram coontagens da ordem de 1C° UFC/g e a 2 com contagens en torno de
10° UFC/g. Coliformes, do génerc Cifrcbactfer, foram detectados em apenas uma das
amostras,

As contagens de bactérias mesofilas asrdbias e facultativas, de haldfilas, bem
camo de fungos podem ser vistas nas Tabelas 1 e 2.

Discussan

A disponibilidade de agua, gue contrela a maltiplicacaoc de microrganismos nos
alimentos, & medida em termos de "atividade de agua" (Aa), que, em um sistema em
equilibrio tem relacdic com a wmidade relativa do alimento (17). A Aa de um alimento
influencia nao s5 a multiplicacio e atividade metabdlica de microrganismos, oo
também sua sobrevivéncia e resisténcia a agentes diversos. A medida que a Aa
diminui, menor & o nlmero de espécies bacterianas capazes de scbreviver ou se
mitiplicar ({6). Varics recursos tecnoldgicos podem ser utilizados para a redugdo
de 2a de alimentos. No caso do charque, efetua-se a desidratagdo da carne através
da adigdo de sal e posterior secagem ao sol. Obtém-se, assim, wm alimento de
unidade intermedidria, com valores de Aa da ordem de 0,73 (Shimckamaki , dados ndo
publicados). Esta Aa & suficientemente baixa para comprometer a multiplicacdo e
mesmo a  sobrevivéncia das espécies bacterianas responsiveis por toxinfecgles
alimentares, inclusive de S. auwteus, cque tolera Az de até 0,86 wmara sua
rultiplicagao {6). Deste modo, os resultados relativos 3 baixa incidéneiz ou mesnn
ausencia de patdgenos na meicria das amostras de charque era, de certa forma,
esperado,

E pouco provavel que as contagens elevadas de B. cerous, detectadas em alqumas
amostras sejam consequéncia de sua proliferaciio, para a qual se faz necessaria A
minima da ordem de 0,95 {13). Sua presenca, assimcomo a de S. awieus, reflete
condictes  inadequadas de higiene apds o processamento, isto &, durante o
armazenarento e a comercializacdo do charque. Por ser o S. awkews um microrganismo
tolerante =0 sal e por ser um pattgeno frequentenente encontrado em manipuladores
de alimentos (8) & também possivel que a contaminacio detectada tenha se originade
durante © processamento, as vezes realizado em condigbes higiénicas bastante
precarias. Além disso, o exprego de matérias—primas de qualidade microbioldgica
duvidosa pode ser a causa desta contaminacdc (16} . Nestes casos, permanece a
possibilidade de enterotcxinas terem sido produzidas durante as primeiras fases do
processamento, quando a Aa limite para a sua producdo ainda ndo foi atingida. Tais
enterctoxinas nao foram investigadas neste estudo, por issc ndo podemos  garantir
que o chargue estudado nao pudesse oferecer risco 3 saide da populacac consumidora,
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apesar da incidéncia pouco. significativa Tabela f - Amplitude de variacdo das
dos demais patdgenos. contagens microbianas de charque.

O baixo teor de umidade do charcue deve Simbolos: *em UFC/g =  Unidade
ter side a causa da incidéncia praticamente formadora de colonia por grama
nula de coliformes, sabidamente sensivels
acs teores de sal ocommns neste alimento

Microrganismos Minimo* Maximo*

{3). |Neste aspecto, estes resultados :

discordam dos encontrados no Ric de Janeiro Mesdfilos aerdbios _

{7), orde foram detectados coliformes na e facultativos 2,8 x 10° 1,4 x 167
quase totalidade de amostras de charque

investigadas, atravds da técnica dos tubos — Haldfilos 8,0 x 16* 7,3 x 10°
maltiplos. A diversidade de metcdologia N .
laboratorial pode ser uma das causas das @ oS 3,0 x 167 4,0 x 10

discrepineias, © Que nac exclue a
rossibilidade de existir uma acentuada

diferenga na qualidade microbiolégica do charque comercializado nas duas cidades.
Em relacac 4 quantificagéo

de bactérias mesofilas

aerObias ou facultativas, Tabela 2 — Niveis de contaminacao microbiana de
chservou-se variacao bastante charque.

acentuada, desde 2,8 x 107 Simbolos: ¥*em UFC/g = Unidades formadoras de

UFC/g até 1,4 x 167 UFC/g. Im colbnias por grama
92% das amostras, o nivel de
contaminacio fol superior a
104 UFC/g. Estes nivels sao

i Microrganismos
nais  elevados que oS Nivel de MesSfilos haldfilos Fungos
detectados pelo Servigo de contaminagio* M@ de N de 8 wede %
Inspegao Federal em amostras amostras amostras amostras
de charque coletadas 2 2 3.8
diretamente- nos o T o19e o= - - s e
estabelecimentos  produtores 107 - 10" 2 5.1 5 13,5 12 41'4
r r I F
(16) . Preredita-se gque © 10 - 0% 9 23,1 9 24,3 5 17,2
amento seja consequéncia do 10%5 - 108 19 48,7 12 32,4 - -
excesso de manipulacdo do 0% - 107 8 20,5 91 298 - -
produto durante a 107 - 10 1 2,6 - - - -
comercializacao, e do Total 3% 100 37 100 29 - 100

ammazenamento inadecuado. No
entanto, outros  produtos
semelhantes ao charque consumidos em outros paises, camo © “biltong" da Africa,
carregam niveis de contaminacio bastante proximos aos aqui detectados (12).

0s niveis de contaminagdo por bactérias halofilas foram bastante semelhantes acs
de mesdfilos. Ve;:}.floou—se que 86% das amostras também apresentam contagens
supericres a 10° UFC/g, permitindo considerar a possibilidade da flora bacteriana
mesdfila detectada ser tolerante a 15% de sal. Este fato teria consequenc:.as graves
no que diz respeito a vida (til deste alimento, ja que o sal presente néo impediria
sua multiplicacdo. Embora haldfilos cramogénicos nao tenham sido detectados neste
levantamento, grande parte daqueles encontrados apresentaram atividade lipolitica
{dados nao publicados). A orlgem das bactérias haldfilas &, certamente, o sal
ampregado na sua producBe. Altes iIndices de contaminagao do sal produzido em
Araruama e Cabo Frio, principais fornecedores de sal do pals, ja foram detectados
(9) . 83% das amostras testadas continham bactérias dos géneros Siaphylococcus
(inclugive S. auwreus), Microeoccuws, Planoccoccus e Bacillus. Além disso, Schneider e
Niven (15} demonstraram a presenga de haldfilos cramogénicos em 86% das amostras de
sal estudadas.

Entre os fungos,verificou-se absoluta predominancia de leveduras, em niveis entre
50 e'4 x 10" UFC/g, cam possivel consequéncia da tecnologia de producdo do
charque, Egtas Ileveduras estariam relacionadas cam o processo fermentativo,
responsavel pelo odor e sabor caracteristicos deste alimento {10). No entanto, ha
poucos dados a este respeito, havendo a possibilidade de bactérias lacticas estarem
também envolvidas (10).
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Cs resultados apontam para a necessidade de melhora nas condigOes higiénicas de
producac do chargue e mais acentuadamente, na carercializacdo do produto. Recente
avengo, neste sentide, foi obtido com o amprego aa embalacem a vacuo ; © que,
entretanto, & wma solucBo apenas parcial porque, além de encarecer o produto,
resulta em um charque com propriedades organolépticas diferentes do charque
- tradicional, o que nem sempre € aceito pelo consumidor.
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Rasuen

Entre los meses de marzo y julio de 1983 se zealizo un estudio,
cuya finalidad fue analizar la flora bacteriana entérica en 200
muestras de lechugas (Lactuca safiva), provenientes de cuatro di-
ferentes puntos de expendio y produccidn de la ciuvdad de WValdi-
via. Para la deteccidn de enterobacterias, las muestras fueron
procesadas utilizando el método de preenriquecimiento en caldo
lactosado y aislamiento en agar Endo. Para la deteccidén de Safmo-
nefla spp. se preenriguecid en caldo lactosado, sembrando poste-
riormente en medio de Rappaport, modificado por Lobos ¥y en agar
selective Salmonelfa - Shigefla. Para la identificacidmn, fueron
seleccionadas a partir de agar endo y agar S$-3, alrededor de 3500
cepas, las cuales se redujeron a 191 en base a cuatro aspectos:
Tincién de Gram, Prueba de la Oxidasa, reduccion de nitratos a
nitritos y fermentacidn de 1la glucosa. Los resultados obtenidos
demuestran que de las 200 muestras de lechugas examinadas, el 637
de ellas (126) presentaron Enterchacten agrogenes (33,57), Emul-
nia henblcofa (15,7%), Hagnia alved (11,5Z) y Klebsiella prneumo-
niae subsp. preumoniae (9,47).

Sumary

Tsolation and identification of enierie bacteria from Letluce
{Lactuca sativa) cultivated in the towm of Valdivia, Chile

Between March and July 1983 a study was conducted in order to de-
termine faecal contamination of lettuces (Lactuca sativa) avai-
lable for human consumption, in the town of Valdivia, Chile. A
total of 200 samples were purchased from both local farms and a
street-market, and examined for enteric bacterial flora using a
pre-enrichment techmique in Lactose Broth and subsequent plating
on Endo agar. For the isolation of members of the Safmonella
group, enriched samples were cultured in Lactose Broth and sub-
cultures on Rappaport Medium, modified by Lobo, and using Salmo-
neflfa-Shigella Agar as a selective plating wmedium. Five-hundred
randomly selected colonies were picked up from Endo Agar and S5-5
Agar plates and further identified by Gram staim, oxidase test,
reduction of mnitrate to nitrite, and glucose fermentation. The
results indicated that from 200 samples analyzed, 63Z (i26) pre-
sented contamination with enteric bacilli. Among these, the most
important species were Enferobactfer aerogenes (33,57) Euvinia
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henbicofa (15,7%), Hajnia afued (11,57) and Klebsiella preumonide
subsp, prewmondiae (9,4%).

uocis

Las enterobacterias de acuerde a su  capacidad para producir enfermedades
entéricas, a través de la ingestidn de agua o alimentos contaminados, se han
dividido en dos grupes: patdgenos entéricos clisicos y ho patdgenos. Histdricamente
se han considerado como patdgencs a especies de Salmonella y Shigefla, pero a fines
de la década del 40, se constatd tanbién la existencia de cepas de ECschenichia
cofi, capaces de producir alteracidn en el tracto digestivo (2).

Las especies del género Safmonelfa, pueden producir dos cuadros patoldgicos:
gastroenteritis de curso autolimitado y, fiebres entéricas que corresponden a un
cuadro de septicemia cliclica (S. iyphy v S. parafyphi). En cambio, las especies de
Shigefla son los agentes causales de la llamada disenteria bacilar (6}.

Las cepas de E. coldl, causantes de diarrea en el hambre, se classifican en tres
grupos: E. coll enteropatdgena, productora de diarrea en lactantes; F. cofd.
enterotoxigénica, responsable de cuadros diarreicos en nifios v adultos en ¢limas
calidos y, E. cofi entercinvagsora, capaz de provocar un sindrowe disenteriforme.
Otros representantes de la familia PEnterchacteriaceae, tales comp  VYersdnia
enterocolilica y algunas cepas de Klebsiellfa pneumoniae, también pueden causar
diarrea en el harbre (9). '

Las investigaciones realizadas por Ichos y colaboradores (13) sokre la
contaminacion de las aguas con materia fecal indican que ésta se produce por la
evacuacion de las agquas servidas a las vias fluviales, las cuales a memudo se
utilizan para el riego de hortalizas destinadas al consumo humeno. Dichas aguas, no
sole reciben las excretas de origen humano, sino también de animales Ge predios
agricolas circundanies, vy que generalmente, no son scmetidas a tratamiento previo
para disminuir su alta carga microbiana. Schoebitz (16} analizd la flora microbiana
de aguas superficiales del rio Valdivia y la identificaccidn de los diversos grupos
microbianos mostrd wn predaminico del género Baciffus, entre las bacterias Gram
positivas; mientras que en 1os Gram negativos se aisldé en mayor porcentaje las
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. En un estudio posterior, Schoebitz
¥y Montes (17) cbtuviercn del rio Valdivia especies del género Safmoneffa, siendo S.
Lyphimurium, S. paratyph{ By S. panama, los serotipos encontrados con mayor
frecuencia,

A pesar de que existe cierta informacidn sobre la situacidn bactericldgica del
rio vValdivia, se desconoce la flora bacteriana en hortalizas de alto CONSI0, OO
son las lechugas (Lactfuca sativa)..El objetivo del presente estudio, fue aportar
antecedentes sobre la flora microbiana entérica presente en lechugas cultivadas y
expendidas en la cindad de valdivia. .

Material v Metodos

1. Onigen y necofeccion de £as muestras - En Valdivia, entre los meses de marzo a
julio de 1983, se recolectarcn wn total de 200 lechugas; del tipo varietal "Crespa"
{Lacfuea sativa var intybacea) y 100 del tipo "Arrepollada olepsa” (Lactfuca sativa
var capifata). '

Del total, el 50% fue adguiride en puestos de venta del mercado Fluvial ¥y las
restantes directapente de las chacras de cultivo, ubicadas en los sectores Collico,
Ias Animas v Regional, de la ciudad de valdivia.

Las muestras fuevon transportadas en bolsas de papel estériles, desde el Tugar de
expendio al laboratorio, analizandose dentro de un . pericde de miximo de 30
minutos,

2, Analisis bacteriofagico - Aproximadamente 25 gramos de cada lechuga (dos hojas
interiores y una exterior), se suspendieron en 225ml de caldo lactosado al 1,5%,
cano medio de preenriquecimiento, el cual se agitd durante tres minmtos, para
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posteriormente ser incubado durante cuatro horas a 37°C. Luego se traspasd dos ml
de este cultivo a medio de Rappaport, modificado por Lobos {12), camo
enriquecimiento para la - blsqueda de Salmonella, incubdndose en un bario
termorregulado a 41,509C, por 48 horas. Una alicucta de este caldo se senbrd en agar
S-S para el aislamiento de especies de Safmonefla y/o Shigelfa. las colonias
. sospechosas aisladas de este agar, fueyon repicadas en agar peptona al 2% hasta la

cbtencién de cultivos puros. El aislamiento de otras especies de entercbacterias,
se realizd en agar endo (Difco), a partir de la suspensién obtenida en caldo
lactosado al 1,5%. Las colonias desarrolladas, fueron repicadas en agar peptona al
2% para obtener cultivos purcs. A la totalidad de las cepas asl obtenidas, se les
realizd camo pruebas de orientacidn, tincidn de Gram, test de oxidasa, fermentacidn
de glucosa v reduccidn de nitratos. Aguellas que resultaron ser bacilos Gram
negativos, oxidasa negative, glucosa positiva y nitrato positivo, fueron
conservadas en agar peptona al 0,75% a 4°C, hasta su identificacién bioquimica, la
cual se realizd en base a las pautas de Buchanan y Gibbons {4) v Krieg y Holt (11}.

Resultados

De wn total de 200 lechugas analizadas en este trabajo, 126 presentaron bacilos
entéricos en su superficie, lo que corresponde a un 63%. Se detectd un mayor
porcentaje de contaminacidn en aguelias muestras provenientes del mercado fluvial
(71%), mientras que la lechugas adquiridas en las chacras de cultive arrojaron un
55%. Las muestras oon un mayor porcentaje resultaron ser las del tipo "Crespa”
{70%) , siendo este inferior en las "Arrepolladas oleosas" {56%).

Ia Tabla 1 presenta las especies de entercbacterias aisladas. Se obtuvieron 191
cepas pertenecientes a 9 géneros vy un grupo sin identificar {11 cepas). En t&rminos
generales, se cbserva claramente el predaminio de los géneros Enterobacten (41,4%)
y Buwinia {20,9%) por sobre el resto, siendo Serraiia sp. el microorganismo menos
frecuente (1,6%)}. ntre las especies se distingue a Enferobacter aerogenes por sa
alto porcentaje de aislamiento (33,5%), aungue tanbién debemos hacer notar Euwinia
herbicolo  {15,7%) v K. prewnonige subsp. prneumonice (9,4%). Del total de cepas
estudiadas, 11 no pudieron ser identificadas, lo que correspondid a un 5,8%.

Es importante hacer notar ciertas diferencias en cifras glcbales y presentadas en
la Tabla 1. La mayor cantidad de cepas de entercbacterias (114) fueron detectadas

Tabla 1 — Especies de enterobacterias aisiadas segin el tipo wvarietal de lechuga
(Lactuca sativa) y de acuerdo a la procedencia de las muestras analizadas

Tipo varictal . Procedencia
Espécie de Arrepollada Mercado fluvial Chacras de
enterchacteria Cresps oleosa caltivo Total
N % 0 Ne % e % W % Mo 3

Entencbacien aglogenes 39 34,2 25 32,5 36 33,0 28 34,2 64 33,5
Funindia heabicofa 23 20,2 7 9,1 13 11,9 17 20,7 30 15,7
Hafnia afvedl 14 12,3 8 10,4 11 10,1 11 13,4 22 11,5
Keebsielia pneumonidae 12 10,6 6 7,8 9 8,3 g 1,0 18 9,4

subsp. preumoniad

Entenobacten eloacae a 7,9 86 7,8 9 8,3 6 7,3 15 7,9
Citrobacten diversus 3 2,6 7 9.1 10 9,2 G g 10 5,2
Eneinia carelovora subsp. 4 3,5 6 7,8 8 7.3 2 2,4 10 5,2
carctovora

Citnobacten freundid 6 5,2 2 2,6 4 3,7 4 4,8 8 4,2
Sernatia marcedeens 1 0,9 2 2,6 2 1.8 1 1,2 3 1,6
5in identificar 3 2,6 8 10,3 7 6,4 4 4,9 11 5,8
Total 114 100,0 77 100,0 10% 106,0 82 100,0 181 100,0
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en lechugas tipo "Crespa". Por el contrario, la variedad "Arrepollada oleosa"”
solamente entyegd 77 cepas, lo que corresponde a wn 59,7 v 40,3% respectivamente.
Por otra parte, en ocuanto a la procedencia de las entarcbacterias, el mayor
porcentaje (57,1%) corresponden a cepas provenientes del mercado fluvial, contra 82
cepas (42,9%) aisladas de chacras de cultivo.

En relacidn a las especies en particular, se aprecia que E. aenogenes es la cepa
predaminante tanto en chacras de cultivo v mercade fluvial como en relacidén al tipo
varietal de lechuga. Otras especies tales como E. herbicofa tiene wna importante
presencia en lechugas "Crespa" provenientes de chacras de cultivo. En relacidn a H.
afvel fuercn aisladas 22 cepas, 14 de las cuales provenian de lechugas "Crespas®,
procedentes, tanto del mercado fluvial como de chacras de cultivo.

La Tabla t tanbién ilustra en forma porcentual las especies de entercbacteria
aisladas sin especificar su procedencia ni la caracteristica varietal, Se puede
gpreciar que el 78% de las cepas corresponden a 5 especies: E. aciogenes (33,5%) E.
herbicola (15,7%); H. alved (11,5%), K. preumonize subsp. preumonice (9,4%) ¥y E.
cloacae {7,9%).

Ds -

las superficies externas de los vegetales se contaminan a partir de diferentes
fuentes, entre las cuales destacan el suele, agua, materia fecal v .aire. lLos
microorganismos contaminantes se ahaden a la flora natural de las hortalizas (7) y
esta contaminacién puede producirse en cualquier etapas de desarrollo del cuitivo,
coo en la cosecha, el transporte o Aurante la comercializacidn {15).

De acuerdo a los resultados cbtenidos, la més alta contaminacidn fue detectada en
miestras provenientes del wercado fiuvial, donde las hortalizas son comercializadags
después de s recoleccidn. A este respecto Frazier (7) sehala que casi siempre
despues d&e la cosecha se producen las condiciones favorables para la proliferacion
de la de la flora normal y microorganismos contaminantes. Este aumento se produce
tan pronto oomo las hortalizas son puestas en cajas, bolsas, cestos u otros medios
de transporte, quedando expuestas a ser invadidas por microorganismos que pasan de
was a otras, por la manipulacion o por la presencia de bacterias en los
recipientes utilizados. Durante este proceso amentan 10s traumatismos en  los
vegetales, 1o que los hace més susceptibles a la alteracidn facilitando el
desarrolio microbiano y la transmisién de microorganismos de productos dafados a
aguellos sanos.

La mayor contaminacidn por bacilos entéricos detectada en lechugas que se
expanden en el mercade fluvial, podria estar explicada por la practica camm de
mojar las hortalizas con agua del rio para mantener la turgencia del producto. Este
procesc otorga a los vegetales un aspecto de frescura temporal y  retrasa su
deterioro aportante condiciones de humedad apropiadas tanto para el vegetal camo
para el desarrollo de leos microorganismos va presentes en las hortalizas (15) .

En la ciudad de Valdivia, el riego artificial de hortalizas generzlmente se  hace
innecesario, debide a sus condiciones climaticas, de abundartes precipitaciones y
excesiva humedad. Parte de las muestras analizadas en este trebajo, provenientes de
las chacras de cultivo, no estan sujetas a contaminacidén por riego con aguas

En ningquna de las tres chacras, de las cuales se cbtuwvo 100 de las . muestras
analizadas, se constatd la aplicacidn de abono organico u ctro tipo de practica,
que podria explicar la mayor contaminacidn de las hortalizas. Sin embargo, la
existencia de aves de corral y animales domésticos podria ser responsables de
contaminacion bacteria{xa, puesto que en plumas, cuero, patas (pezufias),’ pelo y
excrawentos es comxm  encontrar especies del grupe coliforme (1). Estos
microorganismos pueden ser depositados en el suelo y ser transmitidos a las
hortalizas en cultivo (10).

Ta lechuga del tipo "Crespa" se caracteriza por su cabeza firme, de gran: tamano,
hojas rugosas vy textura f&cil de quebrar; en cambio, la del tipo "Axrepollada
oleosa™, se distingue por su cabeza pequeha v suelta con hojas anchas oleosas v de
textura suave (14, 19}. La particular rugosidad de sus hojas en las mestras del
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tipo "Crespa", permite retener con_ = mayor facilidad los microorganismos
contaminantes en su superficie, ademis el alto contenido de humedad de su cabeza
(1}, proporciona un medio mas apto para la sobrevivencia de ellos {20}.

Tl género predominante resultd sex Entercbacter, el que es indicado come uwno de
los miembros del grupe coliforme (5, 17). Esta ampliamente distribuido en la
naturaleza, pudiendo estar presente en agua, suelo y grancs (10), distinguiéndose
fuentes mas especificas que incluyen piel -del hombre, especialmente interdigital y
cuero de animales (3). Este género posee 5 especies (11} dos de las cuales fueron
aisladas a partir de las muestras apalizadas, destacéndose E. aerogenes con el MaS
altc porcentaje de  aislamiento. Esta especie puede encontrarse en el tracto
intestinal de harbres y animales, perc se le asocia normalmente con plantas (7},
siendo wna de las especies mas commmente aislada en verduras de COnswmo crudo {1).
la sequnda especie del género, £, clodcae, aungue aislada en menor porcentaje,
podria  tener mayor relevancia desde un punto de vista clinico, camo posible agente
productor de cuadros diarreicos.

] otro género de la familia Enterchacteriacese e mostrd un importante
porcentaje de aislamiento es Buednia, el cual caracteristicamente estd asociado con
plantas, siendo las bacterias mas importantes que intervienen en la produccion de
alteracicnes en frutas y verduras {(10). El grupo Carctovora posee una fuerte
capacidad pectelitica, que le permite producir una extensa maceracion del tejido
vegetal, conocida como "pudricién blanda", lo que provoca grandes perdidas en la

época de cosecha y posterior almacenamiento (18). Considerando el habitat del
género Businia, sa presencia en hortalizas de consuro resultaria sin importancia
para la salud del hombre. .

Ioe géneros Hagnia, Klebsiella y Cifnobaefen fueron tambié encontrados en las
muestras analizadas, presentando moderados porcentajes de aislamiento. Estan
distribuidos en agua, swelo, aire y polvo, fuentes a partir de las cuales resulta
facil la contaminacién de hortalizas. Es camin también aislar estos géneros a
partir del tracto intestinal de hembres vy animales (10). FExisten estudios que
informan sobre un posible rol de estos micreorganismos en la produccion de
gastroenteritis: sin embargo no hay evidencias coneretas de su entercpatogenicidad
{(1).

Al género Serratia, en la actualidad se le reconoce 6 especies {11}, la unica
detectada resultd ser S. marcescens, con escasc porcentaje de aislamiento. Tiene
amplia distribucifn en la naturaleza, habiendo sido aislada de vegetales {10} pero
se le involucra especialmente con infecciones nosocomiales, pudiendo ingresar a un
hosmital através de verduras contaminadas (8).

Bs importante destacer que entre las especies aisladas no se detectd la presencia
de E. coli ni de patdgenos coamo Salmonella y Shigella, a diferencia de lechugas
cultivadas en otras regiones del pais (4).

E. cofi, es considerada por los microbidlogos, indicadora de contaminacién fecal
de los alimentos, debido a que su principal habitat es el tracto intestinal de
hatbres v animales se sangre caliente (1). Se podria afirmar, que las lechugas
analizadas en este estudic no evidenciarcn contaminacidn fecal. Sin embargo, la
presencia de varias especies de enterobacterias evidencia que existen fuentes
contaminantes que constituirian riesgo para la saiud hmana.
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Trata—se de wma coletinea dos grandes temas  apresentados no Szmpésm
Internacional de Quimicbicdindmica, realizado em comemoracdo ao 109 aniversario do
Instituto de Quimicbiodinfmica da Universidade de Chiba, Japao {setembro, 1983).
Filogénese dos fungos de importdncia médica; Actinomycetes de significincia
bicmédica; fungos em alimentos e micotoxinas; mecanismo das infeccCes funglcas e
quimicterapia antifiingica (aspectos bisicos e clinicos), constituem a tematica
desta publicacdo que retrata trechos da fronteira dos conhecimentos relativos aos
fungos filamentosos e Actinomycetes de importancia em medicina.

Apesar da repetitividade de alguns temas abordados ccom frequenc:.a el COngressos
internacionais, a grande maioria dos trabathos apresentados & referente a pesquisas
efetuadas no Japac e, principalmente, no mencionado Instituto. Este fato confere &
cbra, duplo aspecto comemerativo pois além da efeméride, propaga aos guatro ventos
a progressiva participagdo dos cientistas japoneses nos mais variados setores da
ciéncia e da tecnologia internacional.

Recomenda-se sua leitura aos cultores da micologia médica, ndo sb pela atualidade
e profundidade de seus temas como também pelo imperativo de se conmhecer trabalhos
de cientistas cujos nomes, por ora sd3c pouco conhecidos, entre nds. Hotchi,
Yamaguchi, Nogawa, Arai, Osumi, Hata e tantos outros mais que, certamente, mercé da
aplicacdo e tenacidade japonesa, tornar-se-&o familiares a seus colegas ocidentais,
em curto prazo.

Adhemar Purchio

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

05508 S80 Paulo SP

miotecnologia, 1(2):1-~11, Jun. 1986. U$185/12 nimeros .

- Recebemos ¢ volume 1, nimerc 2, de junho de 1986, do boletim mensal chamado
Biotecnologia, ed_ltado en Madrld em lingua espanhcla.

As noticias sdo breves e referem-se preferencialmente aos aspectos econmicos,
legais e técnicos da biotecnologia. Ao final de cada noticia, ha uma referéncia
postal a fim de que os leitores interessados nas mesnas  pegam  majores
esclarecimentos. Além dissc, Biotecnologia, dispde de um banco de dados e wm
servico de busca de informacdes e patentes que pode ser contratado, mesmo que o
assutte ndo tenha sido divulgado pelo boletim. N2o fica claro se somente os
assinantes podem utilizar-se deste servigo ou se o mesmo & oferecido a qualquer
interessado.

A abrangéncia de Biotecnologia & grande e neste mimero, algumas das noticias
versam sobre: genes bacterianos para protegao de plantas; produgdo de goma xantana;
deteccio de aflatoxinas através de monoclonais; plasticos produzidos por bactérias;
purificagio de urdnio com taninos; mova vacina contra brucelose; patente de
interferon para a Biogen; calcitonina recombinante; produgdo industrial de
Streptococcus factis e produgdo de Rhizobdium.

2s noticias da drea econdmica indicam para o segqundo semestre de 1986, que
continuardc en ascendéncia as agdes das erpresas de biotecnologia. E fornecida uma
estimativa, para os proximes dez anos, da participagdo da biotecnologia nos setores
farmacéatico, quimico e agricola.

No final do boletim sio apresentadas as novas patentes e neste més de Jjunho
foran, segqundo a Biotecnologia, 86 incluinde processos, meios de culturs,
plasmidios, t&cnicas, metodologias, etc.

Rev. Microbicl., S3c Paulo, 18(1):109-115, Jan./Mar. 1987.
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Se este boletim atingir os objetivos propostos serd de crande utilidade pois
propiciara & disseminacfio ripida sobre os novos acontecimentos da biotecnologia.

Para malores esclarecimentos, enviar ocorrespondéncias para Biotecnwologia,
Apartado Postal 20147, Madrid 28080, Espanha.

Flavio Alterthim

Dept? de Micrchiclogia ICB/USP
Av. Prof., Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitaria USP

05508 sac Paulc SP

INA: a joarmal of molecular biology, 3(5):347--419, 1984. Ed.Mary Amm Iickert, US$
175.00/6 issues.

Revista especializada na publicacdo de artigos schre a estrutura, expressio e
evolucdo de genes de eucaricotos e procariotos, bem como schre a natureza
fisicoquimica do DMA. Para efeito desta resenha examinamos ¢ volume 3, nimerc 3
{Cutubro de 1984). Os artigos, todos dentro do escopo amunciado da revista,
poderiam ser encontrados em EMBO Journal, Gene ou Cell. Duas notas técnicas, que
aparecem na secdo "Laboratory Methods", sdo a tipica infommacdo tecndlogica que faz
© género de revistas como Gene Znalysis Techniques. Assim sendo, e supondo que a
amostra examinada seja representativa do material publicado por DNA, conclui-ge que
esta revista estd campetindo em nicho 34 ocupado por outros titulos de maior
tradicao e penetracio.

Carlos Alberto Moreira-Filho
Dept? de Imunologia ICB/USP
Caixa Postal 4355

01051 S&o Panlo SP

Marshall, X.C., ed. — Advances in microbial ecology. 8.ed. New York, Plemm Press,
1985.

Recente volume da série Advances in Microbial Ecology que apresenta as pesquisas
mais atualizadas schre o papel dos microrganismos em ecossistemas naturais e
artificiais. :

O volume em aprego consta de seis capitulos. Mo capituio 1, sio abordadas
interactes microbianas entre bactérias oxidantes do enxofre, onde sao discutidos
varios exemplos de interagbes entre estes microrganismos, os principais grupos
envolvidos e o papel de varias espécies o ciclo do envofre. :

No capitulo 2 sao discutidas as vantagens e limitacdes da andlise de regressio
nac-linear na determinacdo de pardmetros cindticos nos estudos da ecologia de
microrganismos. i

O capitulo 3 apresenta informac3o atualizada e de grande interesse sobre a
ecologia microbiana do trato gastro-intestinal. A diversidade das espécies af
presentes, fatores que interferem na mesma; a colonizac3o das superficies do trato
gastro-intestinal, resisténcia 3 mesma; exemplos sobre alteracdes no equilibrio da
microbiota, causas e consequéncias; sio alguns dos Ttens discutidos.

Una das principais preocupacSes do autor & apontar as areas onde maiores
conhecimentos e pesquisas se fazem necessarias.

Unma série de resultados cbtidos pelo autor e sen grupo s30 apresentados e
discutidos. _ :

No capitulo 4 sio discutidos com propriedade varias limitacSes ecoldgicas na
fixacdo de nitrog@nio em ecossistemas. Os fatores abidticos como: pH, temperatura,
umidade, salinidade e alcalinidade, bem como amprego de fungicidas e seus efeitos
s20 abordados. ) .

O capitulo 5 enfoca 03 aspectos ecoldgicos de metais pesados, principalmente
sobre as cammnidades microbianas. Aspectos genéticos da transferdncia de folerdncia
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a certos metais sic discutidos e os efeitos dos metals pesados em processos
mediados por microrganismos bem came efeitos destes poluentes em varias interagdes
também sic assuntos incluidos no texto.

0 capitulc 6 apresenta a ecologia da degradacdio microbiana da celulose,
discutindo a estrutura do camposto, organismos celuloliticos e suas propriedades,
sistemas de enzima celulase e interacio dos microrganismos no solo em ambientes
aerdbicos e anaerGbicos.

A pléiade de autores que contxibuiram para esta edicdc por si s6 justifica a
consulta & mesma pelos estudioscs da ecologia de microrganismos, microbiologia
ambiental e &reas afins.

Maria Therezinha Martins
Depte de Microbiologia ICB/USP
Av. Prof, Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitaria USP

05508 s3ac Paulo SP

Revista Mexicana de Micologia, 1:1-560, 1985.

Camemorando O seu vigésimo aniversirio, a Sociedade Mexicana de Micolegia lanca a
sua nova revista oficial - a Revista Mexicana &e Micologia - gque substitui o
Boletin de la Sociedad Mexicana de Micologia, publicado até o volume 19, 1984.

Sequndo o editorial apresentado, a mudanga do nome foi ocasionada pelo estagio de
maturidade alcancado pela Scciedade e ainda pelo ammento do nimero de trabalhos
recebidos para publicagdo. _

O primeiro volume, editado em 1985, possul 560 paginas e ocontém 31 artigos
originais, todos assinados por micologos mexicanos, O que demongstra a pujanca da
micologia do México. Predominem trabalhos scbre basidiomicetos, porén, constam
tamb&n artigos sobre ascomicetos, deutercmicetos, liquens, zigomicetos e
mixamicetos, abrangendo dreas de pesquisa como as de inventario, fitopatologia,
taxonamia, micologia médica, cultivo, etc. O nivel dos trabathos & bam,

Além dos artigos citados o volume examinado contém revisdes bibliograficas (book
reviews), noticifric de interesse da Sociedade, diretdrio dos membros e,
finalments, instrucdes aos colaboradores. Estas informam que a revista aceita
contribuicdes origimais no campo da micologia, ndo constando  qualquer outra
restrigio. Os artigos em quatro vias, submetidos para publicacdo ate 30 de naic,
poderdo ser publicados no volume do ano em curso, cuja data de publicacio & 31 de
dezambro. A periodicidade da revista & anual.

Os artigos recebidos sSo analisados pelo Comité Editorial da Sociedade Mexicana
de Micologia, assessorade por um Consslho Consultive formado por seis membros,
identificados no inicio deste primeiro volume. As linguas admitidas s3o espanhol e
inglés.

A revista possui o formato de 16,8 x 23,0cm e texto impresso em uma nica coluna.
Os artigos apresentam sumdrio em inglés e espanhol. As ilustragdes sao, geralmente,
en pretc e branco. As fotomicrografias presentes parecem um tanto  quanto
prejudicadas principalmente pelo tipo de papel utilizado.

0 acabamento da revista inclui costura e colagem dos cadernos, o5 quails sa0
montados em capa de cor verde, {1/1)}, flexivel.

Cumprimentamos, nesta oportunidade, a Sociedade Mexicana de Micclogia pela
iniciativa e desejamos langa vida ao novo periodico.

Adauto Ivo Milanez

Secdo de Micologia e Liquenoiogia
Instituto de Botdnica

Caixa Postal 4005

01051 Sao Paulo SP
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Trabulsi, L.R., ed. - Microbiologia. S80 Paulo, Atheneu, 1986. Cz$ 300,00.

O ensino de microbiologia a nossos estudantes da Area biomédica {medicina,
biclogia, biomedicas, enfermagem etc.) ha tenpo se ressente de um livro atual,
campacto, didatico e sobretudo informativo, camo o que acabamos de receber da
Editora Atheneu, sob o titule "Microbiologia", editado pelo Prof. Dr, Luaiz R.
Trabulsi, titular de Microbiologia da Escola Paulista de Medicina, de Sac Paulo.

Nos Gltimos anos, pela tendéncia de se ministrar na graduacdo cursos de
microbiclogia que duram, via de regra, ndo mais do que 3 meses lteis, incluindo-se,
na maioria dos casos, também a immologia, compéndios superdimensionados e
traduzidos de outras linguas para o portuguds, ao inves de colaborar no
relacicnamento  didatico aluno-professor, tém-se constitiido em sério entrave. Tais
livros, quando adotados como texto, exigem do aluno um dispéndio exagerado de tempo
que acaba comprametendo o aprendizado ndc =5 da microbiologia, como de outras
disciplinas de seu curriculo, que enfrentam problemas samethantes, em suza maioria.

Por outro lado, na sua totalidade, em tals traducles, n3o sdo permitidas
alteracdes substanciais o que confere a estes livros-texto um aspecto ultrapassado
efou deficiente, em informecbes atualizadas, sobrecarregando docentes e confindindo
alunos. ’

0 livro "Microbiologia™ com a experiéncia de seu Editor, co-editores e
emeritos colaboradores se caracteriza por uma abordagem organizada e homogénea dos
diferentes aspectos bisicos e aplicades da micyobioclogia. Sem se estender em
demasia, o livro traz informagles bastante recentes em todos os seus tdpicos, o que
permite aos docentes e alunos, mm prazo exiguo, cumprirem a dificil tarefa,
respectivamente, de ensinarem e estudarem a microbiologia cor profundidade e
eficigéneia,

Areas muito especificas da microbiclogia, irrelevantes para um cursc de
graduagao, foram propositalmente amitidas ou apenas camentadas superficialmente,
permitinds, se assim o desejarem, a docentes e alumos encontrarem wma orientagio
para o desenvolvimento deste conteldo.

E evidente, que devido & experidneia dos pesquisadores responsaveis pela’ redacio
dos diferentes capitulos, em algumas areas, apenas para exemplificar, tais comwo
genética bacteriana, mecanismos de patogenicidade microbiana, agdo dos
antimicroblancs e resisténcia a drogas, a leitura dos mesmos, quando comparada cam
a de outvos livros—texto, pode sugerir um maior nimerc de informacoes, no que tange
a sua atualizagdo. Todavia, esta, pela dosagem certa do conhecimentc a ser
transmitido € antes de mais nada a grande e relevante vantagem do livro
"Microbiologia”. As mesmas consideragdes se aplicam a bactericlogia especial e a
bacteriologia clinica com relagSo 3s quais, os editores tiveram a feliz iniciativa
de as colocarem em capitulos separados, o que & raro em outres livros semelhantes.
Conduta idéntica foi adotada, com as mesmas vantagens ja apontadas, para a
virologia {geral, especial e clinica) e micologia (geral, especial e clinica).

Por tudo que foi aqui dito, que ainda & pouco pela agradavel sensacdo de alivio
de estar diante de um livro-texto ideal para 0O ensino da microbiologia, nos
sentimos & vontade para afirmar que finalmente encontrou-se a "dose Otima", S3o
perfeitamente aceitdveis um ervo . tipografico, agui ou acoli (principalments por
tratar-se de uma 12 edicdo), sem qualguer interferéncia no entendimento do ‘texto.

Estic de parabéng o Editor, co-editores, seus colaboradores e a Livraria Atheneqy,
por terem todos trabalhado com afinco e resolucdo na elaboracic do "Microbiologia®
que, sem divida, a partir de agora, pode ser considerado camo indispensivel para un
ensino racional, eficiente e consciente da microbiologia brasileira 3 nivel de
graduacio.

Antonio F. Pestana de Castro

Dept? de Microbiologia

Instituto de Biologia UNICAME
Cidade Universitéria "Bardo Geraldo"
13081 Campinags SP
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ONDP/WORLD BANK/WD — Tropical disease research: Sewenth programme report, 1
Jamary 1983 — 31 December 1984. 10 - Biological control of vectors. Geneva, WHD,
p.10/3-10/16, 1985, .

O Programa Especial de Pesquisas e Treinamento em Doengas Tropicais (TDR) que faz
parte das pesguisas em desenvolvimento apoiadas pelo Programa de Desenvolvimento
das Nacdes Unidas (NDP), Banco Mundial (WB) e Organizacdo Mundial de Salde (WHO)
incluiu no "Tropical Diseagse Research — Seventh Programme Report” em  seu capitulo
10 os resultados das pesquisas referente ao periodo de 01.01.83 a 31.12.84 sobre
Controle Bioldgico de Vetores.

O programa abrange 5 estagios que val desde estudos basicos em lsboratorio ate a

aplicagac no campo. Os estdgios sao os seguintes:
1. Identificac3g, caracterizacdo, efetividade contra alvos selecionados, e
avaliacdo preliminar dJas possibilidades de cultive; 2. Testes iniclais de riscos
para mamifercs e avaliagio da atividade contra organismosque nio sioconsiderados
alvos; 3. Experimentos preliminares de campo schre eficiéncia em condicles
naturais; 4, Testes de sequranca em mamifercs, efeitos sobre organismos nao alvos e
formilacio; 5. Producio, desenvolvimento de fabricas piloto e industrial, e
aplicagao no campo em cooperacan cam os epidemiclogistas locais (Box 10.2}.

As doencas selecionadas para o estudo gBo maldria, esquistosscmose, filariose,
tripanossomiase (doencas de Chagas e do sano}, leishmaniose e hansenfase, sendo
esta Ultima nio transmitida por vetores; os agentes para controle bicldgico dos
vetores sao virus, bactérias, invertebrados predadores, competidores bioldgices e
peixes.

Desses agentes, 0% que se apresentaram mals pramissores no combate dos  vetores
foram as bactérias larvicidas, os peixes larvivoros e os fungos.

fntre as bactérias, o Baciffus sphaesicus, um microrganismo que tem capacidade de
reciclar-se mesmo en aguas polufdas, tem se mostrado eficaz em alguns paises, como
agentes de combate aos vetcres Auophefes e Cufex (Box 10.1). Qutra bactéria
altamente eficaz @ o B. thuringlenesds, notadamente a linhagem B.t. H-14,
descoberta em Israel em 1976 e que desde 1982 tem se mostrado muite eficiente, no
controle de varias espécies de mosquitos vetores em Cuba, India, Sarnélia, Sri Lanks
e Unido Soviética.

Fntre os peixes salientam-se come mais promissores os genercs Aphanius,
Aplochellus, FPoecilia e Tilapia (Box 10.2).

Fntre os fungos os mais promitentes sio Lagenidium gi{ganfeum, um representante da
classe Oxwcoetes e Coelomomyees sp. da classe Chytridiawycetes (Box 10.2). No caso
dos fungos entomapatogénicos Metarhizium sp. e Beauveria sp., ambos da classe
Deutercamycetes, apesar de terem sido estudadcs intensivamente, apresentaram pouco
potencial em relagao ao controle biolégico de vetores de doengas tropicais. Contudo
no Brasil, esses dois fungos s&0 cogitados para serem empregados em controle
bicldgico das cigarrinhas da cana-de-agicar e das pastagens, e, apesar dos estudos
feitos com essa finalidade se constitunirem fatos isclados, as possibilidades de
sucesso sdo alvissareiras.

O trabalho se camplementa cam 95 referéncias bibliograficas de 1982 a 1984, camw
sbsidios para os pesquisadores de doengas infecciosas que afligem os paises
tropicais. '

Elza Aurea de Iama Alves Lima
Leboratdrio de Controle Bioldgico
EMBRAPA/CENARGEN

Caixa Postal 102372

70000 Brasilia DF

USP. Faculdade de Medicina Veteriniria e Zootecnia - Bibliografia bresileira de
medicina veteriniria e mootecnia: 1970-1975/1976-1977. $30 Paulo, 1(8), 1979; 2(5),
1979. '

Trata-se de uma coletdnea de trabalhos na area de saide animal, que congrega além
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dos pericdicos hrasileiros indexados, boletine técnicos informativos de varias
instituices e faculdade brasileiras, bem ccmo os noticidrios de empresas radicadas
no pais. -

Por se tratar de uma chra de abrangéncia na area veteriniria, destina-se ni3oc 56
a0 clinico como a pesquisadores e professores ligados a area de saide animal nas
diferentes especialidades. . '

0s periodicos contém referéncias dos trabalhos publicados no Brasil, e 0 sumario
dos mesmos, nas seguintes &reas: microbiologia, parasitologia, ‘anatomia,
fisiclogia, bioquimica, imunologia, farmacologia e terapdutica, patologia’ geral e
reglonal, hematologia, Cirurgia, nutricdo, reproducdo, toxicologia, Inspecio e
tecnologia de alimentos, higiene e salde plbica, zootecnias e equipamentos, servico
de veterindria e educacdo, economia agropecudria.

Esta obra criteriosamente compilada pela biblioteca @a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zoctecnia da Universidade de S50 Paulo, seque a estruturacic hasica
do Veterinary Bulletin, contendo um indice de assmto e um indice de autores,
tornando-se facil para o leitor a consulta de trabalhos nesta area.

E um artigo indispensivel para o pesquisador brasileiro na area de sande animal,
por torpar facil o acesso A trabalhos brasileiros publicados em periddicos e
roletins n3o indexados.

Edison Luiz Durigon :
Depte de Microbiologia ICB/USP
Av., Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitaria USP

05508 S&o Paulo Sp

USP. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia: Commicactes cimti'_fjms,'
8{2):99-263, 1984.

A revista que tem por finalidade prescipua publicar revisdes e informacdes
técnico-cientificas, dedicou totalmente esse volume 3 ITT  Semana de Medicina
Veterinaria, que se realizou em Sdo Paulo, no periodo de 11 a 15 de junho de 1984,
como parte das camenoracdes do Cinguentenaric da Universidade de S3o Paulo., Além da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia participaram, também, como entidades
promotoras © Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecrologico,
Conselho Regional de Medicina Veterindria em S30 Paulo, Departamento de Controle de
Zoonoses e Vigilancia Sanitéria da Secretaria de Higiene e Sadde do Municipio de
S0 Paulo, Furdacdo de Amparc a Pesquisa do Estado de Sio paulo, Instituto
Interamericanc de Cooperag@o Agraria, Ministério da Agricultura, Organizacao
Panamericana da Safide e Scciedade Paulista de Medicina Veteriniria,

0 referido evento constou de uma se¢do solene de abertura, I Encontro Nacional de
Insinc de Salde Plblica Veterinfria e Curso sobre "Aspectos clinicos e terapéuticos
des principais doengas parasitirias de cies e gatos".

Na solenidade de sbertura, o Prof. Dr. Antonio Guimaries Ferri discorreu sohre o
tema "“A Faculdade de Medicina Veterinfria e Zootecniz e sey Cinquentenirio na
Universidade de S3o Paulo™.

O I Encontro Nacional de Ensino de Satde Piblica Veteriniria contod car a
participacdo de representantes de 15 Faculdades de Medicina Veterinaria do pals e
de profissionais especialistas de diferentes instituicdes, nacionais e
estrangeiras, que atraves de secdes plendrias, grupos de trabalho e conferéncias
apreciaram e analisaram diversos aspectos de ensino de saide piblica veterinaria no
pals e propuseram linhas de agio destinadas ao desenvolvimento integrado da
docéncia nesta especialidade. Através de ciclos de debates analisaram diferentes
aspectos referentes a teniase humana—cisticercose e brucelose humana e animal,
visando estabelecer uma sistematizacdo das agles sanitarias para o controle destas
zZoonoses em nosso pais, .

0 curso Aspectos clinicos e terapSuticos das principais doencas parasitirias de
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cies e gatos teve come cbjetivo ofevecer canhecimentos atualizados acerca das
principais parasitoses destas duas espécies animais em seus aspectos ¢linicos e
terapduticos, sendo destinado a profissionais e academicos de medicina veterinaria.

Destarte, a III Semana de Medicina Veterinaria abordou alquns temas de grende
interesse nacional, procurando solugdes adequadas, visando colaborar com as
autoridades que atvam na area de saide puiblica.

Jose Antonio Jerez

Dept? de Microbiolegia ICB/USP
av, Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitaria USP

(05508 Sao Paulo SP

Veterinary fmmmology and Inmmopathology: an international journal, 8 (4) : 301400,
1985,

 Receberps para comentar o volume 8, n® 4 da revista Immunology —and
Immunopathology, que é publicada mensalmente. Trata-se da 12 revista internaciopal
especializada na divulgagzo de trabalhos especificos de Immologia aplicada aos
animais Aomésticos, acs animais de laboratdrio e a cutras espécies animais iteis e
relacionadas ao homem. Dentro desse escopo, a revista publica, materiais
relacionados a imunologia basica, especialmente agueles que dizem respeito ao
sistema imme dos animais; imnolegia dos tuwores animais; experimentos com
transplantes; imunoquimica, envolvendo estudos ‘sobre as classes e subclasses de
immnoglobulinas de animais, complemento etc; novas técnicas de imnediagnostico em
medicina veterinaria, envolvendo aspectos, tais care os da immologiz da gravidez e
da +transferéncia passiva da imunidade; imunologia comparada; immogenstica,
incluindo pesquisa de grupos sanguineos; propriedades biolégicas de
imnoglicbulinas, dmnclegia clinica nos animais; immoprofilaxia; immologia e
immopatologia de doengas infecciosas e parasitarias gue possam contribuir para ©
conhecimento do sistema imne.

Além de interessar &peles que estdo trabalhando nos relevantes aspectos da
cifncia veteriniria, a revista, devido a natureza conparativa de muitos dos artigos
publicados neste campo especifico, & de valor extraordinario para aqueles que
militan no campo da imirologiz e da imunopatologia médica.

0s artigos a serem publicados nesta revista deverdo ser enviados para: Editor
Secretariat, Veterinary Immunology and Immunopathology, P.O. Box 330, 1000 2H,
amsterdam, The Netherlands, ou no caso dos colaboradores da Emérica do Norte, para
o FEditor Chefe: Dr. Richard E. Halliwell, University of Florida, College of
Veterinary Medicine, Box J-126, JHM HC, Gainesville, FL. 32610, USA.

Aramis Augusto Pinto

Dept® de Microbiologia

Faculdade de Cifncias Agrarias e
Veteringrias de Jaboticabal UNESP
Carpus de Jaboticabal

14870 Jaboticabal 2P
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