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EVIDENCIAGAO DE ROTAVIRUS ATRAVES DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO EM
FEZES DIARREICAS DE BEZERROS

José Antonio Jevez

José Alberto Neves Candeias
Maria LGcia Racz

Fdison Iuniz Durigon

Dept? de Micrebiclogia
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& Lgiz Conrado Ribeiro
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Fesumo

Fm 120 amostras fecais obtidas de bezerros, machos e fémeas de
diversas racas, de até 30 dias de idade, com diarréia e colhidas
em diversas fazendas de criacao de gado bovino leiteiro localiza-
das em 14 Mupicipios do Estado de Sao Paulo, constatou-se que 35
(297) foram positivas ao ensaio imuncenzimatico {(ELISA) para a
pesquisa de rotavirus, razac pela qual esses agentes devem ser
considerados na etiologia das diarreias dos bezerros novos, em
diversas regides do Estado de Sac Paulo.

Sunmary

Detection 04 rotavinus by ELISA in dianrtheal faeces of neonatal
eafues

From 120 fecal . samples of neonatal calves with diarrhea, inclu-
ding males and females, less than four weeks of age, from diffe-
rent races, and harvested in various dairy cattle farms in 14
areas of $3o Paulo State, Brazil, 35 (297) were positive for ro-
tavirus by Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay — ELISA, In conclu-
sion, the rotaviruses must be recognized as an important agent in
the aetiology of diarrhea in neonatal calves, in different areas
of Sao Paulo State, Brazil,

Introducao

En trabalhe anterior foi werificado que 172 (48%) dos 353 animais estudados
apresentavam anticorpos anti-rotavirus, resultado sugestivo de uma possivel
participacio dos rotavirus na eticlogia das diarreias de bezerros, em algumas
regides & Estado de Sao Paulo.

Na presente investigagdo procurou-se evidenciar, através de ensaiaq

imncenzimatico (EIISA), a presenca de rotavirus a partir de material fecal de
bezerros com diarréia.

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 18(3):201-204, Jul./Set. 1987.
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Material e Metcdos

Fezes - As amostras de feres, em nimero de 120, foram dotidas a partir de bezerros,
incluindo animais do sexo masculine e feminino, de até 30 dias de idade, cam quadro
clinico de diarréia, em diversas fazerndas de criagao @& gado bovime leiteiro
localizadas em 14 Municipios do Estade de Sic Paulo.

As fezes eram colhidas em frascos esterilizados de boca larga e mantidas em
condigles de refrigeraco até que chegassem ao laboratdrio,

Preparo do matenial fecal - As fezes eram diluidas na proporgago de 1:10 em  tappdo
TRIS 0, com gH 7,3, Algumas pérolas de vidro eram colocadas nos tubos de ensaio
e, em seguida, procedia-se 3 agitacdo em "mixer”.

A suspensao fecal permanecia, aproximadamente, 30 minutos 3 tenperatura ambiente,
cam duas ou trés agitaces durante esse periodos, apcs © qual © material era
centrifugado a 10.000xpm durante 30 mimutos. O scbrenadante era tratado can iqual
volume de Freon T.F. (Triclorotrifluoretano). ApOs a homogeneizacdo, todo material
era centrifugado a 3.000rpm dQurante 15 minutos. O sobrenadante desta zequnda
centrifugacdo era utilizado para a pesquisa de antigero viral, através Jde ensaio
imuncenzingtico.

Ensalo fmunoenzimatico - Utilizou-se os procedimentos descritos por Voller & col.
{12) para a técnica de "duplo sanduiche", sendo os canponentes fornecidos pela
Organizagao Murdial da Salde, atvavés de "kit® "ELISA-test”, no qual os soros
hiperirunes sac preparados a partir de amostra SA7q de rotavirus. Cada uma das
depressdes da microscopia (Munc, Dinamarca) recebia 100yl de scoro hirerimme de
coelho  anti-rotavirus, em diluicBo a 1:100 em tanpdo carbonato-bicarbonato oH 9,8;
a microplaca era oobertz e incubada a 4°C durante wma noite. ¢ conteldo das
depressCes era desprezado e as depressdes lavadas seis vezes com PBS/T (tampio
fosfato-salina com 0,1% v/v de Tween-20) ; a sequir distribuia-se 75u1 de PRS/T/EDTA
(tampic fosfato-salina com 0,13 v/v de Tweer—20 e 0,1M de EDTA cam o 7,2) em todas
as depressces, exceto as destinadas aos controles, e em pares de depressdes
distribuis—se 2511 de cada suspensio de fezes a ser analisada (diluigdo final
1:40) . Em cada microplaca incluia—se 3 amostras de material fecal que acarpanham o
"kit" pera contrcle de qualidade (os resultados dessas amostras devem ser enviados
para a "W.H.O. Collaborating Centre for Reference & Research on Rotaviruses”
Bivmingham, U.X.}. As microplacas eram cobertas e incubadas a 3700 durante duas
horas, o conteido era desprezado e as depressdes lavadas mais seis vezes cam PBS/T.
Distribuia-se 100ul de soro hiperimune de cobaio anti-rotavirus em diluicdo 1:100
em FPBS/T/BSA (tampao fosfato-salina com 0,1% de Tween-20 e 13 de albumina em todas
as depressdes, exceto as destinadas aos controles, sendo a microplaca coberta e
incubada durante duas horas e 30 minutos & 37SC. O contefdo sra desprezado e as
depressCes lavadas mais seis vezes com PBS/T. A seguir 100yl de conjugado {IgG de
cabra anti-IgG de cobaio, conjugads A fosfatase alcalina) diluido 3 1:200 em
PBS/T/BSA eram distribuidos em todas as depressdes, exoeto as destinadas ao
controle do substrato, sendo a microplaca coberta e incubada a 379C durante 30
minutos. O conteldo era desprezado e as depressdes lavadas rais seis vezes com
PBS/T. Todas as depressdes recebiam 100pl de substrato de fosfatase zlcalina
{p-nitrofenil-fosfato diluido em solugdio de 10% de dietanolamina em aqua destilada,
adiciorada de 0,01% de MgCl,.6H0 e pH  ajustado para 9,8 com acido cloridrico
concentrado; concentracdo final=Tmg de p-nitrofenilfosfato/mililitro de meio); a
microplaca era coberta e incubada a 37°C durante, aproximadamente, 20 minutos ; para
s¢ interrcmper a reacdo, adicionava-se, a cada depressao, 50u]l de hidrdxido de
sédio 3M. Procedia-se A leitura espectrofotomdtrica com canprimento de onda igual a
405mm, usando-se com "branco” as depressdes cuntrole do substrato. Eram
cansideradas positivas as amostras cujas asbsorbincia medidas evam maicres de que
0,1 e, negativas, aguelas cujas absorbancias eram mencres cu iguais a 0,1.

As amostras positivas eram confimmadas através do "blogueic”, utilizando-se soro
"pré-imune” e hiper-imune de coelho, fornecido pronto para uso, diluido em

PBS/T/EDTA.
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Resultados e Discussdo . Tabela 1 ~ Distribuigic das amostras

de fezes de bezerros, machos e femeas
com ate 30 dias de  idade, que
apresentavam quadro ¢linice de
diarréia, segundo os Municipios onde
se encontravam as propriedades de

Na presente investigagdo verificou-se
os zrotavirus estdo presentes an fezes
diarréicas de bezerros novos, uma vez que
em 120 amostras de fezes analisadas, 35

,{29%) _fcgra‘m positivas a0 . ensaio . criacdc visitadas e os resultados do
jmunoenzimatlco para & - pesqulsa de ensaio  imuncenziwdtico, Sao Paulo,
rotavirus (Tabela 1). 1985

2 participacdo dos rotavirus na
eticlogia das dlarreias dos bezerros vem.
ocuparnde  lugar &e  destagque, quer :
isoladamente, quer em infeccdes mistas Municipio e o i veu
{1, 8), inclusive com grandes prejuizos

econdmicos (7). . e tais 2 3

¢ diagnostico  das infecgoes  por Braganca Paulista 5 1
rotavirus pode  ser realizado por Carpinas 28 9
immofiuorescéncia {2 13) e H 3
. = ; T 4 Itapetininga 3 4
imnomicroscopia  eletronica (2, 133, Ttariba 5 -
fixacio do complemento {3, 11, 13), g%wei 2 1
precipitacic em gel de &gar (10, 13), Parepud 2 2
ensaios imuncenzimaticos (4, 5}, Pirassununga 1 -
immnoeletrosmoforese {3, 5) o 880 Carlos 17 7
hemaglutinagdo por imuncaderéncia (9), ﬁ;w:-:ata 13 f',

que sdo reagdes (e S& Processam oom O
antigeno comum acs rotavirus, localizado Total 120
ao nivel do capsideo internc (6, 11, 13}.
Entre +todas essas reagdes, o0S ensaios
. imuncenzimaticos e a  imonomicroscopia
eletrdnica sic as que apresentam majores vantagens (5), razac pela qual se escolheu
o ensaio imuncenzimitico para a presente investigacdo; a cpgdo de utilizagio de
"eit" fornecido pela Organizacio Mundial da Sabde deve-se ao fato ao mesmo oferecer
total confizbilidade quanto aos resultados obtidos, wa vezr que dispde de
amostras—controles devidamente testadas pelo laboratdrio de  Referencia, em
Birmingham, Inglaterra.

. Entretanto, o dJdiagndstico da infecco por rotavirus através de ensaio
imnoenzimatico, ou das técnicas anteriormente citadas, n2o nos fornece nenhum dado
acerca de possiveis variacbes antigénicas das amostras evidenciadas, razdo pela
gual achamos conveniente que se continue & estudar os rotavirus bovinos em nosso
pals, principalmente nos aspectos que tangem 2 imuncprofilaxia da doenca.
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et

Comparou-se as reacoes de hemaglutinacado (HA), isolamento do vi-
rue em culturas celulares (CC), imunceletrosmoforese (IECF) e
imunomicroscopia eletrénica (IME), mo diagnbstico etiologico da
parvovirose canina. Utilizou-se 34 amostras de fezes de caes Com
gastroenterite hemorragica com titvlos hemaglutinentes variando
de menor que & 2 4096, e fez-se a correlacao dos resultados des-
sas amostras com as que possuiam titulos hemaglutinantes altos
(HAZ 64). Observou-se uma alta concordincia entre 0s quatro meto-
dos nas amostras com titulos hemaglutinantes maiores ou iguais a
64, e uma baixa concordincia dos métodos nas amostras com titules
hemaglutinantes baixos. A analise dos dados obtidos, fez-nos con~
cluir serem os quatro métodos de grande utilidade para o diagnos-
tico da parvovirose canina, sendo acomselhavel, porém, o uso de,
ac menos, dois métodos, 2 fim de se evitar resultados inespecifi-
cos.

Sumnary

Comparison of hemaggfutination fest, isofation .in tissue cullure,
immunoelectroosmophonesis and {mmunpelectronmicroscopy fon  diag-
noais of canine pawovius infection

Canine fecal samples were analyzed by hemagglutination (HA} test,

virus isclation in tissue culture (TC), immunoelectroosmophoresis
(TEOP) and immunoelectronmicroscopy (IEM), in the etiolegical

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 18(3):3205-210, Jul./Set. 1987.
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diagnosis of canine parvovirus infection. The data were compared
with results obtained through of samples with hemagglutination
titers from <4 to 4096 with samples from of the group HAZ64, The
highest correlation was observad among four test with fecal sam
ples from of the group HA264, and lower correlation was obtained
from fecal sample for all of the group {HA<& to 4096). The stu-
dies indicated the usefulness of the four test for the diagnosis
assays for canine parvovirus infection, although it is recomended
the application of at least two of the methods to avoid inespeci~
fic results.

Intreducao

A parvovirose canina @ uma doenca infecciosa caracterizada prircipalmente por
enterite e leucopenia, culminandc cam o &bito, nos casos mais graves. A partir de
1978, epizootias desta doenca passavam a ser cbservadas, simultaneamente, em varias
partes do mundo {3, 7, 9). No Brasil, embora casos de enterite haworragica tenham
side cbservados esporadicamente a partir de 1979, somente em 1980 & que houve a
disseminagio da doenga entre a populacac canina (2, 10).

Devido ao fato do parvovirus canino apresentar a propriedade de aglutinar
hemacias de suinos e de macacos rhesus & temperatura de 4°C e 18<C, a maicria dos
pesquisadores tém utilizado a reagdo de hemaglutinaciic como método de rotina no
diagnéstico rapido da parvovirose canina {5, 9, 12, 16, 19).

O isolamento e & caracterizagio do virus, em cultives celulares primérios e de
linhagens, tém sido utilizados por varios pesquisadores para o diagnfstico da
parvovirose canina (2, 8, 9, 12).

A imunoeletrosmoforese, apesar de ser uma reagdo que rnecessite de grandes
quantidades de antigenos para a visualizacio das linhas de precipitacdo, também tem
sido usada no diagndstice de enterite viral (6, 15). Na parvovirose canina, a
immceletrosmoforese foi utilizada apenas por Schwers & col. (18) e por XKlingeborn
€ Moreno-Lopez {13) como método ripido de diagndstico.

A microscopia eletrfnica tem auxiliado 1o diagndstico da parvovirose canina,
atraves da visualizacio de parvovirus diretamente em materiais clinicos (8, 9).
B IvE, por sua vez, possibilita um diagndstico r@pido e sequro desta infeccao
viral, pois além de demonstrar a presenca do agente etioldgico, permite a sua
identificacdo através da utilizacio de um antisoro especifico (1, 4, 20).

No presente trabalho, realizamos wm  estudo comparativo entre as reactes de
hemaglutinacdo (HA) , isolamentc do virus em culturas celulares {cc),
imnceletrosmoforese (TEOF) e immaomicroscopia eletrSnica {IME}. Alé&w dissc, foi
tragadc um paralelismo entre as amostras com titulos hemaglutinantes maicres ou
iguais & 64 e as amostras com titulos hemaglutinantes variando de menor que 4 &
4.096, uwma vez que varios autores (5, 14, 16, 19), classificam os titulos
hemaglutinantes mencres que 64 como sendo inespecificos para parvovirus caning.

Material e M&todos

1. Suspensao fecaf - Foram selecionadas 34 amostras de fezes de caes colhidas
durante a epizootia de parvovirose canina ocorrida na grande S3c Paulo, em 1980.
Estas amostras, previamente sulmetidas a clarificacido (2), foram utilizadas na
reagdo de hemaglutinacao e em isclamento do virus em culturas oelulgres. Cerca de
10ml de cada amostra da suspensao fecal foram sukbmetidos & concentracao duranteﬂa 90
minutos a 200.000g em ultracentrifuga, refrigerada a 4°C. Ipds a centrifugacdo, o
sedimento fol resuspenso em 0,2m1 de PBS e utilizados para as reagoes de
imunceletrosmoforese e imuncmicroscopia eletrénica.

2. Sono  hiperimure - Foi utilizado o soro de cavalo antiparvovirus felino
(feliserin), produzide pelo laboratoric Behringwerke da Alemanha com diluigdo otima
de trabalho de 1:16 para imunceletrosmoforese e 1:64 para imuncmicroscopia
eletrdnica.
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3. Reacdo de hemagfutinacdo (HA} - A reacBo Qe hemagiutinagio das suspensoes fecais
foi ewecutada em microténica, utilizando hemfcias de suinos diluidas a 1% de acordo
com a técenica descrita por Angelo (2).

4. Tsolamento do vinus em cultunas cefubanes {CC} - O isolamento do virus em
culturas celulares das suspensbes fecais, foli realizado em culturas primarias de
rim canino, rim felino e em linhagens celulares estabelecidas (MA104 e células
vero), conforme descrito em trabalho anterior (2).

5. Reacdo de imunoefetrosmoforese {IEOF) - A reacdo de immoeletrosmoforese fol
realizada sequndo Schwers & col. {18), com as seguintes modificaches técnicas:
15minas ds vidro, medindo 12,0 x 9,0cm, pré revestidas com Ggar a 1% em agua e
recobertas com 17ml de agarose a 1% em tampdo tris—acetato (g=0,025u, H 8,6).

Apds a solidificacdo da agarose, Quas fileiras paralelas de orificics de 4wm de
diZmetro foram feitas, mantendo-se 10mu de distincia entxe os orificics. As laminas
foram colocadas em cubas de eletroforese, contendo tampac tris-acetato {p=0,05p, i
8,6). As amostras de fezes a serem testadas foram colocadas nos crificios, voltadas
para © polo negativo, e o antisorc diluido a 1/16, foi colocado nos orificios
voltados para © polo positivo. A sequir aplicou~se uma corrente de 150 wvolts
durante 90 mimutos.

apds a corrida eletroforética, as laminas foram lavadas durante 24 horas em
solugio fisioldgica e tratadas com cido ténico a 1%, em solugao agquosa, por 30
mimztos.

6. Reacdo de imunomichwscopia efetndnica {IME) - Ura parte da suspensdo fecal foi
adicionada a igual volume de antisoro diluido a 1/64, em tuke de ensaic e incubada
3 temperatura ambiente por 1 hora. Uma gota da mistura foi depositada scbre wma
grade de cocbre de 300 mesh, previamente revestida com filme de formvar & carvao
sendo © excessc retirado com papel de filtro. ApGs a secagem, a grade foli submetida
a coleracgEo negativa com uma gota de siliocotungstato de sodio a 1% (pH 7,2). Depois
de seca, foi dbservada em um microscOpio eletrdnico FPhilips EME00T, operando a
80Kv.

Resultados

¥a Tabela 1 sBo apresentadcs os resultados obtidos nas 4 técnicas estudadas.
Cheerva-se que, das 34 amostras, 32 foram positivas por hemaglutinacdo (94,1%) cam
titulos que variaram desde 4 at& 4.096 e duas foram negativas (HA<4), apresentando
resultados tawbsm negativos nos demais métodos estudados. Da totaiidade das
amostyas, 200 foram positivas no isolamento do virus em calturas celulares (58,8%);
11 o foram na imunoeletrosmoforese (32,3%) e 17 foram positivas na imncmicroscopia
eletrdnica {50,0%}.

As Tabelas 2, 3, 4, mostram a comparacao entre as 4 técnicas empregadas,
fazerdo-se um paralelo entre os resultados obtidos das amostras com titulos iguais
ou supericres & 64 e da totzlidade das amostras, cajos titulos hemaglutinantes
variaram de menor que 4 a 4096,

Discussdo e Conclusio

A oomparacio entre os quatro métodos utilizados neste trakalho demonstrou ser a
reacio de hemaglutinac@o mais eficiente do que as cutras técnicas adotadas (Tabela
1). Este mAtodo, entretanto, além de exigir a constante cbtencio de hemacias
frescas de sulnos ou de macacos Rhesus para & sua realizacao, tem a desvantagem de
apresentar resultados inespecificos para parvovirus canino, em amostras com titulos
hemaglutinantes baixos (5, 14, 16, 19).

No presente trabalho, quando analisamos oS resultados da reacdo de hemaglutinac&o
ns totalidade das amostras (HA<4 a 4096) e nas amostras o titulos de  HAz64,
verificamos que a porcentagem de concordancia entre a hemaglutinagdc e a
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Tabela 1 - Resultados
das reacgdes de
hemaglutinacio (BA),
isolamento de virus em
culturas celulares
(ccy,
imunoeletrosmoforese
(IEOF)eimunomicroscopia
eletronica (IME),
utilizando 34 amostras
de fezes de cads, % de
positivos 32/34(54,1%)

20/34(58,8%)
11/34(32,3%)
17/34(50,0%)
Suspensdo

Fecal HA  OC IEOF IME

1 <4 ) (=Y (=)

2 <4 {=) ) (=}

3 4 (=) =)y (-

4 4 =) (+} (+)

5 4 (=} -} i+)

3 4 (+) (=) )

7 4 (=} A=} (+)

8 4 (=) =) (=)

g 8 (s} {-) (=)

10 8 [~} (=) (=}

11 8 {+} =) (=)

12 8 {+) (= (=}

13 g (<) (=} (#)

14 2 {(+) =+ =

15 6 {4 (=) i~}

16 16 {4} (=) =)

17 1% (+) (- {+)

18 16 {+}  {+) (+}

15 16 {+} {=) -}

20 32 (-} (+) (+}

21 32 ) = (=}

22 32 {e) (=) ()

23 84 {+) () (+}

24 84 (=) (=} {+)

25 64 (+} (#)  {+)

(=)

1+

27 128 () -l+) (+)
28 128 (5] {+) (+)
2 128 {+1 {+} (+}
30 256 -1 {+) (+)
n 512 {4 {+) (<}
32 512 {+) {=) (-}
33 912 {+) {+} (+)

34 4086  {+) (4} {+)

Tabela 4 -  Cowmparacio

Tabela 2 - Comparagao entre a reacdo de
hemaglutinagdo (HA) e as técnicas de isolamento
do virus em culturas celulares (CC),
imnoeletrosmoforese (IEOF) e imunomicroscopia
eletronica (IME), utilizando as 34 amostras com
titulos de HA<4 2z 4096 e as 12 amostras com
titulos de HAZ64,

Simbolos: A = Amostras com titulos de HA<4 a
4096; B = Amostras com titulos de HAZ64

cC I=0F IME

Resuliados

A B A B A B
Concordantes .
Fos/Fos 20 10 11 08 17 0
Neg /Neg 02 00 02 00 02 2]
Discordantes
Pos/MNey 12 02 21 04 15 0z
Nexy/Fas o0 00 00 1y} 00 00

%ded;“tgzr" (64,7) (83,3} (38,20 {66,7) (55,8) 1{83,3)

Tabela 3 - Comparacio entre a reacio
de imunceletrosmoforese {IEQF) e as
técnicas de isolamento de virus em
culturas celulares (cey e
imunomicroscopia eletronica (IME),
utilizando as 34 amostras com titules
de HA<4 32 4096 e as 12 amostras com
titulos de HAZ64.

Simbolos: A = Amostras com titulos de
HA<4 2 4096; B = Amostras com titulos

de HAZ64
804 ME

Resultados

A B A B
Concordantes
Pos/Pos [o1:3 o7 11 08
Neg /Neg 11 o3 ] 17 oz
Discordantes
Fos/Neg 03 01 00 00
Neg /Pos 12 03 06 o2
% de ooncor— .

dantes (55,8%) i66,7%) (82,33} (83,33

a reagac de

imonomicroscopia eletrdnica {IME) e o isolamento do
virug em culturas celulares (£C), utilizando =s 34
amostras com titulos de HA<4 a3 4096 e as 12
amestras com titulos de HAZ64,

Simbolos: A = Amostras com titulos de HA<4 3 4096
B = Amostras com titulos de HAZGL

o}

Resultados

A B
Concordantes
Pos/Pos 10 o8
Neg/Neg a7 00
Discordantes
Pos/Neg 07 a2
Neg /Pos 10 02
% de concordantes (50,0%) {66,7%)
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fmincmicroscopia eletrénica foi de 58,9% para 83,3%. Da mesma maneira, a
smmeeletrosmoforese elevou-se de  38,3% para 66,7%; Estes dados demonstraram que
mos titulos baixos, a reacSo de hemaglutinacao pode apresentar  resultados
inespecificos, embora nbs tenhamos cobtidos 15 casos cam titulcs de HA<64 e cam
positividade em uma ou outra das yeagdes estudadas. _

O isolamento de parvovirus em culturas celulares, por ser um método de alta
sensibilidade e especificidade tem sido utilizado concomitantemente & reacac de
hemaglutinacac (2, 3, 5, 9, 12, 16, 20).

Entretanto, como Os parvovirus nao apresentam efeito citopitico caracteristico,

necessitando, para a sua replicacio, de células na fase "S" da mitose (2, 11, 17} o
sell isolamento nem sarpre € bem sucedido. A camparacso por nés realizada demonstrou
ser o isolamento do virus superior & immoceletrosmoforese e a imuncmicroscopia
eletrfnica, na totalidade das amostras (HA<4 & 4096), e equivalente as duas
ticnicas has amostras com titulos de HAz64.
0 emprego da immoeletzosmoforese no dimgmdstico ripido da parvovirose canina
merece destaque, por ser uma reacio de alta especificidade, simplicidade e rapidez.
En nosso estudo, a immnceletrosmoforese aparentemente apresentoa baixa eficigncia
nas amostras cam titulos hemaglutinantes baixos. A maioria dos resultados positivos
ocorren quando os titules hemagiutinantes foram elevados e, em agenas trés casos,
os titulos eram menores que 64, deronstrardo assim, a alta especificidade desta
reacao.

A immomicroscopia eletrSnica, quando oumparada a2 irmnoeletrosmoforese,
apresentou, na totalidade das amostras, resultados ligeirsmente superiores, embora
fossem os dois metodos que apresentassem waiores porcentagens de concordancia
{Tabela 3}, tanto na totalidade das amostras (82,3%) , como tawbém, nas amosiras cam
titulos de HA264 (83,3%).

2o nosso ver, os quatro metodos estudados sio de grande utilidade para o©
dixmdstico da parvovirose canina, sendo zconselhavel, porém, © usc concamitanie
de, ao menos dois métodos, a fim de se evitar resultados inespecificos.
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0 presente trabalho, comprecende a montagem de varios experimen-
tos para melhor estudar o efeito da infeecdo congBnita com o vi-
rus da leucose liafoide (VLL) e a infeccdo com o virus da doenga
bursal infecciosa (VDBI), sobre a protecidc conferida pela cepa
LaSota do virus da doenca de Newcastle (VDN), em aves Leghorn
brancas pertencentes ao plantel da Area de Avicultura da Estagao
Experimental da PESACRO-Rio, Km 47 - Rodovia Rio/Sao Paule - Ita-
guai, RJ. Aos 21 dias de idade todas as aves foram numeradas e
sangradas por puncio da veia radial direita para separacido e co-
lheita de amostras de soro sanguineo, enquanto que os lotes de
nimeros pares foram infectados com VDBI por via ocular. Com a
jdade de 28 dias, os lotes 1, 2, 5, 6, 9, 10, 13 e 14 foram vaci-
nados contra DN com cepa LaSota por via nasal. Aos 56 dias as
aves pertencentes aos lotes vacinados foram agredidas com virus
velogénico-da doenca de Newcastle (VVDN) e quando completaram 126
dias as aves pertemcentes aos lotes 1, 2, 5, 6, 9, 16, 13, 14, 15
e 16 tambem foram agredidas. 0 efeito da infecgao com VLL e o VD-
BI sobre a protecao conferida pela cepa LaSota e agressao com uma
cepa velogénica do VDN variou de modo significativo. Com referen-
cia aos congenitamente infectados com VLL esta protecdo, nas mes-
mas circustancias variou de 66,77 a 1007, percentuais estes rela-
tivos as aves portadoras das duas infecgdes, o que demonstra que
as aves portaderas de VLL e do VDBI sac mais deficientes do que
aquelas infectadas somente com um dos agentes.

Sumary

Effect of the Eymphoid Leukosis viws and infectious barsal di-
seases winus oven the vaceination against Neweasife disease vitus

The present work comprises the set up of various tricks to better
understand the effect of congenital infection by lymphoid wvirus
(LLV)Y and infection due to the infectious bursal disease virus
(IBVD), over the immunity conferred by the LaSota strain of the
Newcastle disease virus (NDV) in white Leghorn chickens belonging
te the PESAGRO-Rio. At the age of 21 days each bird received an
identification number, they were bleed on the right side of the
radial artery to get samples of blood serum, and only the groups
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of birds with even identification number were infected with the
IBDV by the ocular route. At the age of 28 days, the groups 1, 2,
5, 6, 9, 10, 13 and 14 were vaccinated against ND with the LaSota
strain by the nasal route. At the age of 50 days the chickens be-
longing to the vaccinated groups were challenged with the veloge-
‘mic virus of the Newcastle disease (VVND), by living together
with 10% of the infected birds, while at the age of 126 days the
chickens belonging to the groups 1, 2, 3, 6, 9, 10, 13, 14 15 and
16 were also challenged as described above. The effect of infec-
tion with the avian leukosis virus and infectious bursal disease
over the immunity conferred by the LaSota strain and by the chal-
lenge with a wvelogenic strain of Newcastle disease virus were
significant, This protection ranged fyom 66,7% to 1004 in birds
congenitally infected with the LLY. These percentuals were deri-
ved from chickens that were carriers of the two infectious
agents, so the birds carriers of LLV and IBDV were much more de-
ficient than those infected with only one of the twoe viral
agents,

Introdugao

Na elaboracdo do presente trabaiho, procurou-se fortalecer a hipbtese de que a
presenca de infecgbes clinicas concomitantes camo a leucose lz.n.fo:.de (IL) e a
drenca bursal infecciosa (DBI), imumnossupressoras, tragam transtornos a  imunizacdc
contra outras enfermidades, como por exemplo, a doenca de Newcastle, cuja pratlca
de vacinacao € feita correntemente em todos os plant@is de aves, desde avds até
comerciais.

O desenho experimental desenvolvido para este trebalho, compreende a montagem de
varios delmeame.ntos experimentais para melhor estudar o efeite da infecgdo
congeénita com o virus da leucose linfdide e a infecgdo com o virus da doenca bursal
infecciosa, sdbre a imunidade conferida pela cepa LaScta do virus da doenga de’
Newcastle, em aves Leghorn brancas de linhagens pertencentes ao plantel da Area de
Avicuitura da Fstacdo BExperimental da PESAGRO-Rio, no municipio de Ttagquai, E‘stado‘
do Ric de Janeiro.

Considerardo que a doenga de Newcastle em plant@is vacinados nio seria
justificada a nao ser na presenga de infecgles concorrentes, procurcu-se relacionar
insuficiencia de protecdo imunoldgica com a presenca de enfermidades subclinicas
que depreciam © sistema imunitario, abrindo as portas para infeccdes que se
instalariam com maior facilidade.

Trabalhou-se com aves livres e congenitamente infectadas com VIL; con  aves
infectadas por via ocular com VDBI, e aves infectadas com amostra velog@nica do VDN
por coabitagdo.

Procurcu-se estudar & interferéncia destas viroses, en conjunto e isoladamente,
para observar seus efeitos scbre a resposta immitaria conferida pela vacinagio dos
lotes em experimento com a cepa vacinal LaSota do VDN,

Material e Métodos

As aves utilizadas no presente trahatho sdo provenientes dJde plantéis livres e
congenitamente portadores do virus da leucose linfdide aviaria.

Estas linhagens sao controladas pelas provas de immnodifusio e fixacdo do
coplerento e mantidas livres de outras enfermidades na area de Avicultura da
Fstagao Experimental da PESAGRO-Ric, Km 47 da Redovia Rio/S3o Paulo,

A produgao de aves llvres e congenitamente portadoras de VIL para o presente
experimento, teve inicio através da incubaglo de ovos ariundos destes plantéis
controlados, sendo ambeos colocados em incubadoras separadas e a mercé das nesmas

condictes de temperatura e umidade.
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Mo dia da eclosBo, os pintinhos foram separados aleatorismente em dois grupos de
96 pintos fameas totalizando 192 aves que transportadas em caixas apropriadas foram
transferidos para o Setor de Ornitopatologia da EMBRAPA (RJ) situada nas
proxinidades da Estag8o Experimental. Neste Setor cada grupo de 96 pintinhos foi
separado an oito subgrupos de 12 aves cada, perfazendo um total de 16 lotes em
experimento, ficando os mesmos alojados em boxes individuais medindo 3,5 de area.

Os lotes de 1 a 8 corresponderam as aves livies de VIL e os de 9 a 16
corresponderam as congenitamente portadoras de VIL.

As trés semanas de idade, todas as aves foram sangradas por pancdo na vela radial
direita, utilizando-se seringas plasticas descartéveis para colheita de sangue. Os
coros obtidos de cada anostra de sangue colhida, foram submetidas as provas
soroldgicas de Inibicio de HemaglutinacBo (HI) e immodifusdao de agar gel (AGP)
para pesquisa de anticorpos oontra © virus da doenca de Newcastle e doenga
infecciosa hursal respectivamente. Nesta ocasido os lotes de mumeragdo per foram
infectados por via ccular cam uma dose de 0,1ml do VBBI cujo titulo viral em ovos
embricnados de galirnha foi determinado em 10%-3/0,1mlprpey,.

A vacinacio Gos grupos previamente estabelecidos contra o VDN foi realizada as 4
semanas empregandco-se a cepa LaSota, mantida pelo Setor de Ornitopatclogia e
administrada na dose de 0O,1ml/ave pela via intranasal, com titulo viral de
‘206°5DIE50/p:;_nto empregando-se para tal ovos embriocnades de galinhas de 9 dias de
incubacao.

As 8 semanas de idade, as aves foram sangradas por puncao na veia radial direita,
utilizando-se seringas plasticas descartaveis para celheita de sangue. Os  soros
cbtidos de cada amostra sanguinea colhida foram submetidos as provas soroldgicas de
HI e AGP para pesquisa de anticorpos contra o virus da doenga de Newcastle e doenca
infecciosa bursal respectivamente.

As aves pertencentes @os lotes de 1 a 4 e 9 a 12 foram, nesta ocasido desafiadas

por coabitacao com 10% de aves infectadas cum dose de 0,1ml via intranasal, com uma
cepa velogénica dencminada S0-93 (10) do virus da doenca de Newcastle ficando entdo
isoladas das dermais, para cbservagdc do quadro clinico e anatomopatologico causado
pela cepa velogénica empregada.
As 18 semanas as aves correspondentes aos lotes 1, 2, 9 e 10 scbreviventes ao
desafic as .8 semenas (por haverem sido vacinadas contra o virus da deenca de
Newcastle), como tamb2m os lotes 5, 13, 14, 15 e 16 foram desafiadas por coabitagdo
cam 108 de aves infectadas com uma dose de 0,Iml via intranasal de uma ogpa
velogénica denominada S0-93 (10) do virus da doenca de Newcastle, ficando nesta
ocasido isoladas d&as demais, para observagdo do quadro clinico e lesdes
anatomopatoldgicas causadas pela cepa virulenta empregada.

Resultados e Discussdo

Linhagens consideradas sensiveis ao VLI foram estudadas por Crittenden & col.
(4}, os quais apregaram aves das linhagens 61, 63, 72, 10¢, 15B e 1515 entre
cutras para estudar a acdc do VIL em embrides da progénie. O emprego de linhagens
mais sensiveis & muito importante para o estudo desta enfermidade. As aves
utilizadas neste trabalho nio sdo classificadas como altamente sensiveis, apenas
foram selecionadas como portadoras e livres do VLL. .

Utilizaram-se aves de progénie controlada e sabidamente positivas e regativas; j&
no experimento de De Boer & col. (5) os autores estudaram oito grupos de pintos de
un dia e oito semanas de idade, os quais foram postos am contato para infecgao cam
virus. Achou-se mais fAcil e pratico a utilizacdo de pintos infectados
verticalmente, pois torna-se bem mais sequro © oontrole dos lotes a serem
trabalhados.

o estudo do ciclo de infecgao foi feito por Purchase (17) que coonsiderou ser a
Gemonstracdo de anticorpos pelo metodo mais tradicional como o RIF e fivacdo de
complemento muito sequro para evidenciar a presenca da doenca. Apesar de ser um
método qualitative a AGP foi de extrema validade na selecac das aves, por ser
considerado de beoa qualidade.
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Antes da selecdo das aves ampregadas neste trabalho foi realizado minucioso
estudo para separagd do plantel em dois lotes, o positivo e © negativo (18) o que
contribuiu de maneira decisiva para escolha do ‘material que seria utilizado no
desenvolvimento do experimento,

Os pintcs foram escolhidos para composicac de 16 lotes de modo que cada lote
fosse constituido de 12 pintos, o que foi facilmente consequido com aqueles lotes
fermados por plntos da lz_rmagem negatlva para o VLL, enquanto que néo foi possivel
manter este mesmo niero at® o infcio do experimento, as 3 semanas de idade, com oS
lotes constituidos com os pintos da linhagem positiva oongenltanente para o VIIL.
Este acontecimento prende-se ao fato de que os pintos portadores sao mais fracos e
morrem com meis facilidade no inicio de vida, nfo nos possibilitando manter um
nimero uniforre de pintos nos diferentes lotes.

A cepa de VDBI utilizada para infectar aves de trés semanas de idade, revelou ser
de moderada patogenicidade, pols ndo determinou lesces miito acentuadas na bursa de
Fabricius das aves, bem como néo provocoz: a morte de nenhum animal  incculado,:
observa:ﬁo—-se apenas anorexia e ligeira depressac apos 96 horas da infeccdo. Esta
cepa & identica as usadas por Winterfield & col. (22) que, quande inoculadas em
pintos susceptlvels, tornaram-se transitoriamente virémicos e 10 dias apds a.
incculacdo nao foi possivel mais o isolamento de virus dos tecidos nem se verificou
a disseminacdo da enfermidade em aves colocadas em contato 10 dias apos a infecgdo.

Fadly & Nazerian (8} infectaram pintos Leghorn brancos no mesmo dia, porém de
idades diferentes, 1, 5 e 11 semanas, ampregandc a mesma anmostra usada por
Winterfield & col. (22}, e cbservaram ,que os de 5 semanas revelaram severos smals
clinicos e apresentavam reduzidos niveis de complemento no soro 2 a 4 dias apds a
inoculacaén, © que nao foi notado nas aves inoculadas na orimeira e décima primeira

Tabela 1 - Efeito_da infecgdo com virus da leucose aviaria e o virus
bursal infecciosa? sobre a imunidade vacinal conferida pela cepa
LaSota3 em aves Leghorn brancas contra agressac Ccom uma cepa
velogenica do virus da doenca de Newcastle®.

Simbolos: ' = Progénie de matrizes nao eliminadoras (-} e
eliminadoras (+) de antigeno espacifico de grupo do virus da leucose
aviaria; “ = Aves livres {~) ou infectadas (+) com o virus da doenga

bursal infecciosa pela via ocular (10%-3DIE5g/pinto); 3 = Aves nio
vacéngdas (-} ou vacinadas (+) com 2 cepa LaSota pela via nasal
(107-®PIEgq/pinto) ; % = Aves nio agredidas () ou agredidas (+) por
cosbitacdo de aves infectadas com uma cepa velogénica do virus da
doenga de Newcastle; 5NR = Nio realizado por ter morrido em
consequéncia da agressze com virus da doenca de Newcastle

Idade de infeccio das aves em samanas Mortalidade pela agressdo com o VDN &
8 semanas
Lote
vl VIBLY LaScta® VOn® vDN® N0 aves Mortes ndio tortes Protegdo
congénita 3 4 5 18 em risco especificas especificas ]

1 - - + + + 12 Q 2] 100,80
2 - + + - + 12 5 2 100,0
3 - - - - R® 12 i« 12 0,0
4 - + - + R 12 v} 12 8,0
5 - - + - - 12 o} 0 TG0
& - + + - + 12 0 [¢] 120,0
7 - - - - - 12 1 G 60,0
b4 - + - - + 12 0 o 160,0
9 T - + + + 9 0 [ 00,0
19 + + + + + 1G 2 [ 100,0
11 + - - + Nt El 1] 9 a5
12 + + - + Nt 10 G 10 0,0
i3 + - + - + ] 8 4] 160,86
14 + + + - + 10 1 [ 00,0
K + - - - - 9 o] o 08,0
H + + -~ - * 10 G ] 00,0
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semanas. Isto confirma que a idade ideal de infecg3o estd entre a sequnda e sexta
semanas de idade, o que ros conduziu a utilizar neste trabalho aves ocom  trés
semanas de idade, por coonsiderar-se ser esta a faixa etaria ideal para infeccio
experimental, o que foi confirmade coam os resultados cbtidos.

ley & col. (13) em estudos sorologicos, histoldgicos e patologia clinica em
varios lotes relataram gQue nas pesquisas histopatologicas de tecidos linfdides,
notaram que a lesdo predominante fol a necrose linfoide da bursa de Fabricius, a
mesma  lesdo enoontrada nas aves de experimentagéc do presente trabaiho. Esta lesdo
&, sem divida alguma, a responsavel pelo efeito imunodepressor provocado por este
virus, ambora Lucio & Hitchner (14); Hirai & col. (12) e Edwards & col. (7)
assinalam wma acao immnossupressora, da qual os autores discordam por julgarem n3o
existir completa ausé@ncia de imnidade, mas sim deficiéneia imunoldogica (Tabela 2},
por mais violenta que seja a patogenicidade do virus empregado no estudo, uma vez
que, cutros rgdos linfdides agem para campensar a deficiéncia da bursa infectada.
Devera também ser levado em consideracao que anticorpos passivos impedem a infeccdo
das aves Jjovens e da atrofia da bursa; todavia, sewpre ocorrerd alguma
interferéncia na imunidade ativa.

A amostra de VDBI utilizada neste trabalho pode ser considerada de patogenicidade
mediana cu moderada, de acordo com seu carportamento nos pintos inoculados, ndo nos
detendeo em maiores estudes para determinar o grau de patogenicidade, o que foi
feitc por Cheville (3) que estudou a patogenicidade de amostras de virus da doenga
de Gumboro empregando microscopia otica, fluorescente e eletrdnica de bursa, timo e
bago. Posteriormente Dongaonkar & col. (6) cbservaram que lesOes mais severas foram
reveladas na bursa de quatro dias apds a inoculacao, enquanto as observacbes dos
autores esclareceram gque a amostra apresentou seu maior efeito cinco dias apds a
inoculagdo.

Tabela 2 — Efeito da infecgao com virus da leucose aviaria e ¢ virus
bursal infecciosa? sobre 2 imunidade vacinal conferida pela cepa
LaSota® em aves Leghorn brancas contra agressdao com uma cepa
velogenica do virus da doenga de Newcastle®.

Simbolos: ! = Progénie de matrizes nso eliminadoras (=) e
eliminadoras (+) de antigeno especi{icc de grupo do virus da leucose
avidria; 2 = Aves livres (-) ou lﬂfectadas (+) com o v1rus da doenga
bursal infecc1osa pela via ocular (10%-3DIE50/pinto); 3 = Aves ndo
vac1nadas (-} ou vacinadas (+) com a cepa LaSota pela via nasal
(10 6DIE50/p1nto), 4 = Aves ndo agredidas (-) ou agredidas (+) por
coabitacdo de aves infectadas com uma cepa velogenica do virus da
doenga de Newcastle; ¥R = ©Nao realizade por ter morrido em
consequeéncia da agressio com virus da  doenca de Newcastle as 8
semanas

. Idade de infecgae das aves &n Senanas Mortalidade pela agressdc com o VDN a:
B semanas
Lote - -

: vial VDBT®* LaSota' vDW® VIN® N aves Mortes ndo Mortes Protegdo

congénita 3 4 8 18  em risce especificas especificas g
1 - - * + + 12 0 0 00,0
2 - + + + + 10 0 ¢ 10¢,0

3 - - - + NR® R MR NR NR

4 - + - + NR MR NR NR NR
5 - - + - + " Q 1 80,9
& - + + - + M Q V] 100,0
7 - - - - - 10 4] "9 10,6
B - + - - + 9 0 8 12,5
9 + - + S + 7 i} 1] 16G,0
16 + + + + + 6 0 0 19G,0

11 + - - + MR NR NR NR NE

12 + + - * MR NR MR NR NR
13 + - + - N a 0 1 88,9
14 + + + - - g [¢] 3 86,7
15 + - - - + 8 0 8 6,0
% + + - - + 7 0 7 o]
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Tabela 3 - Média e variacdo dos titulos de anticorp_osE inibidores da
hemaglutinagac do virus da doenca de Newcastle em aves Leghorn brancas em
experimentacao.

Simboles: ! = Ensaiados na microprova de inibicdo da hemaglutinacio. Média e
limites; 2 = Progénie de matrizes nac eliminadoras (-) e eliminadoras (+) de
antigeno especifico de grupo do virus da leucose aviaria; 2 = Aves livres (-)
ou infectadas (+) com o virus da doenca bursal infecciosa pela wvia ocular
(104-3DIEsg/pinto); % = A4ves ndo vac:.nadas (-) ou vacinadas (+) com a cepa
LaSota pela via nasal (108- 6DIESOIplnto) = Aves nao agredidas (-) ou
agredidas (+) por «coabitaczo de aves infectadas com uma cepa velogénica do
virus da doenga de MNewcastle; SNR = Nio realizade por ter morrido em
consequencia da agressio com o virus da doenca de Newcastle

Idade & infecgdo das aves em semanas Icacde das aves en geranss
viat VDBI* lLasgta® vt vow® ~

congdnita 3 4 8§ w7 8 B 8 21
1 - - + - + 6,0 22,2(0-10)1 422,5(36-2360) 9,2(C=20) 50,0(0—160)
2 - + + + + 0,0 18,3(0-40} 113,0{20-.320} 6,0(0-20) €5,G(0-320)
3 - - - - - 0,0 6,0 NR NR MR
[ - + - + NR® 0,0 0,0 KR NR NR
3 - - - - - ¢,0 13,0(0-40 10,0(8~20) 0,0 37,0(10-18)
6 - - + - + 4,0 18,6{0-14) 15,0(0-40) 0,%9{0-10)  63,6(0-160)
7 - - - - - &,0 6,0 2,0 0,0 Q,0
8 - + - - - 4,0 0,0 0,0 ¢,0 0,0
9 S - + + + ¢, 0 12,0{0-40)  162,2(20-850) 22,9(0-160) 30,0 (0-80)
10 * + + + + 4,0 20,0(0-40) 92,5(20-320)  3,3(0-10) 113,3{10-320
11 + - - - NR G,0 8,0 NR NE MR
iz + + - + KR G,0 g,0 NR NR NR
13 + - + - + G,0 13,0(C-40) 11C,0{5-20) 1,140-10)  §7,5(0-1601
14 + + + - + ¢,0 &,0(C~10) 28 9(‘0—-80} 3,.)(0*10) 148,3(10-320)
75 + - - - - ¢, 0,0 0,9 0,0 MR
16 + + - - + c,0 G,0 0,0 0,0 20,0

O estudo realizado por Pejkovski & col. {16) se aproximou deste trabatho, visto
que estes autores também estudaram o efeito imunossupressor do VDEI em aves
vacinadas contra bronquite infecciosa, verificando que em determinadas
circunstincias as aves infectadas com VDBI apresentaram depressac na imunidade. Fm
trabalho semelhante, Meulemans & Halen (15) e Takase & col. {21) infectaram
similtaneamente aves coam VDBI e VDN e demonstraram que imunodepressio depende da
idade das aves, da viruléncia da amostra empregads e da idade de vacinacdo contra a
deenca de Newcastle. No presente trabalho ficou demonstrada também esta  condigdo,
viste a idade escolhida para infecgdo. Esta situacdo ficou bem evidenciada no

trabalho de Ajinkya & col. (1) quando estes autores estudavam surtos de Newcastle
na India.

A cepa LaScta do VDN conferiu boa protecdo as oito semanas de idade, mesmo em
aves congenitamente infectadas com VIL e incculadas com VDBI atingindo até 100% das
aves de todos os lotes vacinados (Tabela 1) e uma protecao de variou de 66,7 a 100%
guando sofreram o segundo desafio as 18 semanas de idade (Tabela 2).

A protecac conferida as aves pela amostra LaSota foi estudada scb tres paranetros
distintos, através de testes de HI (Tabela 3), por neutralizacio do virus (Tabela
4) e finalmente, provas de agressac por coabitaclo com amostra patogénica (Tabelas
1Te?2. Spradbrow & ool. (20) também estudaram a resposta imine produzida por
vacinacdao em varios lotes de aves entre 4 e 12 meses de idade com amostra
Australlana e avaliaram a protecado conferida por titulos de HI e _por agressac  cam
virus asiftico inoculado por via intramiscular, revelando protegao de 100% das aves
vacinadas. Shukla & ocl. {19) experimentaram, outrossim, aves vacinadas e
desafiadag oo amostra virulenta Mukteswar, & partir de 24 horas e intervalos
iguais a&té 168 horas e concluiram cue houve protecido de 50% quando a vacina foi
administrada 168 horas antes do desafio, enquanto que com intervalos menores o©
efeito foi praticamente nulo.



217

Tabela & - Indices de neutralizacio dos soros das aves’
vacinadas com cepes . LaSota frente ao virus welogéaico
50-93,

Simbolos: 1 = Progenie de matrizes ndo eliminadoras (-)
e eliminadoras (+) de antigenc especifico de grupe do
virus da leucose; 2 = Aves livres (=) ou infectadas (+)
com virus da doenca infecciosa pela via ocular

¢10%-3DIEsg/pinto) ; = Aves nao vacinadas {(-) ou
vacinadas (+) com a cepa LaSota pela via mnasal
{3{)6‘6]31250/{:31:11:0) ; G4NR = Nac realizado por haver

morride em  consequencia da  agressac com virus
velogenico da doenca de Newcastle

Idade de infecGao en semanas  Indice de reutralizacdo as 4 semanas

Iote
viak VDBI®*  ILaScta® Grupo Grupo média
congénita 3 4 A B AB
1 - - + 3.2 3.6 3.40
2 - + + 3.1 2.9 3.00
3 - - - NR NR
4 - + - NR NR
3 - - + 3.7 3.8 3.75
& - + + 3.3 3.6 3.45
7 - - - MR NR
8 - + - NR NR
9 + - + 3.7 3.7 3.70
10 + + + 2.8 3.2 3.05
11 + - - AR NR
12 + + - wR NR
13 + - + 3.3 3.8 3.55
14 + + + 2.8 3.2 3.60
15 + - - Nig NR
16 + + - MR NR

Mo trabalho de Brada & Silva (2) observaram estes autores que os ovos ambrionados
procedentes de galinhas vacinadas nac prejudicavam o cultive do virus antes do 149
dia de incubagac, Chservou durante o desenvolvimento deste trabalho caracterizacdo
de invisbilidade do uso de embrides de pinto procedentes de ovos de galinhas
vacinadas, principalmente quando se trata de um virus e baixa patogenicidade, como
amostra LaSota.

0 estudo da patotipacem de amostras de virus da doenga de Newcastle carvacteriza
cam facilidade a patogenicidade da cepa. Hanson & col. (11) estudaram a patotipagem
de amostras viscerotrCpicas do VDN eun isclamentos ocorridos de 1926 a 1946,
baseando-se em duas importantes diferencas: 1) demonstracao da hemaglutinagdo (HA)
que & inibida por anticorpos especificos e 2) demonstracéo de que o virus & letal
para frangos e produz lesfes hemorragicas no intestino, destacando camo  amostra
mais patogénica a Texas. Gomez-Lillo & ool. (9) fizeram estudo semelhante
empregando técnica de soroneutralizacdo achando que ndo houve wuma diferenciagdo
aparente, devido a larga variagao na capacidade de neutralizacao cu titulos d&o soro
enpregado, . )

Mo teste de neutralizacBo foram feitas duas misturas de soros de cada lote de
aves vacinadas, designados por A e B. Deste modo haviam 16 soros correspondentes a
duas amostras de cada lote de aves {Tabela 4).

Referéncias Bibliografi

1. Ajinkya, S.M.; Survashe, B.D. & Sardeshpande, P.D. - Breakdown in Immnity to
ranikhet disease {Newcastle disease) with infecticus bursal disease (Gumboro
disease) in broiler chickens. Indian Vet. J., 57:265-269, 198C.

2. Brada, W. & Silva, M.M. - Cbservacoes realizadas sobre doenca de Newcastle
durante trabathos de diagndstico. Pesg. Agrop. Bras,, 3:319-324, 1968,



218

10.

11.
12.

13.

14.

15.

.d
[t
N

17.

18.

19.

20.

21.

22,

Cheville, N.F. - Studies cn the pathogenesis of Gumboro disease in the bursa of
Fabricius, spleen and thymus of the chickens. Am. J. Pathol., 5%1:527-551, 1967.

. Crittenden, L.B.; Smith, E.J. & Culvas, F.A. - Endogenous virus expression in

chicken lines waintained at the poultry research laboratory. Virclogy,
95:434-444, 1979. )

De Boer, G.F.; Maas, H.J.L.; Van Vloten, J. & OGrosnendal, J.E. - Horizontal
transmission of lymghoid leukosis virus: influence of age, maternal antibodies
and degree of contact exposure. Avian Pathol., 10:343.358, 1981.

Dongacnkar, V.D.; Kolte, G.N. & Rso, K.N.P. - Some observations on the
histopathology of experimentally infected chickens with infectious bursal
disease virus. Indian Vet. J., 56:541-545, 1979.

Edwerds, K.R.; Muskett, J.C. & Thornton, D,H. - Duration of immanosuppression
caused by a vaccine strain of infeCticus bursal disease virus. Research Vet,
Sci., 32:79-83, 1982. '

. Fadly, A.M. & Nazerian, K. - Pathogenesis of infectious bursal disease in

chickens infected with virus at various ages. Avian Dis., 27:714-723, 1983.

. Gomez-Lillo, M.; Bankowski, R.A. & Wiggins, A.D. - Antigenic relationship among

viscerctropic and dorestic strains of Newcastle disease virus., 2am. J. Vet.
Res., 35:472-475, 1974.

Guimardes, I.G. - ContribuicSo ao estudo do comportamento de ampstras de campo
do virus da doenca de Newcastle no Estado do Rio de Janeiro, 1979, (Tese de
Mestrado) .

Hanson, R.P.; Spalatin, J. & Jacobson, G.5. - The viscerotropic pathotype of
Newcastie disease virus. Avian Dis., 17:354-361, 1973.

Hirai, K.; Kunihiro, K. & Shimakura, $. - Characterization of immunosupression
in chickens by infectious bursal disease virus. Avian Dis., 24:850-965, 1980.
ley, D.H.; Yamamoto, R. & Bickford, A.A. - The pathogenesis of infectious
bursal disease: serologic, histopathologic and clinical chemical observations.
Avian Dis., 27:1060-1085, 1983.

iacio, B. & Hitchner, 5.R. - Immunosupression and active response indice by
infectious bursal disease virus in chickens with passive antibodies. Avian
Dis., 24:189-196, 1980.

Meulemans, G. & Halen, P. — The immuncdepressive effect of infecticus bursal
agent on vaccination against Newcastle disease. Res. Vet. Sci., 22:222-224,
1977.

Pejkovski, C.; Develaar, F.C. & Rouwenhoven, B. - Immmosupressive effect of
infectious bursal dJisease virus vaccination against infectiocus bronchitis.
Avian Pathol., 81:95-106, 1979,

Purchase, H.G. — The ¢ycle of infection with leukosis viruses. J.S5. BAfr. Vet.
Med., Ass,, 40:25-30, 1960.

Romero, C.H.; Rowe, C.A.; Resernde, C.A.; Dias, P.G.; Santos, M.W. & Souza, A.M.
— 2 different approach for obtzining progeny free of avian lymghoid leukosis
viruses. Advances in Comparative Leukemia Research, 198C.

Smikla, S.C.; Sharma, S5.N. & Tenwni, S.K. - Vaccination with CDF-66 strain of
Newcastle disease virus. Trop. Anim. Hith. Prod., 14:15-19, 1982.

Spradbrown, P.B.; Ibrahim, A.L.; Chulan, U.; Milleken, G.; Shapcott, R. &
Kingston, D. - The response of australian chickens naturally infected with
avirulent Newcastle disease virus to challenge with velogenic Newcastle disease
virus. Australian Vet. J., 56:580-584, 1980.

Takase, K.; Kamikawa, S. & Yamada, S. — Booster effect of revaccination against
Newcastle disease on chickens infected with infectious bursal disease virus.
Jpn. J. V&. Sci., 42:599-601, 1980.

Winterfield, R.W.; Fadly, A.M. & Bickford, A. - Infectivity and distribution of
infectious bursal disease virus in the chickens: persistence of the wvirus and
lesions. Avian Dis., 16:622-632, 1972.



219
RESISTENCIA CROMOSSOMICA A PENICILINA EM NEISSERIA GONDRRHOEAE®

Marcelo Magalhdes

Dept¢ de Medicinz Tropical

Centro de Ciencias da Saude
Universidade Federal de Pernambuco
Cidade Universitaria

50739 Recife PE, Brasil

Resumo

Avaliou-se o problema da resistencia cromossdmica 2 penicilina
entre linhagens clinicas de Nedlssernia gonorihoedae isoladas no Re—
cife, Brasil. Empregando-se o método das diluigbes em agar veri-
ficou-se, para 181 culturas de gonococos beta-lactamase negati-
vos, que a concentracdc inibitdria winima (CIM) da penicilina G
variou entre 0,03 e 2ug/mi, As MICs 50 e 90 foram 0,14 e
0,77ug/ml, respectivamente. As MICs da penicilina parz 24 (13,3%)
cepas de gonococos foram zlug/ml. Tais culturas foram considera-
das cromossomicamente resistentes., Todas pertenceram ao SOTOZrupo
I5 e foram notavelmente mais resistentes 2 tetraciclina e tianfe-
nicol. Os presentes resultados mostram que houve elevacao das
CIMs, em relagio aquelas observadas para os gonocecos isolados,
nesse mesmo laboratdrio, em 1984,

Samary
Chromossomic resistance to peniciblin in Nedsserda gonoarhoeae

The problem of chromossomally mediated resistance to penicillin
among clinical isolates of Nedisseala gonoarhoeae was evaluated in
Recife, Brasil. By using an agar dilution technique the minimal
inhibitory concentration {MIC) of penicillin G, for 181 beta-lac~
tamase negative -gonococcal cultures, ranged between 0,03 and
2ug/ml. MICs 50 and 90 were O.14 and 0.77ug/ml, respectively. For
24 (13.3%) of gonococcal strains MICs of penicillin were 2iug/ml.
Such cultures were considered chromossomally resistant. All be-
longed to serogroup 1B and were notably more resistant to tetra-
cycline and thiamphenicol. Present findings represent increases
when compared with the MICs for genococci isolated, in this same
laboratory, in 1984,

Introducio

Na década de 40, quando a penicilina G comegou a ser utilizada no tratamento da
gororréia, a concentragdo inibitdria minima (CIM} da droga para a Nedssenda
guononihoede situava-se entre 6,003 e 0,3ug/ml {15). Desde entac, um gradual mas
constante crescimento nos niveis da CIM vem sendo dbservado. Nos Estados Unidos,
por exemplo, o nimero de amostras de gonococos, requerendo mais de 0,03pg/ml de
penicilina para inibiche do crescimento, elevou-se de 0,6%, antes de 1955, para
42%, ar 1965, e para 65% em 1969 (9). Isso culminou, em 1983, com o aparecimento de
sartos de infeccOes associadas a linhagens de gonococcos exigindo wuna CIM de
penicilina superior ou igual a Tug/ml, nivel de resisténcia quase sempre

*Prabalho financiado pelo (NPg (Processo n@ 405.101/85).

Rev. Micrcpicl., Sdo Paulo, 18(3):219-223, Jul./Set. 1987.
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accapanhado de insucessos terapesticos (5). Tais linhagens, muitco comns nas
Filipinas (21}, foram chamadas N. gonomthoedqe cromossomicamente resistentes (NGCR)
{16}, para distingui-las das produtoras de penicilinase (NGPP), nas gquais ©
mecanismo de resisténcia & mediado por plasmidios (14). O grande problema de ordem
terap@utica, proporcionado pela resisténcia mutacional ou cramwssémica, € que a
perda de sensibilidade & penicilina & geraimente accmpanhada pela perda de
sensibilidade a cutros agentes antibacteriancs, estruturalmente ndc relacionados
(4, 20}.

Nos paises desenvolvidos, monitoriza-se, periodicamente, a sensibilidade da N
gonornnoeae a penicilina. Sugeriv-se que o declinic de susceptibilidade ao
antibittico &€ indicio de que a gonorréia estd fora de controle {10). No Brasil, de
mdo geral, e no Recife, eun particular, pouco se sabe a esse resgpeito. Isso
estimilou o presente trabalho, programado para avaliar a situacdo da resisténcia
cramosstmica & penicilina, entre lishagens clinicas de gonococos. Blém disso,
camplerentou-se a investigacio comparando-se a atividade, in vitro, de cinco outras
drogas, Gteis na terapdutica alternativa da gonorréia, sobre linhagens sensiveis e

de NGCR.
Material e M&todos

Cofecds das culfurns ~ Entre Janeiro e outubro de 1986, foram isoladas, em
laboratdric privade de microbiologia, 300 culturas de N. gonothoeae. Essas
culturas foram suspensas em 0,2ml de sangue desfibrinado de coelho e conservadas a
-70¢C para estudo posterior.

Tsctamento e identificacao dos gonococos - Os espéeimes clinices foram cultivaedos
en meio cidade de Nova York (MONY) {22), a 36°C, em atmosfera de 7% de OOF . Apds
24h de incubacdo, as colfnias suspeitas foram confirmadas como N.  gonoirhoeze: se
constituldas por diplococos Gram negativos, se reativas aos testes da oxidase e
catalase e se produziram a prolil-amino-peptidase aoc teste Gonocheck IT  (E.Y.
laboratories). Todas as cepas de V. gonoanhoeae foram examinadas para producdo de
beta-lactamase pelo método da cefalosporina cramogénica (123 .

Testes de sensibitidade - Foram realizados pelo método das diluicCes em agar, em
meio GC  {Difco) adicionado de Suplemento IT (Mexck). As drogas antimicrcbianas
foram testadas em diluicdes sucessivas, a razao de 2, nas seguintes concentractes:
penicilina G {Sguibb) 2 a 0,015; tetraciclina (Hoechst) 16 a 0,12; tianfenicol
(Zawbcm) 4 a 0,12; espectinamicina (Upjhan) 50 a 3,12; cefotaxima (Hoechst) 0,128 a
6,004 e rosaxacina (Winthrop) 0,128 a 0,004ug/ml. As culturas foram degeladas a
temperatura ambiente e J_noculadas em placas de MCNY. Apos 16 a2 18h de incubagao, ©
crescimento bacteriano foi suspensc em caldo de coragio e cérebro {Difco), diluido
e depositado ros meios conterndo as drogas e contxoles, com a ajuda de um replicador
de Steer, de maneira que o indculo contivesse, aproximadamente, 5 x 10° wmidades
formadoras de colfnias, apds um periodo de incubacac de 24h, a 36°9C, em estufa de
@,

tnicialmente, determinou-se a CIM da penicilina contra 181 cepas de N,
gonorrhoeae, escolhidas ao acaso dentre 275 culturas beta-lactamase regativas. Como
oontrole, inclui-se a cultura padrac de Sdaphylococcus aurews ATCC 25923, Un vez
determinada a CIM, baseando-se am classificacdo arbitrdria (17), selecionaram-se 16
cepas sensiveis (CIM 50,08ug/rl) e 24 resistentes (CIM % lug/ml). Essas culturas
foram entdao testadas, frente aos demais egentes antimicrobiancs, para
determinarem-se as CIM 50 e 90, isto &, as concentracgtes de droga - requeridas para
inibir 50% e 90% das linhagens, respectivamente,

Guupamento sonofogies - 0s gonococos foram classificados, como pertencentes ao
sorogrupe IA (WI) ou IB (WII, III), através da coaglutinacdo, enpregando-se
anticorpos monoclonais chtidos comercialmente (Pharmacia). Na realizagado do teste
chedeceram-se instrucdes do fabricante.

Anibise estatistica - Ma avaliacio dos resultados apregaram-se o teste do Chi
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quadrado e a prova da vero-méxima semelhanca cam o fator de correcao de Williams,
aceitando~-se como nivel de significincia o valor correspandente a 0,05 (19).

Resultados FPigura 1 - Sensibilidade a

penicilina G entre 181

As determinacles da CIM da penicilina G para as culturas de £onococos
181 culturas de gonococos estao representadas na beta-lactamase negativos

Figura 1. Pelo critério adotado (17), 19 estirpes
{10,5%}) foram consideradas sensiveis, 138 (76,2%)}
oome moderamente resistentes e 24 (13,3%) como s
resistentes. 2s probabilidades de isclamento, na 36
rotina clinica, ée cepas moderamente resistentes
&0 significantes (p<0,001). &As CIM 50 e CIM 90
foram respectivamente 0,14 e 0,77ug/ml. Nas mesmas
condigCes teste, a CIM da penicilina para o S.
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Culburas %

10—
awrews padrao foi igual a 0,03pg/ml. .
Os resultados dos testes de sensibilidade das —r_ p—
~culturas de Nedssenia gonghrhoeae, resistentes e 0 0,03 0,06 ©,12 0,25 0,5 1 2
sensiveis a penicilina, aos outros agentes ‘
antimicrobianos, estio sintetizados na Tabela 1. PENICILLNA G (g / wl)

FXceqan & espectincmicina, as NACR foram nenos

sensiveis a essas drogas e as  linhagens

penicilina sensiveis. Isso ficou evidente quando se relacicnou a CIM 90 das cepas
resistentes com a CIM 90 das cepas sensiveis. Desse modo, as NGCR foram 7 vezes
mais resistentes a tetraciclina; 8 ao tianfenicol; 5 & cefotaxima e 2 wezes 2
roscyacing.

Os resultados do sorcgruparento de 174 linhagens de gonococos, nao produtores de
beta-lactamase, estio expostos na Tabela 2. Todas as 24 oepas de NGCR pertenceram
a0 sorogrupo IB. Por cutro lado, as cepas sensivels foram igualmente distribuidas
entre os sorogrupos IA e IB. A analise estatistica mostrou que ha wme assccoiagio
entre niveis & resisténeiz 3 penicilina e sorogrupo. As livhagens moderamente
resistentes e resistentes foram mais frequentemente distribuldas no sorogrupo IB
{p<0,01}.

Discussao

0s resultados indicam que a freguéncia de isclamento de linhagens moderadamente
resistentes e de NER estfo evoluindo no Recife, o que poderd, em futuro proximo,
prejuda,cax a posicio da penicilina, como nedlcazrento de escolha no tratamento da
gonorréia. Isso ficou evidente, cquando os atuais irdices foram comparados com
outros obtidos em estudo similar realizado em 1984 (M. Magalhdes, tese, prof.
titular de Microbiologia Médica, UFPE). os dados referentes a 1986 mostraram uma
elevacdo de tr8s pontos percentuais quanto ao isclamento de NGCR.

Tabela { - Sensibilidade comparativa entre linhagens de
N. gonomnhoede penicilina semsiveis e cromossomicamente
resistentes a cinco antibacterianos

Sengiveis {09 » 16} Resistentes (w2 = 24}
Antibacterianc CLt fughuly G ug/ul)

Variacio 50 GG Variacdo 50 90
Tetraciclina 9,12 -1, 0,3 8,57 1 -3 2,36 3,9
Tianfenicol 6,25 0,25 9,235 1 -2 1.5 1,8
Espectinanicing 6,25 -25 9,4 21,9 8,25 -25 15 22,5
Cefotaxima 9,002 - 0,004 0,062 0,003 £,008 - 0,016 0,612 0,015
fosoxacina ¢,008 - 0,016 0,008 9,014 0,016 - ¢,032 0,022 0,029




222

Embora ndc seja seguroc extrapolar conclusCes de
ordem terapButica, baseando-se apenas em resultados de
testes de sensibilidade, in vitro, a experiéncia
internacional mostra que ha correlsgao entre os niveis
de CIM de determinados agentes antimicrcbhianos, como a

Tabela 2 - Associagao
entre CIM da penjcilina.
G, para 174 linhagens :de
N.  gonorrhoeae, com o
SOTOErUpo.

penicilina, tetraciclina e tianfenicol, para as Simbolos: * = Os numeros
lirhagens de N. goaorihoeae infectantes, e sucesso no entre parenteses  sao
tratamento (21). A esse respeito, entretanto, os percentuais

resultados de avallacOes terap@uticas de gonorréias
associadas a linhagens exigindo uma CIM de penicilina

z1pg/ml nfo sfo uniformes. Em Manilha chteve-se uta  om o ki SoTogIEO
taxa de insucesso da ordem de 21% (21), enquanto na fug/ody 77 T T 15
Carclina do Norte 94% dos casos de gonorréia, ligades - -
etiologicamente as NGCR, no responderam ao tratamento o33 P
{5} . 0,12 62 20 132 42 {68)
A ccorrencia de NGCR, no Recife, nSo implica a 9,25 4815 13 13 48y)
existdncia do problema em cutras partes do Brasil. Em 0 B o ie s
Belo Horizonte, pelo menos até 1984, elas nac foram 2 2 0o 2(100)

encontradas. Nessa cidade, a CIM da penicilina para os
gonccocos  foram relativamente muito baixas, oscilando
entre 0,005 e 0,25ug/ml {1). Issc exemplifica a necessidade de cuidadoscs estudcs
clinico-bacterioldgicos regionais, antes cque se possa sugerir o abandono da
penicilina no tratamento da gonorréia. A penicilina & Unica, no tratamento da
doenga gonoodcica, por ser também capaz de abortar infeccdes sifiliticas
incipientes (7). Além disso, a selecio de um outrc medicamento antigonocdcico,
eventual substituto da penicilina, nac & decisdo simples. Uma das caracteristicas
da resisténcia cromossdmica & penicilina, chservada nessa e em  investigagdes
anteriores (1, 4, 6, 11), & a diminuicdo concamitante da sensibilidade do gonococo
penicilina resistente a cutras drogas nic relacionadas. Isso decorre das matagbes
nos "loci' pen B e mtr terem efeito pleiotrdpico, ocasicrando resisténcia
similtZnea & penicilina, tetraciclina, cleoranfenicel e eritromicina (20). Mo que
concerne & tetraciclina, os resultados dos testes de sensibilidade indicam que essa
poderia ser pouco eficiente no tratamento de infeccbes produzidas por NGCR.
Demonstrou-se, anteriormente, que os casos de ingucesso terapSutico sic mais
freqientes guande a CIM do antibidtico atinge lug/ml (8). Nas Filipinas, onde a
fredqiéncia de gonococos penicilina resistentes & elevada, o Indice previsivel de
falha com o uso da tetraciclina & de 43% {13}. O tianfenicol, também, mostrou-se
maito mencs ativo contra as NGCR, Na presente série, sua CIM 90 para as cepes
resistentes aproximou-se de 2ug/ml, nivel critico responsdvel por maior incidéncia
de malogros terapduticos {21). Dentye as drogas restantes: espectinamicina,
cefotaxima e rosoxacina, a Qltima, além de eficiente (20}, tem a vantagem da
administracdo "per os”. Recentements, uma nova gquinolina, a ciprofloxacina, hna
Infima dose de 100mg, foi capaz de curar 100% dos casos de gonorréias masculinas
nao complicadas (18).

A semelhanca das NGCR isoladas de varias cidades estadunidenses (16), todas as 24
cepas permambucanas foram classificadas no grupo IB. Isso, entretanto, ndo implica
identidade de linhagens, desde que a associagdo entre o sorogrupo IB e resisténcia
a0s antibidticos beta-lactamicos, em N. gonoathoeae, & fato bem conhecido {3),
Nesta conexd@o, & possivel que a notdvel predamindncia de gonococos pertencentes ao
sorogrupo I8, detectada no Recife, resulte da pequena freqidncia (10,5%) de
linhagens penicilina sensiveis.
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Fesumo

A extracdo de venenos de serpentes, associada ao "stress" ocasio-
nado pela manutencao desses animais em cativeiro, sao fatores im-
portantes na predisposicac z estomatite necrdtica. A espécie Az-
romonas  aydrophifa  tem sido frequentemente isolada como agents
etiologico desta doenca e a Pseudomonas agruginosa é considerada
um agente oportunista encontrado comumente em varias doencas de
animais de sangue fric em particularmente, nesta. Neste artigo,
os autores descrevem o isolamento de Agromonas hydrophila e Pseu-
domonas  aeruginoid, a partir de exsudato de lesces orais, de es—
tomatite necrotica em serpente Bothiops alfernatus (urutu-cruzei-
ro} mantida em eativeiro e utilizada como doadora de veneno, vi-
sando a producao de anti-soro para tratamento em casos de aciden—
tes ofidicos.

Sumpmary
Aznomonas hydprwa and Pseudomonas aeruginosa isolated 5fwm
stomatitis in Bothrops altennatus (Senpente, Viperidae)

Poisson extraction from captive snakes cause very often mucosal
lesions which tegether with the stress originated by their living
conditions may be important factors involved in the aetiology of
the necrotic stomatitis - mouth rot. Aexomonas hydrophifa has
been frequently recovered as the main agent responsible for the
disease and Pseudomonns aeruginosc is considered anm opportumist
bacterium commonly found in several animal diseases, ineluding
necrotic stomatitis in captive snakes. In the paper, the authors

*Trabalho spresentado no 119 Fnoontro de Pesquisas Veterinirias, 6 e 7 de  Novembro
de 1986, ECVA UNESP, Jaboticabal, SP.
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describe the isolation of Aeromonas hydrophile and Pheudomonas
aeruginosa from the exsudate of oral lesions of necrotic stomati-
tis in a brazilian snake, Bothnops allernatus (vrutu -~ cruzeiro)
mantained captive and used as poisson donor for the production of
antiserum for treatment in cases of ophidian accident.

Introdugao

As serpentes mantidas em cativeirc, sdo a unica fonte para a cbtencao de venenos,
matéria prima utilizada na produgdo de soros anti-ofidicos.

O cativeiro, para um grande nimerc de serpentes peconhentas ndo traduz todas as
suas necessidades, o que dificuita a adaptacio do animal, ocasionando-lhe um
constante estado de "“stress". A esta condicdo, sanam-se outros fatores come a
retirada do animal de seu habitat, o processo de captura e o transporte ar caixas
de madeirs lacradas, onde estas, em geral, permanecem durante dias até a chegada ao
seu destino.

O ambiente artificial determina mudancas no mecanismo fisiolégico das serpentes e
quando ndo adeguado, provoca alteraces capportamentais (6) como apatia, anorexia e
consequente perda de pesc, queda da resisténcia  (9), deficiéncias mrtricicnais,
ocasionando assim maior fragilidade da mucosa bucal, além de altos indices de
morbidade e mortalidade {1, 5, 8, 22).

2 manobra de extracio de veneno, associada a estas condicles, pode provocar
soluctes de continuidade na mucosa oral, inicialmente com discreta hamorragia,
favorecendo a invasic bacteriana e provocando as estomatites. Da  lesdo inicial
instalada a doenca pode comprometer toda a cavidade bucal e chegar a necrose (mouth
vot}; ou ainda se disseminar por outros orghos como esbfago e pulmdo,
canprometende-os seriamente ou provocar septicemias (1, 13).

A Aenomenas hydnophifa jA foi citada na literatura como agente primario de
estomatite necrdtica em serpentes independentemente da presenca de lesCes bucais
(17). Tawbém & citada oo responsavel pela septicemia hemorrdgica dos ofidios
transmitida por acaros (Ophdongssus serpenrticum) (4), alén de ser o agente da
doenca de anfibios conhecida como "red leg disease" (12, 18, 21) e tarbem ter sido
isclada em caso de Glceras em peixes (10).

A presenga da Pseudomenas aeruginosd, como bactéria oportunista, ja foi relatada
entre nds em caso ocorrido em serpente doadora de veneno Bothiops newwdiedi {14).

A presente notificacao, primeira em nosso meio, deve-se a0 isolamentc da
Aenomonas hydrophila, como agente primdrio de estomatite necrotica em Bothrops
alfieanalus.

Os autores visam alertar sobre © anplo espectro de doencas causadas por esta
bactéria em diversos orupos animais, tanto heterc camo hareotexmos, incluinde ©
homem {13) .

Material e Métodos

O material recebidc constou de exsudato oriunde de lesdc bucal, coletado com
auxilico de “sweb" estéril. Foli semeado em tubos contendo calde simples e em placas
de Petri com 0s sequintes meios: agar sanque de carneirc a 5%; &gar MacConkey e
agar cetremide {seletivo para Pseudomonas). Estes meios de cultura foram incubados
em estufa bacteriolégica a 37¢C por 24 horas. A partir do crescimento -em caldo
simples, foram realizadas novas semeaduras em placas de Petri contendo os tres
dltimos meios citados € en sequida incubadas nas mesmas condicles.

Do cultivo cbhtido em dgar cetremide realizaram-Se novos repiques, também em 3agar
sangue, para detectar possiveis propriedades heroliticas e dos diversos cultivos
cbtidos nos meios citados foram feitas provas bioquimicas.

Dos cultivos obtidos em &gar sangue prepararam~se esfregacos que foram a seguir
corados pelo método de Gram, para a chservagido ao microscOpio dptico.
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Resultados ‘ Tabela t -~ Provas de identificacao
‘ bioguimica.  (Sistema Bac~tray i1I
As placas que foram semeadas Interlab-Difco)= :
diretamente e a partir do caldo
gimples  apresentaram crescimento
bacterianc, revelando a presenca de
dois tipos distintos de coldnias, .  Agar

- Agar
tanto no agar MacConkey, quanto no MacConkey cetremide
agar que. Neste alt ! HemSlise (dgar sangue de carmeiro)  + - -
verificou-se que uma delas Producio de axidase N N .
determinava nitido halo de hemdlise Crescimento em calds cetremide + +

3, : Utilizagdo da acetamida, citrateo e
total. No . agar getrem}de, ralonato camo fontes de carbono - + +
entretanto, prolifercu um unico tipo Acidificacho da maltose + - -
de coldnia. HidrSlise da esculina . - -

2 bacterioscopia  possibilitou Harolise da arginina * + +

. T N idrdlise da uréia - - -
evidenciar bastonetes delicados e Producio de indol + _ -
Gram-negativos. Conclusdo: Aengronas  Pseudomonas

0s resultados do bioguimismo Pydrophite.  aeragisosa
bacterianc encontram-se sumariados
nas Tabelas 1, 2 e 3.

A interpretacac dos resultades Tabela 2 — Provas complementares para a
cbtidos permitiu caracterizar que a identificacao de Aenomonas _hydwophila.
colcnia  hemolitica tratava-se de (Bergey's Manual, 1984)

Aenomonas hydrophila e o bioguimismo P
das coldnias ndc  hemoliticas,
elou tra ose de U Crescimento em dgar nutrient 37eC

- N . - H nutriente & +
microrganiano Ao osxnportarmto Producio de pigmnto em Agar King B M
nestas provas era campativel com a AcidificacBo da salicina; sacarcse; arabinose;
identificacao dex Pseudomenas glicose; trealose; galactose; dextrina; lastose;

" amide e manitol *
aeruginosd. Mcidificagdo da xilose; ramose; dulcitol e

inositol -

Redugac do nitrato a nitrito +

. - Producio de catalase; Dnase  gelatirase +
D scussao Producdo de fenilalaninadesaminase -

. Produgao de acetoina [Voges—Proskauer) +

o0 10 droohii b Motilicade em gota pendente +

A __mc.,- hy P h’f’ea e um agem_'fe Crescirento em caldo sinples com 6,5% de NaCl -

. patogenico reconhecide como capaz de
atingir diferentes especies de
animais heterotermos, tais  como
peixes, anfibios e repteis (15, 13, Tabela 3 - Provas complementares para
20, 21, 22} e, emras, € o agente a identificacac de  Pseudomonas
causal da doenga da perna vermeltha aesuginosa. (Bergey's Manual, 1984)
{red leg disease} {12, 18, 21).

a presenga da Pseudomonas
aghuginosa como agente causador de
estomatites ja foi citada entre nos Producio de pignento em igar King B .
(14). A literatura aponta esta Solubilidade do pigmento em clorofdmic +
bactéria geralmente oomo  agente izgil_idaf-e en g0t penc_‘xirn?: *

- - - -~ . uGas Qo niitra 4 nitrito +
securgdario ng.s_z_nfecgoes em repteis Roidificacio da glicose M
{19, 20). £ vAlido ressaltar que a Acidificacdo da xilose; trealose; arabincse:
Pseudemonas aeaugincsa € encontrada loctose; rarmose; salicing; galactose;  ~

flora hac 5 no 3 da inositol: sorbitol ¢ amide -
na . < ana Producao da gelatinase +
cavidade oral de serpentes, Crescimento em caldy BHI: a 415C +
sugerindc que a infecgio por este a i -
agente estd condicionada ac estado
de satde do hospedeiro,

comportando-se, portanto, como agente invasor oportunista (7).

A mesma situacao ocorre nos casos de Proteus minabifis e Streptococeus viridans,
fato j& relatado em nosso meio, com agentes de estomatites em serpentes nao
pegonhentas (11). .

Enquanto a Pseudomonas aerugincsa se coloca camo agente de diversas doencas em
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répteis, a Aeiomonas hydrophifa ndo aparece na microbicta oral de serpentes 3, N
e & também sabido que nio necessita de prévia solugao de continuidade da mucosa
oral para promover a estomatite {17). A estomatite necrosante causada pela
Aenomonas hydrophifa & ura doenca propria de animais mantidos em cativeiro, nao
tendo sido reportado até o momento, casos em serpentes de vida livre (16, 17).

A associacdo dessas duas bactérias, como no caso ora apresentado, & igualmente
notificada por varios autores {5, 9, 15, 19) e caracteriza um papel patogénico
oconsideravelmente maior na severidade da doenga.

Instalada a estamatite, esta pode passar a um estado de cronicidade, que depende
da resisténcia do organismo da serpente, ou pode evoluir para um processo agudo,
quase sempre Com uma septicemia, geralmente fatal.

O presente relato, assim como o de Bellucmini & ool., 1976/77, mostra que ©
manejo periddico para a extragdc de veneno e a sindrome de ma adaptacac em
cativeiro (6), sio fatores desencadeadores de processcs patolbgicos bucais, onde
bactérias se instalam, ocasionando frequentemente a morte destes animais.

Nossas cbservacdes no desenrolar do presente trabalho, permitiram constatar que a
resposta a0 tratamento de tais afecgdes, esth diretamente relaciconada 3 precocidade
com que se estabelece o diagndstico e a rapida instituicdc de um esquema
terapéutico adequado.

0 manejo eficiente, a higienizacdo e desinfeccado do biotério; a extragado de
veneno oo a mAxima assepsia possivel e a constante cbservacdo dos animais s&o
procedimentos que devem ser adotados para obtermos animais sadics em condigOes de
serem utilizados na produgao de venenos.
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Resumo

Embora linhagens de Neisseria gonorrhoeae produtoras de penicili-
nase (NGPP) fossem primeiramente reconhecidas no Recife desde
maio de 1983, a incidéncia permaneceu baixa (0,6%) até marco de
1986 quando aguela proporgao elevou-se rapidamente atingindo
8,3%. Tal aumento foi atribuido a introducao de uma nova cepa de
NGPP, pertencente ao sorogrupo IB, na comunidade. Coincidentemen-—
te, como resultado de modificagoes na politica econdmica, o tra-
tamento da gonorreéia com drogas beta-lactamase resistentes foi
prejudicado facilitando a disseminagao daquela cepa resistente. A
maioria das NGPP (95%) isoladas durante esse estude abrigavam o
plasmidio de 4,7Mdal sem o plasmidio conjugativo, e 80Z das iso-
ladas em 1986 pertenceram ac sorogrupo IB. Todas as NGPP foram
sensiveis ao tianfenicol, espectinomicina, rosoxacina e cefotaxi-
ma, porém exigiram concentracoes inibitorias minimas maiores que
as linhagens penicilina susceptiveis.

Summaxry
Peniciflinase producing Neisseria gonothoeae .dn Recife, Buazif

Though peniciliinase producing Nedsserndia gonofrhoeae (PPHG) were
first recognized in Recife since May 1983, the incidence remained
low (0.6%) until March 1986 when that proportion rose rapidly to
reach 8.3%Z. Such increase was attributed to the introduction of a
new PENG strain, belonging to serogroup IB, in the community. In-
cidentally, as a result of changes in the ecomomic policy, the
treatment of gonorrhoea with beta-lactamase resistant drugs was
impaired facilitating the spread of that resistant strain, Most
PENG (95%) isolated during this study harboured the 4.7Mdal plas—
mid without the transfer plasmid, and 80%Z of those recovered in
1986 belonged to serogroup IB. All PPNG were sensible to thiamp-
henicol, spectinmomycin, rosoxacin and ceforaxime, but they requi-
red greater minimal inhibitory concentraticns than the penicillin
susceptible strains.

Introducdo

Bn 1976, a histdria da penicilina resistdncia enire as bactérias foi

*Trabalho financiado pele CNPy (Processc ne 405.101/85).
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revolucicnada quando, simultaneamente, na Ingliaterra {20} e Estados Unidos (2), as
primeiras linhagens de Nedssernia gonoathoeae produtoras de penicilinase  (NGPP)
foram reconhecidas. Umn ano derois, 15 paises relatavem 397 casos de infeccdo por
NGPP a Organizacac Mundial da Satde {26), e verifica-se que a sintese da enzima &
governada pela presenga alternativa de dois tipos de plasmidios Pct, um de 4,4 2
4, Mdal, e un cutro de 3,2 a 3,44dal. Mais recentements, um novo plasmidic PcT, de
peso molecular intermediario, foi isolado na Franga (8).

A maneira de camo © gonococo adquiriu seus plasmidios Po & controversa (19, 22,
24) . Com certeza sabe-se, apenas, que eles s&o relacicnados geneticamente e possuem
40% da s=equéncia transponivel de Tn2, um transposon que inclui o gene bla,
responsavel pela producdo de uma beta-lactzmase tipo TRM-1 (5, 7, 10).

O reconhecimento de plasmidios Pc¥ nos gonococos proporcionou o 0 kemor
generalizado de que as NGPP logo se espalhariam e predaminariam no mundo. Isso G
uma realidade no Extramo Oriente e Africa onde se tém encontrado Indices entre 40 e
87% (16, 25). Mo Brasil, salve inquéritcs limitados realizados em Brasilia, quando
se cbservou frequéncia de NGPP em torno de 5% (Franchine, M. - commicacio
pesseal), e da publicacao de casos esporddicos occorridos no Recife (12) e SGo Paulo
{11), pouco se sabe a respeito desse inportante problema epidemioldgico. Isso
estimilon o presente trabalho que relata a evolucBc da resisténcia plaswidica 3
penicilina, entre linhagens clinicas de gonococos isolados ro Recife no pericdo de
1983 a 1986.

Material e MEtodos

Colecio das ecubtunas de NGPP - Entre janeiro de 1983 e outubro de 1986, foram
isoladas no Recife, em laboratdrio privado de micrabiclogia, 996 culturas de N.
gonurinoeae, Todas foram testadas para produgzo de beta-lactamase pelo método da
cefalosporina cromogenica (17). As culturas reagentes foram suspensas em 0,2ml de
sangque desfibrinado de coelho e conservadas a -70°C para estude posterior. Os
pacientes que forneceram culturas de NGPP foram inquiridos a respeito de viagens
recentes, habitos semuais e orovivel fonte de contagio.

Identificacdo das NGPP - Todas as culturas produtoras de beta-lactamase foram
confimadas oomo N. gononrheeas: se constituldas por diploceocos Gram negativos, se
reativas aos testes da oxidase e catalase e se produziram a prolil-aminopeptidase
ac teste Gonocheck IT {E.Y. Laboratories).

Testes de sensibilidade - Forsm realizados pelo método das diluigdes em Agar. Os
detalhes técnicos foram descritos anteriommente {13). Por cutra parte nos testes &
ampicilina utilizou-se © métedo da difusiio em Zgar (3). Com ¢ propdsito de se ohter
dados comparativos, incluiram-se, nos testes de sensibilidade & tetraciclina,
tienfenicol, espectinomicina, rosoxacina e cefotaxima, 16 linbagens de jonocooos

icilira sensiveis, isto €, culturas que exigiram wma concentracdo inibitoria
minima {CIM) 20,06ug/ml.

Grupamento sonofogico - Bs lihagers de NGPP foram classificadas nos grupos IA_ (WI)
ou IB (WII, WIII) através da coaglutinagdo, empregando-se anticorpos moroclonais
optidos  comercialmente  (Pharmacia)., Na realizacho dox  testes obedeceram—se
instrugtes do fabricante.

1sodamento e caracterizacdo des plasmidios - 25 culbiras de NGPP foram cultivadas
em melc GC (Difco), adicionado de Suplemento II (Merck) a 1% e Sug/ml de
ampicilina, durante 14 a 16h, € O crescimento bacterianc suspenso em tappSc Tris
acetato  40mM-EDTRZmM, i1 8. As suspensoes bacterianas foram submetidas & extracio
alcalina (4) e a caracterizacao fisica dos plasmidios realizada através de anilise
eletroforética =mn gel de agarcse (14).
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Resultados Tabela 1

- QOcorrencia e

sorogrupamento de 28 cepas de NGPP

Das 996 culturas submetidas ac teste da de acordo com o ano de isclamento

cefalosporina cromogénica, 29 (2,93 foram
reagentes. Dessas estirpes, 86% foram

isoladas da uretra de pacientes
heterosexuais masculinos e 14% da cBrVice 0 we s, nowe Sorogn
utering. Nentnm  desses pacientes havia IA B
estado fora do Recife, nos 20 di

oroe S dla’?’ que 1983 236 3 (1,4% 3 (100%) o
anterederam o inicio dos sintomas. Oitenta 1984 230 1 (0.4] 1 (100%) 0
por centoc  dos pacientes masculinos 1985 250 © - -
atribuiram o contigio a intercurso com 196 GB0 25 8.3Y 5o 20 (Bow
prostitutas.

Os percentuais de isolamento das NGPP, de
acordo com 0 ano de ocorréncia, est®o condensadss ta Tabela 1. Mo ano de 1986,
observou-se o mais elevado Indice de frequéncia (8,3%). :

0s resultados do sorogruparento das NGPP estdo expostos, também, na Tabela 1.
Vinte cepas {(69%) pertenceram ao scrogrupe IB, porém todas as quatro linhagens,
isoladas antes de 1986, foram dc sorogrupo IA, .

Dentre 20 linhagens e NOPP,  submetidas & andlise eletroforética, 19 (95%)
possuiam o plasmidio Pc* de 4,7Mdal, todas o plasmidic criptico de 2,7Mdal, uma o
plasmidic Pct de 3,8dal e, nevhuma o plasmidio conjugativo de 24Mdal. A Figura 1
representa & ccn::u.da eletroforética das prz.n‘e:.ras linhagens de NGPP isoladas no
Recife e de duas estirpes penicilina sensiveis, uma delas portando © plasmidio
conjugativo.

No que concerme aos testes de sensmllldade, todas as cepas de NGPP exigirem uma
CIM de penicilina G superior a 2ug/ml e nao mostrarem qualquer halo de inibigdo,

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarcse dos plasmidios de
N. gonoanhoeae e dos ‘plasmidios padroes.

Simbolos: Canal A. Cepa selvagem apresentado apenas o
plasmidio crlptlco de 2,7 Mdal. Canal B: Cepz selvagem
exibindo, tambem, o plasmidio conjugative de 24 Mdal. Canal
C, E, F, G, H: NGPP abrigando os piasmidios Pcr de 3,4 Mdal.
Canal D: NGPP com o plasmidio Pc¥ de 3,4 Mdal. Canais I, J,
¥, L: Plasmidios padroes. Analise realizada pelo Dr. Didgenes
Santos, Porto Alegre
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quando testadas frente aos discos contendo 10ug de ampicilina. A Tabela 2 mostra os
resultados dos testes de sensibilidade das liphagens penicilina sensiveis e de NGPP
& cinco drogas antigonococicas altermativas. As NGPP  foram  menos susceptiveis a
essas drogas que as linhagens penicilina sensiveis.

Tabela 2 — Sensibilidade comparativa entre linhagens de
N. gononrhoeaz penicilinz sensiveis e de NGPP a cinco
drogas antibacterianas

Sencivels n? = 16) NP (% =24)
37 o fred T {nafmd

Antibacterisno CAM (g fmt) 2 {ngmd)

varlacio 50 906 Variaeio 50 S0
Tebraciclina g,12 - % 0,35 0,57 g, - 4 8,% 2
Tianfenicol G,25 0,25 0,23 1 K 1
Espectinunicina 6,25 -~ 25 9,4 21,4 6,25 - 25 4,4 22,5
Rosoxacina §,008 - 9,016 0,008 0,014 G,008 - 0,032 0,016 0,029
Cefotaxima Q3,602 - 0,004 0,002 0,062 0,002 - u,0%6 £,00C a,014
Di scuss3o

No Recife, a primeira linhagem de NGPP fol isolada em maio de 1983 (12}, mas ndo
se pdde determinar a época exata em que surgiram devido & inexist@ncia de
investigacCes anteriores socbre o assunto. Assim, embora detectadas ha alguns anos,
as NGPP encontraram dificuldades em se implantar e disseminar-se. Situacio
surpreendente guando conparada ac que ocorreu em determinadas cidades da Asia  (25)
e Africa (16), onde o espalhamento das NGPP foi explosivo. As cidades do Terceiro
Mundo partilham idénticos preblemas médico sociais, tais como: prostituigdo
tolerada, wvenda de antibidticos sem prescrigao e auséncia de servicos de salide
capazes de rastrear os casos novos de gonorréias penicilina resistentes e seus
contatos.

Aui, e provavelmente em cutras cidades brasileivas, a wmaicoria dos casos de
gonorréia & primariamente vista nas farmécias e tratada com o esquema ampicilina e
probenicide. Porém, quando ha falha terapSutica, ou mesmo camo  primeira opgio, &
corriqueiro © use de oniras drogas antimicrobianas (tianfenicol, espectinamicina,
rosoxacina, gentamicina e tetraciclina). Nesta conex@o, werificou-se recentemente
em Porto Alegre, eam resposta a consultas similadas, que 88% dos balconistas de
farmécias indicam terap@uticas antimicrobiana para seus clientes (23). Desse modo,
contrariando © que € historicamente aceito para os palses em desenvolvimento, a
respeito de cutros sistemas droga microrganismo (15), a awpla utilizacio de
qumuo‘ce:capla antigonorréica altermativa da penicilina poderia ser fator limitante
e ndo estimilo ao espathamento das NGPP. Isso & corrckborado pelo exemplo da Franca,
cnde a susbstituigao da penicilina G, por cutros medicamentos, no tratamento
inicial da gonorréia, foi responsabilizada pelo retardamento de  implantacHo
daquelas linhagens (21).

A manutencao na natureza de estirpes hacterianas portadoras de plasmidios R &
facilitada pela pressio seletiva e constante de agentes antimicrcobianos (1). Essa
assertiva & indiscutivelmente valida com referéncia 4&s  entercbactfrias e
psendononas  cujos plasm.dlos R governam resist8ncia a miltiplas drogas. Por cutra
parte, os gonococos abrigam Unico plasmidio Pc¥, conferindo resist@ncia somente &
penicilina. Desse modo, se agentes antlgmorrelcos eficazes e beta-lactamase
resistentes séo constantemente ofertados a coletividade, as chances de eliminacido
das NGPP s3o idénticas 2 das linhagens sernsiveis. Isso explicaria o que estava
acontecendo no Recife até 1986, gquando hoove sibita eleva(;ao nos Indices de
isolarento das NGPP. Oomc1dentene"1te esse surto inicicu-se apds o carnaval, época
em que milhares de turistas wvisitam o Recife, e houwve a implantagdo do d‘xanado
Plano Cruzado, medida econdmica responsavel pelas dificuldades em se adquirir
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variados bens de oonsumo, inclusive as drogas antigonoctcicas beta-lactamase
resistentes. Portanto, & possivel que, em margo de 1986, tenha sido introduzida na
commidade wma nova cepa de NGPP dotada de elevada transnu_ssz_bllldade. De fato,
todas as cepas detectadas em 1986 apresentaram idéntico modelo Qlasmldloo e BO0%
delas pertenceram a0 sorogrupo IB, sOrogrupo néo encontrado, até entdo, entre as
NGPP isoladas no Recife. E provavel, ainda, que o© espalhaxrento dessa yecem
introduzida linhagem houvesse sido facilitada pela diminuicde da oferta das drogas
antigonococicas alternativas da penicilina.

Embora os testes de sensibilidade evidenciassem que as NGPP exigiram CIMs 50 e
90, de varias cirogas antigonococicas alternativas, superiores as requeridas pelas
cepas penicilina sensiveis, as CIMs estiveram muito abaixo das concentracoes
eriticas que distinguem as cepas clinicamente resistentes. A exigéneia de CIMs mais
elevadas indica, também, gue as linhagens de NGPP, circulantes no Recife, além da
resisténcia plasmidica, possuem ainda um certo graw de penicilina resisténcia
cramossomicarente mediada. As linhagens de N.  gonoathoeae cromossomicamernte
resistentes sdo menos sensivels a cutras drogas antimicrobianas, estruturalmente
relacionadas & penhicilina (6, 9, 13 18). Se os atnais indices de isolamento de
NGPP persistirem cu aumentarem, e se & levada em consideracio a taxa de freguéncia
de 133 de gonococos cramossomicamente resistentes (13}, a posigdo da penicilina,
camo droga de escolha no tratamento de gonorréia, € questionavel no Recife.
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Fesumo

Foram estudadas ocito colegdes aguaticas naturais obtidas na cida—
de do Rio de Janeire, objetivando o isolamento de Yeasinds sp. Em
sessenta e quatro amostras de agua processadas, vinte e seis
(42,2%7) wmostraram-se positivas para a presenga de Yersinda sp.
proporcionando o isolamento de 55 amostras que foram classifica-
das em quatro diferentes espacies: Y. intewmediz (61,82), Y. en-
tenccolitica (18,2%), V. fredenihsenid (16,37) o V. bhalstensendd
(3,6%2). As amostras de Yeasinia sp. isoladas foram grupadas em
biotipes, sorotipos e lisotipos, tendo sido encontrado entre elas
o sorotipo (:5 implicado em infecgoes humanas na cidade do Rio de
Janeiro. A pesquisa do potencial patogenico das amostras isoladas
foi realizada atraves da detecgao de enterotoxina termoestavel
{(57), da capacidade de autoaglutinacao e da dependéncia ac ion
calcio. Em sua maioria, as amostras de Yersdnia sp. mostraram—se
avirulentas frente as trés provas estudadas.

Sumary

Occurrenice of Yersdnia &p. in natwral acquatic resoureces of Rio
de Jangiro city

Fight natural acquatic collections obtained in Rio de Janeiro we-
re investigated aiming the isolation of VYemsindia sp. of sixty
four water samples studied 26 (42,27) were positive for Yersdndia
sp. providing 55 strains classified as V. infewmedia (51,8Z), V.
enterocolitica (18,27), Y. fredendilsendd (16,3%7) and Y. halsfen-
sendd (3,6%). Yensdnia isolates were grouped according to bio,
sero and lisotypes. Serotype (:3 which has been associated to hu-
man infections in Rio de Janeiro was identified among Y. enfero-
cofitica strains. Investigation of potential pathogenic proper—
ties of the isolates included the detection of ST toxin, autoag-
glutination capacity and calcium dependency. Most of the strains
were shown to be non~virulent according to these tests.

Introducao

235

0 género Yensinia ocupa, na atualidade, uma destacada posiclo dentrc da familia
Entehebacteriacese, em  virtude de  reunir espécies de importdncia médica

relacionadas a uwa - variedade de manifestacoes clinicas,
gastroenterite. A  epidemiologia das  infecgbes  humanas

Rev. Microbicl., Sao Paulo, 18(3):235-242, Jul./Set. 1987.

particularmente
causadas por Y.
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enferocolitica, V. Aintemmedia, V. frederifsenii e V. hristensenii ainda nio estd
totalmente definida. Publicacles recentes, porém, demonstram cue estes
microrganismos estdo amplamente disseminados no nelio animal e aquatico (16,17, 22,
33, 36) entre humanos diarreicos e/ou aparentemente noxmais (25, 27, 29, 35 e em
alimentos (27, 31}).

O ambiente aquatico assume, dentyo destas varlévezs, considerdvel inportancia
relo possivel papel de reservatdrio e weiculo de transmissio de yersinioses,
principalmente devido ac consumo de aguas contaminadas por Y. enterccolditdca.

. As limitagles nas investigagGes da presenca e distribuicBo de VYewsinia sp. em .
redutos aguaticos naturais na cidade do Rio de Janeiro, motivaram o desenvolvimento
do presente trabalho, bem camo o estudo da possivel habilidade patog@nica das
amostras iscladas.

Material e Metodos

Onigem e processamento das amosinas de agua analisadas - Foram utilizadas amostras
de agua obtidas em oito locais de coleta de modo a formarem gradientes de poluigéo
e de salinidade. Quatro dos locais (cOrregos e rics) encontram-se situados ao longo
do rio Cachoeira, gue nasce no Pargue Nacional da Tijuca e finda no Alto da Eea
Vista; um na Lagoa da Tijuca; outro nas Aquas ocednicas da Barra da Tijuca e os
dois Gltimos no estudric poluldo que circunda a Ilha do Pundio.
As amostras de agua coletadas foram devidamente analisadas ¢uanto aos pa.rame&os
fmlm—qnmucos de temperatura, pH e salinidade (34) e quanto a analise dos Indices
- colimetrices para a determminagdc de poluicdo fecal, utilizando-se a técnica do
Nimero Mais Provavel (MP) (1).

Metodo de isolamento e ddentificacdo presuntiva das amostras de Yensinia sp.
obtéidas - A técnica utilizada no isolamento de Yensdinia sp. a partir das dguas
coletadas fol determinada apds estudo comparativo entre o método de  filtraglo em
membrana Millipore de porc H.A. 0,45um, didmetro 47mm (Millipore Filter Corporation
Belford, MA., USA) e o metocdo de centrifugacio a 16.300g por 10 min a 4°C (37).

0s estudos revelaram camo melhor método a técnica de centrifugaclie (15). Assim,
as amostras de agua foram centrifugadas e seus sedimentos enricquecidos em caldo
sorbitol-bile-peptona (43), incubados por 21 dias a 4°C. 2pds este periocdo,
realizou-se o plaqueamento em &gar Mac Corkey e agar desoxicolato citrato (BBL)
incubados a 25°C por 48 horas. As collnias crescidas, suspeitas de pertencerem ao
género Yersinda, foram identificadas por provas bioquimicas convercionais (38, 39),
corplementadas pelo sistema APT 20E {Analytab Products, Inc).

C&Aé&ﬁma& das amostnas de Yensinia sp. em biotipes, sonolipos ¢ Bisolipos - A
caracterizacdc das amostras em biotipos, sorotlpos e lisotipos foi realizada na
Faculdade de Ciencias FammacButicas de Araraquara, SP (Prof2 Dra Deise P. Falcdo).

Pesquisa do potencial patogéenico das amostras de Yensinéa sp. disobadas - a.
Pesquisa de Loxina tenmoestavef - Foi realizada conforme metodologia descrita por
Dean & col. (8), dbservando wodificacao proposta por Nunes & Ricciardi {30).

b. Teste de awto- ag&»tmac;ao (3) - & partir de wa coldnia de Veasdnia cultivads
por 48 horas a 259C en agar desoxicolato citrato {(BBL) foram semeados dois tubos
contendo meio de Clark & Lubs, sendo um incubado a 250C e o outro a 379C, por 20
horas. Para cada arostra foram escolhidas trés colfnias para o teste. O resultado
foi considerado positivo cuando a aglutinacdo foi wverificada apenas no tubo
incubado a temperatura de 37°C, mostrando um crescimento homogénso no tubo incubado
a 25°C. O teste foi considerade negativo quando, sob ambas as temperaturas, ocorreu
crescimento harogeéneo.

e. Teste de cafeio dependencia {4] - As amostras de Versdinin sp. foram semeadas em
caldo infusc de cérebro e coracio {BHI) e incubadas a 25°C, por 24 horas, Decorrido
esse periodo, os crescimentc foram diluidos em salina tarponada pH 7.4. A partir
das dllulcoes 107% e 10~%, foram semeados 0,1ml em placas de BHI adicicnado de 2%
de &gar, e incubadas a 259 e 37°C. O teste foi considerado positivo quando houve
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crescimento hamogéneo na placa incubada a 25°C e o aparecimento de colonias grandes
e pequenas na incubada a 37°C. Foi oonsiderado negativo quardo scb ambas as
temperaturas, ocorreu crescimento homogéneo. A amostra que forneceu teste positivo
foi semeada em BHI, adicionado de 2% de agar e 30mM de CaClp (9), para confirmar a
dependéncia do cilcio associado oom a temperatura. A confirmacic desta dependéncia
foi mostrada pelo aparecimento de crescimento hamogéneo em anbas as tepperaturas.

Resultados

Analise {isico-quimica e microbiofogica das aguas examinadas - As temperaturas
médias das A&guas dos estudrios foram semelhantes e em torno de 28,0°C. Nas aguas
dos cbrregos, rios, mar e lagoa, verificaram-se médias de 20,00C; 22,00C, 22,oC e
24,00C, respectivamente.

O ph das aguas apresentou-se alcalino nog estuarios, no mar e na lagoa com medias
que variaram de 7.4 a 8.0. As amostras de agua doce forneceram valcres mais baixos
do que as salgadas, com leve tendéncia i acidez (6,0 a 6,9). As médias aritméticas
chtidas nas determiractes da salinidade das Aguas salgadas wostraram valores de
17,8 e 24,3%. para os dois estuarics, 32,6%. para as &quas do mer e, finalwente,
14,8%. para as dcuas da lagoa

Os indices colimétricos encontrados para as aguas dos estudrios, rics e lagoa
(contagens em tomo de 10° bactérias/100ml para coliformes totais e fecais)
permitiram caracterizd-las como aguas de elevada contaminacdo fecal (12, 32). BAs
Aguas dos cdrregos e do mar foram bem menos poluidas que as demais, registrando-se
indices proximos a 10° bact@rias/100ml para coliformes totais e fecais.

Isofamento de Yeasinia sp. de nedufos aguaticos - A técnica de isolamento
anteriormente relatada levou & cbtencio de wn hxm percentual de isolamento (42,2%)
de Yemsinia sp. a partir da andlise das sessenta e quatro amostras de Egua
processadas (Tabela 1). A adog@o desta metodologia permitiu a caracterizagao de 55
amostras de Yersinia sp. dos oito locais de coleta estudados. A maior frequéncia de
icolamento foi a de Y. {nfermedia com 34 amostras (61,8%) seguidos de 10 amostras
de V. enterccolitica (18,2%), nove de V. jredeniksenid {(16,3%) e de duas amostras
de Y. kristensendl (3,6%).

Tabela 1 — fnc_lice de positividade wverificade entre as amostras de agua doce,
sglgada, estuaric e lagoa, examinadas com relacac a presenca de Yeasdndia sp.
Simbolos: * Local 3 = Situado proximc a poute que da acessc a Ilha do Funddo; *#%

Local_ # = Situade em frente a Itha do Governador, distando do Local 3
aproximadamente },2Km

Tipos da Oxigem e n rran Relagie do nw de zostras de Ggva exeminadas/
Zqua Iocais de Coleta o de aostras positivas para Yeasdnlasp. (%)
doce COLLREDS Pavie @ Virginia 8/2 {25%)
{Parque Necional da Tijuca) Retiro dos Pintores 8/2 {25%)
doce rios Boa Vista 8/8 {100%)
(Ric Cacrweiral Fornag 8/4 {30%)
salgadz  mar Barra da Tijuca /1 (12,5%)
szlgada  estpirios Iocal 3% 3/4 ’ [50%)
{Ilra do Fundan) Local 67 8/2 {25%)
salgada lagea Ilha dos Pescadores 8/3 (37,5%)

Tl 64/26 (42,2%}
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CLassificacdo das amosinas de Yeasinia sp. em biotipos, sonotipos e Lisotipos - Das
dez amostras de V. eatenceclifica, trés foram identificadas mo bictipo 1 & uma
biotipo 2. As demais nic se enguadraram em nenhuma dos cinco biotipos proposto por
Wauters (42}, comportando-se de modo diversificado em algumas provas bioquimicas.
Quanto aos sorotipos, pode-se constatar que, das cihgquenta e cinco amostras de
Yensinia sp. isoladas, trinta e oito (69%) foram classificadas em quinze diferentes
sorctipos, sendo as restantes dezessete (31%), ndo aglutinfveis frente aocs 34
antissoros conhecides. Os sorotipos mais frequentemente encontrados foram o 0:16
(12,78}, 0:14 (10,9%), 0:10 [Kq] 9,3%), 0:4,33 (7,27%), O:[kq} (7,27%) e 0:5
(5,45%}.

Apenas dois lisotipos foram encontrados: Xo e X2, havendo predominfncia do
primeiro  independentemente das amostras terem sido classificadas camo V.
enterceolitica, V. intermedia, V. gredenihsenii e V. hristensenii (Tabelas 2 e 3).

Compontamento das amostras de Yensinia sp. nas provas de patogenicidade estudadas -
Dezessete amostras de Yersdnda sp. (31%) das cinquenta e cinco ‘isoladas, produziram
enterotoxina termoestavel. Uma reduzida percentagem (3,6%) era autcaglutinavel e
29% (16 arostras) foram positivas ra prova de cilcio dependéncia (Tabelas 2 e 3).

. -~

As analises fisico-quimicas das colegdes aguiticas estudadas, mostraram entre si
variacoes pouco significativas, nfo constituindo provavelmente fatores limitantes
o isolamento de Yensinie sp. tendo em vista a capacidade desses microrganismos de
crescer tamto a temperatura de refrigeragdo {11, 19) quantc a 3%°C (28), em uma

Tabela 2 - Caracteristicas das 38 amostras de Veasdinia sp. isoladas de
aguas doce na cidade do Rio de Janeiro.
Simbolos: NAG = Amostras nio aglutindvel; a = Amostra Voges FProskauer e

ramose negativas; b = Amostra Voges Proskauer negativa e citrato
positiva; ¢ = Amostra Voges Proskauer negativa e melobiose, metil D
glicosidase e rafinose positivas; d = Amostras melobiose, metil D

glicosidase e rafinose positivas

Ne de amostras X¢ de avmstras

testadas positivas
Locais de Amostras classificadss em ¢ d& amostras
coleta biotipes, sorotizos e lisotipos encantradas Toxina ST Auts Calcio-

2h  4h aglutinacic  dependdneia

Y. §rederihsenii ~0:16-%0 1 171 N 1/0 /0
Y. frederihsenii®-0:10(Ky]-Xz 1 11 1/1 /1 Al
Cirregos Y. enternceolilical—0:10[K;] ¥z 1 11 1A /0
Y. $rnedeniksenii —0:16-Xz 1 /0 170 1/6 1/0
Y. grederiksenii —6:10[Kq]-Xo z 272 272 2/0 21
Y. enterocelitica 1-0:5-Xz 2 2/ 2/2 2/0 210
Y. intermedic - 0:[Kil-¥o 4 41 4/0 4/0 4/3
Y. intemedin - MBG-Xz 5 5/1  5/0 5/0 5/1
Y. intemedin o NG—Xo 4 4/0  4/0 4/0 4/1
V. enterocolitica®—0:7,8-Xo 1 /0 1/0 1/0 1/1
Y. kadstensenii~G:11,24-¥o 1 11 101 1/0 1/0
Y. gredenibsendiNoG-¥z 1 /0 1/0 1/0 1/0
Rios Y. inteamedia—0:15-%z 1 0 10 1/0 140
¥. intewnedia-0:14-Xo 4 4/0 41 a/0 4/1
Y. inteamedia~0:14-Xz ] /6 1/0 1/0 11
¥, Lntenmedis-0,25,35%0 1 /0 1/0 1/0 1/1
Y. intermedin-D:4,33-Xz 2 2/1 2/0 2/0 270
Y. enferocolition 1-0:10{K4]-Xo 1 /0 1/0 1/0 1/0
V. entewcofiticadaag o 1 176 1/0 1/0 1/0
Y. inteamedin-NBG-Xz 1 YO Y 1/0 1/0
Y. enterwcelitica 1-0:5-Xz 1 /1 17 170 1/0
y 1 /6 10 1/0 1/G

. dttermedin-O: 14Xz
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YTabela 3 — Caracteristicas das 17 amostras de VYeusdnds sp.- isoladas de
dguas salgadas na cidade do Rio de Janeiro. )

Simbolos: NAC = Amostra nao aglutindvel; a = Amostra Voges Praskauer
negativa; b = Amostra melobiose, metil D glicosidase e rafinose positivas

N% de amostras Ne de amostras
Locais de BErostras classificadas em NY de ampstras testadas positivas
coleta bioti =0 i e lisoti ans . -
pos, sorotipos e lisotipos soneradas o a3 Cilcio

2h 4h agletinacdo Geperdéncia

Mar Y. fredenihsenid - 0:16-%o 1 /0 1/0 1/0 1/1
Estudrics Y. wmacauﬂmg —~ 2u0:16-X2 1 /0 1/0 1/0 1/0
y. enternocofitica” — O:ib-Hz 1 /0 1/0 1/0 1/0
V. intewmedia — Q:10-Xz 1 10 1/0 1/0 141
Y. intewmedia - 0:4,33-Xz i /0 /8 1/0 . 1/1
V. intewmedia - ¥pG-Yo K 10 10 170 1/1
Y. intenmedin - 0:13,7-Xo 1 e N 170 176
Y. hadstansenid - W5 - Xo 1 1 i1 1/0 1/0
Y. intermedia - 0:17-Xz 1 e 170 1/6 1/0
V. Diteumedia - WG - Xz 1 0 1/0 1/0 1/1
Y. enterocolitica® — 0:16-Xz 1 /0 1/0 170 1/0
ILagoa ¥. intenredin - 0:18+Xz 1 7o 10 30 1/0
Y. {redenihsenii - 0:16-Xz 1 e 10 /0 /0
Y. {redendbgenid - 0:2a, o, 3z 1 16 1/¢ 170 1/
Y. intermedia — NMG - Xz 2 2/ 2/0 2/0 2/¢
¥. intermadia — 0:4,32-Xz 1 10 1/6 1/ 1/0

sbrangente faixa de pH (36} e ainda serem capazes de tolerar elevedas concentragoes
de NaCl (22). Pela Tabela 1 pode-se observar que embora o menor iIndice de
isolamento (12,5%) tenha sido enconmtrade em aguas marinhas (Barra da Tijuca),
cutros fatores que ndc a salinidade, poderiam ter influenciado negativamente no
isolamento de VYersinia sp. como a presenca de micropredadores, bacteridfagos,
gsubstancias tdwicas e campeticdc por nutrientes (i8).

Comparando-se as analises colimétricas das dguas cam os percentuais de isolamento
encontrados para a presenca de Yersinie sp. (Tabela 1), foi possivel observar que
os maiores indices de positividade foram encontrados nos locais can elevada
contaminagdo fecal, excecio apenas notada em um dOs estnarics (Local 6), cue apesar.
de significativamente poluido, apresenton a mesma percentagem (25%) de isolamento
das &guas Ge crrego, estas com baixos niveis colimétricos. Com efeito, pode-se
inferir que a andlise colimétrica das dguas serve camo um provavel indicador da
presenca de Yersinia sp. no ambiente aquatico.

2s cinquenta & cinco arostras de Yeisinia sp. foram fenotipicamente identificadas
em 4 espécies: V. enterocclitica, Y. intewmedin, Y. 4rederibsenid e V. hrisiensenid
{Tabelas 1 e 2}. Comparando-se a frequéncia de isolamento das guatro espécies do
gérerc Yersinia encontradas neste trabalho, oom  aquelas dbtidas em aquag
superficiais por Shayegani & col. (33} nos Estados Unidos e em dguas de rio pot
Fukushima & col. (17) no Japao, cbeerva-se que tamb@m a espécie Y. .{nle/media foi g
mais frequentemente isolada, sequindo-se V. enterccolitica, V. gredenthsenii e V.
hristensenii. Estes dados, por sua semelhanga com oS encantrados neste tyabalho,
demonstram que os ‘habitats" destas especies sac comng, independentemente de
localizacdes geograficas tho diversas oamo os Estados Unidos, Japdo e Brasil.

Dessas especies, apenas ¥. enferccolitica havia sido implicada camo suspeita de
casos de qastroenterite humena tendo camo fonte de contégio aguas poluidas com esse
microrganisto {10, 21, 24). As demais espdcies encontradas sdo uswalmente isoladas
& meio arbiente (26) e, raramente asscciadas a infecedes humanas, podendo muitas
vezes onportarem-se Como patdgencs oportunistas ou entdo serem encontrados em
individuos ou animais sadios (5, 6, 26, 40).

A semelhanca & trabathos anteriores {17, 33) foi notado wun elevedo percentual
(312) de eamostras de VYeasinda sSp. ndo sorotiphveis. Os  scrotipos mais
frequenterente encontrados faram o 0:16; 0:14; 9:10 [K1]; 0:4,33; 0:[Rq] e 015, nEao
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terndo sido isolados qutros relacionados & casos de infecgBo em humanos na Eurcpa e
Brasil ({0:3}, nos Estados Unidos {0:8) e no Canadz {(0:5)}, reafirmendo informagtes
de gque estes sorotipos, ou estdo ausentes ou S3c encontrados em baixa freguéncia na
dgua (23). Aparentemente, & de grande significado epidemiolégico o iszolamento Je
amostras de V. enferocclitica pertencentes ao sorotipo 0:5, pelo fato do mesmo
estar implicado em infecgdes humanas no Estado do Rio de Janeiro (13, 14, 35), aiém
de ja ter sido encontrado na mesma cidade, em leite cru e/ou pasteurizado {37, 41),
em hamanos e animais diarr@icos ou nBo {29) e em um paciente om m;festacoes
reumaticas (2). A presenca deste sorotipo pode representar um risco em potencma}_ a
satde piblica, pela possibilidade de sua tranamissdc através do  ambiente agquatice
para animais e humanos.

No presente estudo, a maioria das amostras de Yersdnda sp. mostraram-se
aviralentas frente as trés provas de patogenicidade investigadas. De um modo geral,
as caracteristicas de viruléncia avaliadas ndo se nostraram relevantes na resquisa
da patogenicidade das ampstras de Versdnda sp. de origem ambiental, windo deste
modo  corrokorar proposa.r;oes de Happerud & Lassen {20) e Nunes {29) de que egses
testes de viruléncia sejam mais e}@reSSlVOS entre amostras de VYeasinda sp.
implicadas em casos clinicos do que nas espécies isoladas do ambiente,

A czpacidade de ambientes aquaticos abrigar amostras de Yeasdnda sp. e estes
atvarem ocamo reservatdrios naturais, parece bastante clara. Resta, contudo, uma
indagacdo a respeito da schrevida das diferentes espécies nesses ambientes, o que &
assunto de investigacido atualmente no laboratorio dos antores.
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Resano

Foram determinadas as frequéncias de isolamento de Campylobacter
texmofilico e de outros enteropatdgenos das fezes de 208 criancas
com diarreia aguda (Grupo diarreico} e de 133 criancas sem sinto-
mas gastrintestinais (Grupo controle). Campyfebacter sp. foi re-
cuperado das fezes de 29 criancas do grupo diarréico, tendo sido
o agente bacteriano isolado com maior frequencia nesse grupe de
criancas ~ 13,9%, seguido por EPEC - 6,87, Shigella sp. - 4,3% e
Satmonedla sp. - 2,9%. Nao foi isclada nemhume cepa de Campyfo-
bactes termofilico das fezes das criangas do grupo controle. Ba-
seados nestes dados salientamos a necessidade da pesquisa de Came
pufobacter termofilico de forma rotineira em criancas com diar-
réia aguda, a fim de melhorar o diagnostice etioldgice dessa
afeccao.

Samoary

Thermophilic Campylobacten in stools of children with dianrhea:
study with contnols

‘The frequency of thermophilic Campylobacter and other enteropat-
hogens isolation from 208 children stools with acute diarrhea
{Diarrheal group) and 133 children without gastrintestinal symp-
toms (Control group) was determined. Campylobacier sp. was reco-
vered from 29 children stools of the Diarrheal group, being the
bacterial agent isolated with higher Irequency in this group of
children - 13,9%, followed by EPEC - 6,87, Shigefla sp. - 4,37
and Salfworelfa sp. - 2,9%. Thermophilic Campylobacien was not
isolated from stools of any child of the Control group. Based on
these data we emphasize the necessity of investipgating the pre-
sence of thermophilie Campyfebacfer in the stools of children
with acute diarrhea, as a voutine procedure, s¢ that we can im-—
prove the eticlogical diagnostic of such disease.

Introdugao

O gerero Campylobacten & formado por bacilos  Gram-negativos,

243

&

espiralados. Seus representantes incluem patlgenos de animais e hawens, assim Com

*Parte da Tese de Mestradc da primeira autora.
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saprofitas {20, 21). B

Infecgdo cam Campylfobacter sp. & conhecida pelos médicos veterindrios ha muitos
anos, oMo causa coman de doenga entre os animais domésticos. Apenas recentemente,
porém, espécies de Campylobacter tém sido associadas a muitas patologias humanas,
tais «como: bacteremia, artrite séptica, sborto, endocardite, meningite,
reningoencefalite, tromboflebite e sindrame de Reiter, principalmente em individuos
com doencas debilitantes cu irumodeprimidos (21). A principal entidade clinica
atribuida a esses microrganiswos, no entanto, & a gastrenterite, sendo causada por
suas especies termofilicas (C. jejuni/C. cofi) e accmetends individuos de todas as
idades {(20}. Como acontece com cutros patdgenos intestinais, a infecgdo causada por
Campylobacfer mnem sempre produz sintomas, encontrando-se na literatura relatos de
excretores assintomaticos, principalmente entre os familiares de pacientes
infectados (3).

Na América Latina o primeiro relato de Campylobacter termofilico associado com
diarreia foi feito por Ricciardi & ¢ol. (15}, em 1979, no Rio de Janeiro, Brasil.
Os autores, estudando 186 criancas com idade méxima de .5 anos, as quais
apresentavam disrréia aguda ou crdnica, isolaram 9 cepas de Campylobacten,
correspondencdo a uma incidencia de 4,8%. Posteriormente, no Brasil, foram relatados
movos isolamentos dessa bactéria de fezes de criancas diarr@icas, com fregquéncias
variando entre 6,4 a 9,3% (6, 10, 12},

Considerando & importancia que se tem dado as espécies termofilicas de
Campylobacter camo agentes etioldgicos de diarréia, e tendo em vista os poucos
estudos em nosse meio sobre esses microrganismos, propusemo-nos a determinar sua
frequéncia de isolamento, tanto de criangas com diarréia aguda camo daquelas sem
sintomas gastrintestinais, correlacionando os dados cbtidos com a'idade e o sexo
das mespas. Foram ainda comparadas as frequéncias de isolamento de Campyfobacter
termofilico e de cutros enteropatégencs,

Material e Metodos

Durante o pericdo compreendido entre marco e agosto de 1982, foram estudadas, na

cidade de S Paulo, SP, amostras de fezes de 341 criancas de ambos oS sexos, de
nivel sécio-econtmico baixo, com idades compreendidas entre 11 dias e 12 anos,
divididas em 2 grupos: '
- Gupo diawreico (crnlancas com sintomatologial - 208 criancas com  idades
compreendidas  entre 11 dias e 12 anos, com diarréia aguda, atendidas no Servico de
Pediatria do Hospital Universitario da Universidade de SAo Paulo. Essas awostras
foram processadas imediatamente apdOs sua coleta, sem use de meio de ‘transporte.
Nelas foram pesquisados airda: Safmonelfa sp., Shigella sp., FEschenichin coli
enteroinvasora, Escherdichia cold erteropatogénica clissica (criancas com até 3 anos
de idade), helmintos, protozoarios e rotavirus,

- Grupo controle (eniancas sem sintomatologia) - 133 criancas eutrdficas, com
idades compreendidas entre 5 meses e 12 anos, sem sintomas gastrintestinais, De
cada crianca desse grupo obteve-se uma amostra de fezes, a qual foi dividida em 2
frascos plasticos, um com meio de transporte de Cary-Blair mxd., para pesquisa das
enterobactérias patogénicas acima citadas e de Campylobacter e ¢ outro, sem nenhum
meic de wiltuwra, para a pesguisa de helmintos e protozodrios, Nestas amostras ndo
foi realizada pesquisa de rotavirus. Todas as amosiras foram processadas dentro de
um pericdo na0 superior a 8 horas apds a colheita do material,

Para pesquisa de Campylobacter termofilico as amostras de fezes foram semeadas em
placas contendo o meio citade por Sack & col. (16), gue constitui wna modificacdo
do meic de Skirrow, tendo-se utilizado na sua preparac3o a mistura de antibiSticos
Campilofar {Cefar Fammaco-Diagnbstica Ltda., S3o Paulo SP, Brasil). As placas
semeadas foram incubadas em ura jarra com vela, a 42°C e examinadas apds 24 e 48
horas.

As cepas de Campylobacier sp. iscladas foram identificadas presuntivamente
através de coloragao de Cram e das provas de catalase e oxidase. Para a
identificacéo definitiva foram utilizadas as seguintes provas {(19): crescimento a
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25 e 420C, sensibilidade aoc Acido nalidixico, hidr6lise do hipurato e producdc de
HS am meio com ferro. B

As enterobactdrias patogénicas foram pesquisadas utilizando-se os metodos
descritos por Edwards & Bwing (5).

DPara o exame parasitoldgico das amostras de fezes empregou-se © método de
sedimentacdo.

A deteccdo de rotavirus nas amostras do grupo diarréice foi realizada por meic de
reagio immoenzimftica em fase sdlida, com a utilizagho de reagentes comerciais
"Rotazyme-rotavirus Diagnostic kit" (Abbott Laboratories, Chicago, EUA).

Resultados Tabela 1 - Positividade parz Campyfobacten
termofilico nas 208 criancas com diarréia

Nao foi isolada nenhuma cepa de  aguda, segundo o sexc e a faixa etaria.
Campylobacter  termofilico das 133 Simbolos: ¢ = Criangas do sexo masculine;

amostras de fezes das criancas do ¢ = criancas do sexo feminino; * = Em
grupo controle. meses {m) e anos {(a); *%¥ i,c. = Intervalo
Espécies termofilicas de de confianga

Campylobactern  (C.  fejund/C. coldd)
foram isoladas das fezes de 29
criancas do grupo dlarreico {13,9%),

nio tendo side rnotada gdiferenca Mrero de anoscrss
estatisticamente significativa na s . . positivas
~ - - -~ . s Faixa etdria* EBskudadas [
frequéncia de isolamento gquanto ao e
sexo  {¥* = 1,55} e quanto & idade (X [, % 1iex
= 1,635} dessas criangas (Tabela 1).
Das cepas de Campylobacter isoladas, ¢ '@ 6z 132 EROSIECE I
25 (86,28} foram classificadas como o s o 4°@91*
.. . . . i —T) - * R
Campyfobactern {fejund biotipo 1 e 4 ‘ 44 (5] 515 Ty~
(13,8%) como Campyfobucter  cold, . -
) £ %o d iaL—2a 54 i3'§ 7 [2 12,0 £ B, 7 ou
segund_ o esquema de identificagac de 23 5 dp = 4,6
Skirrow & Benjamin (19). o . Za b g2 59 21 g2 12,8 £10,2 0u
Campylobacten temofilice foi 18 7t dp = 5,3
isclado como - anico agente o122 - -

4
entercpatogénico de 15 (51,7%) das 29 8y
amostras positivas para essa bactéria; e T3 13928100
em quase a totalidade das 14 amostras % Wige 2l Tl
restantes encontrava—-se asscciado com
rotavirus, @n presenga ou nao de
cutros agentes, Ma Unica amostra onde
ndo foi detectado rotavivus, o Campyfobacter estava asscciado a  Ascaris
Lumbricoides e Trichunis Zrichiwia {Tabela 2).

Associacic de rotavirus com outras bactérias enteropatogénicas nas amostras
negativas para Campyfobacter foram cbservadas em 11 casos.

Dentre os agentes enteropatog&nicos encontradeos no grupo diarréico, Campylobacfen
foi o sequndo mais frequente, tendo sido sua ocorrencia inferior apenas a de
rotavirus (56,2%). As demais battérias enteropatogénicas pesquisadas foram isoladas
com as seguintes frequéncias: Salmonelfa sp. - 2,9%%; Shigella sp. - 4,3%;
Fschenichia coli enteropatogénica classica - 6,8% e Escherichia cofl enteroinvasora
-~ 0,5% (Tabela 3).

Discussac

A frecuéncia de isolamento de Campylobacter termofilico de criangas com diarréia
aguda encontrada npeste trabalho (13,9%) foi semelhante &s encontradas por alguns
autores {7, 8, 9, 13) an palses do 39 mmdo, tais caro: Nigéria, Bangladesh,
Repiblica da Africa Central e Chile, onde o isolamento de Campyfobacien tem
atingindo porcentagens de 12 a 14%. Existe, no entanto, uma grande variagdo nos
yesultados dbtidos por diferentes autcres (1, 2, 4, 10, 11, 14, 15, 18, 22), tanto
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Tabela 2 - Microrganismos patogenicos encontrados nas 29
amostras de fezes positivas para Campylobacten sp.

N9 de casos 1 1 1 1 2 7 15
gmfn”*134> 3,4 3,4 (3,4 (34 16,9 24,7 (51,7
Camonfobacter so.  + + + + + + + +
Rotavinis + + + + + +
Shigebia sp. N
E. coli (EPEC) +
S. mansond +
A, Lumbricoides + +
G. Lambiia +
T. trichiura ¥ +
ar paises desenwolvidos oomo Tabela 3 - Distribuigdo da frequéncia de
nagqueles en desenvolvimento, agentes bacterianos, virals e parasitarios em
registrando-se na literatura fezes de c¢riancas com e sem sintomas
taxas de isolamento variando de gastrintestinais.
3,6 a 11,0% entre cs primeiros e  Simbolos: *% =Qutros: no grupo diarréico - 1 S.
de 4,8 a 35,0% entre os demais. mansond; no grupo comtrole -~ 2 Enfamoeba

No Brasil, encontram-se relatos
de frequencias de isolawento
variando desde 4,8 até 9,33 (6,
10, 12, 15}.

0 grupe de pacientes por nos
estudado pertence Aas classes
sbcio-econdmice baixas, o que
justificaria a alta fregquéncia de
isolamento de Campyfobacten
dessas criangas. Isto pode ser
explicado pelos altos niveis de
contaminacac ambiental aos quais
as mesmas estio - expostas, por
pertencerem a wna populagéo gue
vive em aglaeerados, onde, al&m
da auséncia de saneamento basico,
permanecen em estreita
convivéncia com animais  que
normalmente abrigam Campylobacten
nag fezes (1}.

Campylobacter nac foli isclado
das fezes de nenhuma crianca do
grupc controle, & semelhanca do
que ocorreu nos trabalhos de
varios autores (1, 2, 11, 14,
18). O fato de Campylobacter ter
side isolado de criancas com
diaxréia e ndc de criancas
sadias, vem reforcar a idéia de

nistolytica, 2 Staongylodldes sterconalis, 1
Chilomastix mesnilidi e 1 Icdamoeba butschilii;
{1) = 208 amostras analisadas mno  grupo
diarréico e 133 no grupo coatrcle; {(2) = 192
amostras analisadas no grupo diarréice e 77 no
grupo controle; (3) = 208 amostras analisadas
no grupo diarréico e nao pesquisado no grupo
controle; {4) = 156 amostras analisadas no
grupo diarréico e 133 no grupo controle

Agentes encontrados

ser esse microrganismo o agente etioldgico daquela afecgdo.

Aralisamos a freguéncia de isolamento de Campyfobacter das criangas,
dividindo-as em 5 subgrupos: criangas de 0-6 meses, de €
meses-1 ano, de 1-2 anos, de Z2-banos e de 6-12 ancs de  idade.

com a faixa etaria,

Ne & Ne %
Bactérias entercpatogénicas
Campylobacter sp. fl) 29 13,9 - -
Safmenelia sp, [ 2,9 1 39,7
Shigelia sp. 11} 9 4,3 3 2,2
BEIEC {1) 1 () - -
EPEC {2) 13 6.8 9 11,7
vi
Rotavirus (3} 17 56,2  ndo pesquisado
*parasitas 4}
Endelimax nana 6 3,8 16 12,0
Entamoeba coZi 5 3,2 15 11,3
Geandia Lamblia 8 5,1 13 11,3
Ascands Lumbrioodides 18 11,5 [ 4,5
Hymenofepls nana 2 1,3 2 1,5
Trichurds trnichiunn 22 14,1 7 5,3
de accrdo

Aparentemente, o©

grupo etarlo de 0 a 6 meses apresentou maior taxa de isoclamento de Campylobactfen
{(19%), porem sem diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes
grupos etarios oonsiderados, & semelhanga do que ocorreu com Shucheng & col. (17)

na China. Em contrapartida, alguns autores (15, 23)

relatam maior  frequéncia de

isclamento de Campylobactfer em criancas diarréicas menores de um ano de idade.
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£ interessante notar, porém, que em varios trabalhos (15, 22, 23) nfo se leva em
conta o percentual de casos positivos em relagao a© ninero total de amostras
estudado em cada faixa etdria, considerando-se apenas o nimero absoluto de cascs
positivos. Issc parece-nos tendencioso, uma vez que uma  Superamostragem  em
determinadas faixas etdrias em relagan a outras poderia causar distorgBes nos
resultados. O mesmo ccorre quande se estuda a predomindneia da infecgdo por
Campylobacten de acordo com o sexo do paciente.

O isclamento de Campyfobacter, como tmico agente enteropatogenlco, ocorren na
raioria de nossas amostras positivas para essa bactéria (51,7%), camwo pode-se
observar na Tabela 2. Se nao for considerada a pesquisa de rotavirus, a taxa de
isolamento de Campylobacter como agente unico subird para 75,9% e sem considevar
tanbém a pesquisa de helmintos e protozoirios essa taxa serd de 89,73, porcentagen
essa que esta dentro da faixa encontrada por varios autores gue ndo pescquisaram
rotavirus e/ou parasitas, que abrange desde 82,3 até 96,8% de amostras positivas
para Campylobacter sem cutro enteropatdgeno (2, 4, 18, 22)

Em relacao aos damais enteropatogenos, o isclamento de Campylobacter das crizmas
com diarréia fol quase tao frequente quanto o total combinado de todos ©Os agentes
bacteriancs pesquisados (Tabela 3). Tais achados estao de acordo cam os de outros
autores {4, 18, 22) que consideram Campylobacfer camo um dos principais agentes
causadores de enterite,

Com base nos dados cbtidos, salientamos a necessidade de se examinar as fezes de
todos os pacientes com diarréia aguda especificamente para a presenca de
Campyfobacten, além da pesquisa de outros patdgencs entéricos, a fim de se melhorar
o diagndstico etioidgico dessa afeccdo.
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Resumo

Foram realizados ensaios em incubador votative, tendo frutose
(5g/1) como fonte de carbonc, para estudar a cinética de cresci-
mento de Azosplnillum brasilense sp. 245 em presenca e na ausen-
cia de micronutrientes (Mo, Mn, B, Cu, Zn), e em diversas concen-
tragoes de extrato e de 4dgua de levedura. Determinou-se que para
o crescimento sem fixacao de nitrogenio, a 340C, nac ha necessi-
dade da adicao de micronutrientes ao meio de cultura e gue con-
centragoes crescentes de extrato de levedura entre 0,0 e 1,0g/1
fazem diminuir a fase "lag" e aumentar a velocidade especifica de
crescimento celular. A adigac de 4gua de levedura, por sua vez,
fez diminuir a fase "lag" mas nZo aumentou a velocidade especifi-
ca de crescimento. As malores produtividades foram obtidas para
meics de cultura contendo: a) 10g de solidos de agua de levedu-
rafl {0,178z cel/l.h); b) 1,0g ext. levedura/l e adigao de micro-

nutrientes {(0,164g cel/1l.h); c) 1,0g extratoc de levedura/l sem
micronutrientes (G,161g cel/l.h}.

éunmary

Influence of micronptrients and yeast extract on Azosp{nilfum
brasilense growth in aotany shakex

The growth kinetics of Azospirilium brasilense sp. 245 was stu-—
died by cultivation in shaken flasks, at a temperature of 349C,
with fructese (5g/1) as the main carben source. Several runs were
performed, with and without micronutrients in the culture medium,
and also with variable concentrations of yeast extract or yeast
water. The results obtained showed that the addition of micronu-
trients was not necessary to the microcrganism growth without ni-
trogen fixation. Otherwise, the presence of yeast extract in con-
centrations from 0.0 to 1.0g/l, caused a reduction im the Ilag
phase, and also an increase in the maximum specific growth rate.
The addition of yeast water alsc reduced the lag phase, but did
not cause any considerable inecrease in the maximum specific
growth rate. The best productivities were cbtained with culture
media containing: a) 10g of total solids of yeast water per liter
(0.178g/1.R); b) 1.0g of wyeast extract per liter and micronu-
trients (0.164g/1.h); ¢} 1.0g of veast extract per liter, without
micronutrients (0.161g/1.h).

Rev. Microbiol., SSo Paulo, 18(3):249-257, Jul./Set. 1987.
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Introducdo

£ miito recente a descoberta de que se poderia usar microrganisms fixadores de
nitrcgénic para se inocular gramineas. HE pouco mais de dez anos, em trabalhos
realizados ro Brasil, & que fol demonstrada a possibilidade de associagio de raizes
de gramineas e micnga:usnos do género Arzospiniflum (originalmente Spir{ffum
Lipogerum) que se tradnzia em efetiva fiwacho do nitrogé@nio atmosférico.

2o longo desse pericdo, muitas observagfes foram feitas nos aspectos taxondmicos,
eccidgicos, bicquimicos, mutricionais e de interagde com plantas, principalmente
milho, trigo, sorgo, cana-de-agicar e pastagens, Alguns desses aspectos foram
revistos recentemente por Dobereiner (8, 9) e por Boddery & Dobereiner (3).

No tocante & produgdo industrial dos microrganismos, entretanto, nfo se tem
cophecimento de trabalhos efetuados no Brasil, e mesmo no exterior.

Ocorre que para ¢ pleno desenvolvimento da indiistria de incculantes & base de
Azospinillum faz—se necessario um trabalho de detemu.nagao da cinética do processo
fermentativo em relacdo &as condicOes de operacde (pH, temperatura, agitagdo,
asragdo) e aos muirientes disponiveis.

(uando da descrigéo da espéeie, Tarrand & col. ({18) demonstraram que A,
brasifense nao utiliza glicose nem sacarcse cano fonte de carbone, podende usar,
entretanto, frutose, malato, piruvatc, fumarate e sucinato, oxalocacetato,
gluconato, S-hidroxibutirato, glicercl, e que algumas cepas também utilizam:
propionato, galactose, arabinose e citrato., A cawosigdo de sais neste trabalho de
isolamento e classificagdo inclula: KHPO4, FeS04.7H0, NagMoO4, MnSO4, NaCl,
CaClpr {MHg)5.504. Também forem adicionados ac meio: piotina, extrato de levedura e
azul de brarctimol. Entretanto, wna das caractera.stacas mara 1dent3.f1cagao da
espécie aspontada pelos autores citados, & que A, bmasdilense ndEo precisa do
formecimento de vitaminas para crescimento.

O meio utilizado para isolamento e selecdc de A, brasdifense era baseado no
proposto por Ckon & col. (14) com a diferenga que o utilizado por estes autores nio
cantinha azmidl de bromotimol.

Em 1980, Baldani & Dobkereiner (1) utilizaram meio NFB para cultivo de A,
bwd.we e A. Lipogenum. Este meio tem a sequinte coamposicdo, por litro: 5 acido
malico; 0,5g K3HRO4; 0,29 MgS0,4.TH0; 0,19 NaCl; 20mg CaClp; 2mt de solugdo de
micranutrientes; 2ml de solucdo alcodlica de azul de bromotimel  (5%); 4ml de Fe
EDTA a 1,64%, iml de solucao de vitaminas e 4g de K(H. O pH desse meic era ajustado
para 6, 8 ocom XOH. A oorposicdo da solugao de micronutrientes & apresentado em
- Maters_als e Métodos. A solugio de vitaminas contirha 10mg de biotina e 20mg de
piridoxal em 100ml de Agua.

Diverscs trabalhos foram realizados cam o meio NFB (15, 20) ou com  pequenas
variagtes, oo a introduzida por Tibelius & Koowles {19) que vsaram solugio
sequestrante NaPe (Ciba-Geigy) como fonte de ferro.

Nos trabalthos de Das & Mishra (4, 5, 6, 7) e nos de Wur & col. (11, 12, 13} foi
utilizado o melc proposto por Okon & col. {14)., Também Nelson & Xnowles [10) para o
cultivo cantinuo de A. brasifense utilizaram meic de camposigdo salina semelhante
ao A mencionado, sem adicac de azul de bromotimel e com &cide milico como fonte de
carkono.

Stephan (17) introduziu importante modificac@o na composiciio do meioc de cultura
de A, baasifense sp.7, pois usocu apenas molibd@nic camo mz.cronutrlente, para o
crescimento aerchioc e para o crescimentc dependente de mtrogemo.

0 efeito da adicdo de extrato de levedura, de peptona e de varios amimofcidos no
crescimento de A. brasifense cam e sem fixag8o de nitrogénio foi estudado por Das &
Mishra 5}, ©  extrato de levedura favoreceu © crescimento em todas as
concentracdes, mas a nitrogenase fol fortemente reprimida pela concentracio inmicial
de extrato de 5g/1.

O presente trabalho visa iniciar o estudo para definicio de um meic de cultura
adequado para o crescimento de Azospdailllum, mun processc m&uszrlal avaliando a
influéncia da adicdo de micronutrientes e de extrato e dua de levedura, em
cultivos oon frutose como principal funte de carbone. O trabalho cbjetiva tamb@m
estudar a cinética de crescimento do microrganismo e determiner diverscs parémetros
de interesse para o processo industrial.
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Material e Metodos

Micronganismo - Foi utilizado Azospiniffum bnrasifense sp. 245 ariginalmente isolado
de raizes de trigo cultivado na regido sul do Brasil e fornecide pela Dra. Johanna
Dobexeiner da EMBRAPA.

Meios de caffura - Foram utilizados meios de culture com frutose oomo principal
fonte de carbono. A composicdc bisica de todos os meios era (por lityo): 5,09
frutose; 1,34g (M}4)2HPO4; 2,68g KoHPQ4; 0,29 MgS04.7TH0; 0,19 KaCl; 20mg CaClp;
4ml sclucdc Fe IDFA a 1,64%; micronutrientes: em alguns ensaios (Tabela 1) foram
adicionados 2,0ml {por litro de meio) de uma solucdo que continha {por litro): 1g
Nap Mo04.2H20: 1,175 MnSO4.H0; 1,259 H3BO3; 40mg CuS04.5Hp0; 120mg ZnSCq.7TH0;
extrato de levedura: em alguns ensaios © meio de cultura foi enriquecido cam
extratn &e levedura (Oxoid) em concentracdo de 0,1 a 1,0g/l (Tabela 1); &gua de
levedura: em alguns ensaios foi adicionada &gua de levedura, preparada segurdo
indicacdo de Peppler (15) a partir de uma suspensdo aguosa de fermento prensado
comercial a 15% de s6lidos totais: a suspensdo fol deixada em repouse por 48h; o
sobrenadante foi sifonado e usado no preparo do meio de cultura, considerando-se,
para efeito de diluicdo, o tecr de sdlidos inicialmente presente na suspensdo d&e
fermento. ’

Estenilizacio - Todos os meios de cultura tivevam seu pH ajustado para 7,1 e foram
esterilizados a 1219C por 30 minutos. A frutose foi esterilizada em separado e
adicionada 20 meio apenas no momento da inoculacao.

CondicGes dos ensaios - Foi usado em todos os ensaios um incubador rotativo a
200rpm e 34°C; ¢ pH inicial era 7,0; foram usados erlemmeyers de 12 com 200ml de
meio de cultura.

Anifises de acompanhamento - Fm intervalos regulares eram retirados erlenmeyers do
incubador rotative e o seu conteido era analisado. Cada erlemmeyer retirado
constituia-se am uma amostra. O valoxr de pH era medide en fgH-metro; concentracao
celular determinada por filtraggo em mewbrana Millipore de 0,45um e secagem a 85eC
gor 3,0h; concentragdo de frutose pelo método DNS {acido dinitrosalicilico) (2};
concentracio de nitrogénio inorgdnice por destilacdic por arraste de Vapor,
recothimento em Acido borico e titulacio com acido cloridrico.

Ensalos nealizados -~ A Tabela 1 apresenta as diferentes carbinacdes entre
micronutrientes, extrato de levedura e agua de levedura utilizados na corposicdo do

Tabela 1 ~ Tempo de crescimento, concentracdes iniciais e finais de céluias
(%9, Xg), frutose (S5, Sp) e nitrogenio inorganico (Ni)e, (Ni)y para os
diferentes ensaios, em fungio da composicac do meio de cultura.

Simbolos: — = Sem micronutrientes, ou extrato ou agua de levedura; + = Com
micronutrientes; * = Gramas de sélidos totals na suspensdo inicial de
fermenta. Ver Material e Metodos ’

owrrato de Agum de Terno de v g S i i) e
Eisalo Micronurrientes  lsvEQER  GGUeCUd CRESSHERSS @) WD /D g/l (el e

A - - B 26,5 0,15 2,21 5,24 0,89 0,25 0,014
3 . - - 2,5 0,12 2,41 5,42 0,83 0,262 0,013
e : :,0 - 14,0 0,67 2,37 5,29 2,0 0,281 0,087
5 - 6.7 - 27,0 .14 2,3 5,42 1,60 0,279 0,025
E - 0,3 - 24,0 c,10 2,49 5,42 1,31 0,289 0,524
£ - 8,5 - 22,8 £l 2,5 5,5 1,43 0272 6,027
G - 1,0 . 15,0 8,08 2,98 £,% 0,15 0,281 0,03
i - . 4,0 75,0 6,18 2,38 3,62 £,90 0,20 2,033
1 - - 7,0 17,0 5124 306 5,68 0,3 0,37 0,019
: - - 10,0 16,0 8,30 315 3,9 0,70 €,254 5,053
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Figura 1 ~ Valores de pH, concentragzo celular (X}, conceatragao
de frutese {8) e concentracac <e nitrogenio inorgEnicoe {Ni)
segundo o tempo de incubacac de A. brasilense sp. 245.

Simbolos: {®#) = Ensaio A - (sem micronutrientes, sem ext.

levedura}; {0} = Ensaic C - (sem micronutrientes, com 1,0g ext.
levedura)
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TEMPO DE INGUBAGAC (k)

meio de cultura de cada ensaic., De acordo com os objetivos expostos, os ensaios A e
B sac diretamente coomparaveis para avaliacdo da influgneia de micronutrientes na
auséncia de extrato de levedura, enquanto os ensaics € e ¢ permitem a mesma
comparagao na presenca do extrato. Os ensaios A, D, E, F, G permitiram avaliar a
infludneia de concentragles crescentes de extrato de levedura enquanto cue oS
efeitos da agua de levedura foram comparados através dos ensaics &, H, I, J.

Fesultados

A Figura 1 apresenta os resultados de dois ensaics (A e Clque oodem ser tomados
camo  representativos de todos os ensalos realizados. Como se observa, ha uma
coincidéncia no comportamento das curvas que representam o pH e as concentragdes de

- ¢Elulas e nitrogenio inorgdnico. As mesmas mant@m-ge praticamente constantes até o
inicio da fase exponencial do crescimento de microrganisno e decaem repidamente a
partir da metade dessa fase.

A Tabela 1 apresenta, para todos os ensaios as ooncentracdes iniciais e finais de
c2lulas, frutose e nitrogénio inorganico, bem caro o tempo de crescimento para
atingir a fase estacionaria.

BAs Figuras 2 e 3 apresentam os trechos lineares dos graficos de log ¥ sequndo o©
tempo  de  incubacdo, pare todos os ensaios realizados, para identificacdo da fase
exponencial do crescimento micrcbianc.
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A partir das regressGes lineares Figura 2 - Concentracao celular (X}
efetuadas, foram calculadas as segundo o tempo de incubacao para oS
velocidades  especificas maximas ensaios com & sem micromutrientes (B, £,
(vmax) para cada ensaic, que constam A, G) e com extrato de levedura (C, D, E,

da Takela 2. Nesta mestma Tabela F, &)
tambénm estic expressos paramstros de
interesse para & definicdo de um

s . 3,
processo  industrial: o tempo para . E p3a
infcio da fase exponencial, oS 3
fatores de oconversdo de frutose am 2p

células (Tgrg) e & nitrcgénio
inorgénico em células (¥Yy/ni) e a
produtividade celular (Py).

1,0 4
Discussao dos Resultados o 1
Inffuineia de micnonutrientes - A o
analise da influéncia dos
micropnirientes pode ser  feita o5 7

atraves da comparacao dos ensaios A
e B (sem extrato de levedural e C e
G {cam 1,05 de extrato de 03

ENSAICS

levedura/litro}. . :
Come se observa das Tabelas T e 2 X ¢

e das Figuras 2 e 4, a presenca dos i + D

micronutrientes nac causa diferenca 4 £

no  crescimento celular, na auséncia - g F

do extrato Jde levedura, Para oS < ¢

ensaios A e B os tempos totais de z

crescimento, os tempos para inicio i : . . . - .

da fase exponencial, os valores de © * 8 ’ooow® 220 % B

umax, os fatores de conversao & as TEMPO DE INCUBAGAC (0}

produtividades sa0  praticamente

iguais.

Na presenca do extrato de

levedura, notcu-se uma influencia Tabela 2 - Inicioc da fase exponencial,

b@\ nals pronunciada dos velocidade especifica maxima de
m}CIQ’?UtIlenteSr como pode ser crescimento (ppayx), fatores de conversio
obgervado pela comparagac dos de frutose (¥y/8) e de nitroginio

ensaics Ce G (Tabelas 1 e 2) e das
Figuras 2 e 4. Uma primeira e
importante diferenca fol o menor
tampo para o inicio  da  fase
exponencial 1o ensaic C (com
micronutrientes) em relacdc ao
ensaico G e esta diferenca (2h) se

inorganico (YX{Ni) em  células e
produtividade (Py) para todos o0s ensaios
realizados

War ron v -
- RSE LN
reflete diretamente na duracac total (g/g} (g7l (g/l.h}
dos ensaiocs.
A influencia dos micronutrientes -‘: :4»9 3;2 3-4; 331 9 ﬁ;B
. - . I < i 4,9 0,214 451 (23 0,088
tambem foi positiva nopaulltento do - 30 61336 072 12050 0,164
fator de conversas de Trutose e 5 12,0 0,300 0,58 8,74 ,082
células e da welocidade especifica i 12,9 fif‘b gsg jgg 0,10(13'
-, . 13 14, O,24% ¥ Ht 11
maxima de crescimento. Cada um e 20 037 066 13270 0161
desses pararetros no ensaio C teve i 4,0 9,192 0,51 11,06 0,160
un auvento de cerca de 0% enm ! 3.0 L.iET 53 12,97 6,168
g 3,0 9,186 0,34 14,18 0,178

relagdo aos 4o ensalo G. Por outro
lado, © Zator de conwversae de
nitrogénio incrganico diminuiu
também em 10% nz presenca dos micromutrientes.
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Apesar das diferencas nos. outros Figura 3 - (Concentracio celular (X)
parametros, a produtividade em ambos segundo o tempo de incubagcao para os
os ensaios foi praticamente idéntica ensaios com égua de levedura (H, I, J) e
{Figura 4}. para o ensaio sem agua de levedura e sem

Deste modo, ndo se pode, a priori, micronutrientes (4)
decidir sobre a conveniéncia de usar
micramutrientes em  conjunto can
extrato de levedura. Serad necessarioc
determinar, através de wm balango 'y
ecandmico, se  a diminuicdo de custos
causada pelo melhor aproveitamento da
fonte d& carbono compensa o aumento de
custos motivado pela propria adigdo de
micromtrientes e pelo pior
aproveitamento da fonte de nitrogénio.

Infudneia do extrato de Levedura - Os 1
ensaios com  concentragoes crescentes v
de extrato de levedura (ensaiocs A, D, or -

E, F, G} apresentaram comportamento i
ordenado ™o sentido da dimimicdo do
tempo para inicio da fase exponencial
e do tempo total do crescimento e do .
aurento dos valores de umax, YX/N:L e
Pg. No tocante ao fator ¥y/g houve um 03 1
incremento quande a oonceniragac de
extratc de levedura passou de zero
para 0,1g9/1, caw pode ser wvisto na
Figura 4. .

No caso do fator de oconversdo de

nitrogénio  inorgdnico em  células
.deve-se salientar que © aumento
cbservado pode ser resultante da
existéneia de  compostos  orgdnicos
nitrogenados, que ndo sao dosados como
nitregénio inorgdnico  mas sa0
incorporados pelas células. Assim, na verdade, o fator Yy/yi neste casc nio deve
ser utilizado coomo medida  da atividade metabdlica ocu da eficidneoia do
gprovelitamento desse mutriente,

O uso de extrato de levedura em concentrages crescentes f{emtre 0,1 e 1,09/1}
provocot. um  awmento de umax da ordem de 53,5% e na produtividade celular da ordem
de 95%. Tals incrementos podem ser considerados expressivos, embora seja necessiria
una avaliacdo econdmica mais acurada para determinar se o awmento de custos
provocado pela adicdo do extrato de levedura poderia ser campensado pela diminuiclio
do tempo de processo efou pelo aumento de produtividade,

ENSAIOS
- A

+ B
* I
a4 J

X {g/1)

Ko
=
i

¥

0 4 8 12 ® 20 24 23
TEMPO DE INCUBAGAO {h}.

Influgneda da agua de Levedura - Na Figura 3 pode-se cbservar que a adigio de  Agua
de levedura causa alqumas modificacbes positivas em relagdo ac ensajo sem dgua de
levedura e sem micromitrientes (ensaio A). Uma das principais € a dimimuigda do
tempo para o inicio da fase expenmencial, que corduz a ume dimimicio do tenpo de
fermentacdo, e por consequéncia, um aumento Ge produtividade da ordem de  100%
ATakela 2).

Quando se abservam as modificagles causadas no crescimento celular pela adicdo da
&gua de levedura em concentracdes crescentes antre 4,0 e 10,0c sdlidos totais/l e
que estac apresentadas na Tabela 2 e nas Figuras 3 e 4, verifica-se que houve wm
comportamento crescente de quase todos os parametvos (Yy/g, Yx/Ni, Px); destoam
desse oomportamento ordenado os valores de pmax para os ensaios H, I, J, embora as
diferencas cbtidas talvez nao sejam representativas.

De forma geral (z ndo ser no caso de ¥x/Ni), as diferencas encontradas nos
diverscs parametros ja citados nao parecem ser muito significativas, rois as
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Figira 4 - Velocidade especifica maxima de crescimento
celular (upax), produtividade celular (Px) e fatores de
conversdo de frutose (¥y/g) e de nitrogenio inorganico
(¥x/Ni), em células segundo a concentracao de extrato de
ievedura e segundo a concentracde de solidos na agua de
levedura.

Simbolos: (@) = Sem micronutrientes; (0) Com micronutrientes
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variacBes sio inferiores a 70%, ¢uando se passa de 4,0 para 10,0g sdlidos da agua
de levedura/l.

Mo caso do fator ¥Yy/ni (em que a diferenca relativa foi de 28,2%) vale a ressalva
ja apresentada em relacao & existéncia de compostos organicos nitrogenados.

Comparacio entre extroto de Leveduna e agua de feveduna - A adicdo de &ua de
Jevedura ou de extrato de levedura aos weios para crescimento de A. baasdlensz sp.
245, conduziu, em alguns casos, a resultados semelhantes, 2Assim, comparandc-se ©
ensaio G {com extrato de levedura) cam oS ensaios I e J (com agua de levedura)
chservou—-se que, COm excecdo dos valores de umax e dos tenpos para inicio da fase
exponencial, os demais pardmetros s&o da mesma ordem de grandeza, inclusive quanto
ao fator Yy/s e & produtividade celular.

Com relacso 3 produtividade & interessante cbservar que no caso dos ensaios H, 1
e J, que apresentaram valores de umax bem infericres ao valor de wmax do ensaio G,
nouve uma  espécie de compensacdo, pois a &gqua de levedura fez com que ©
microrganismo iniciasse precocemente o crescimento exponencial, o gue levou os

quatro ensalos a apresentarem tempos finais e produtividades  praticamente
identicos.
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Tembém para uma defini¢do com vista 3 utilizacio industrial entre extrato cu dgua
de levedura, serd necessario levar em consideracio os aspectos econdmicos da
aquisi¢do das matérias-primas e do custo de processamento para a cbtencdo da agua
de levedura.
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Smary

The effectiveness of the fluorescent viability test {(fluorescein
diacetate FDA and ethidium bromide-EB-solution) compared to the
plague counting test (Miles & Misra M&M) was performed on 10 sam—
ples of Candida afbicans coitivated in Sabouraud dextrose agar at
250C, An ideal incubation period of 45 minutes was found. Growth
curves of the fungl strains studied based on the mean cell number
were drawn for both the FDA & EB and M&M methods. The statistical
evaluation (Student's T test) of the average sum of the viable
cell counts showed that the FDA-EB method is more sensitive than
the M&M test for the studied species. The growth curves of the
samples usually followed a homogeneous pattern comparable to ot-
hers provenient from non-dimorphic fungi.

Resizn

Avaliocac da efdicacian do metodo de fluonescéncia no esfudo de
wighilidade de ampainas de Candida afbicans

-Avaliou-se a eficacia do método de viabilidade através da fluo-
rescencia {solugac de diacetato de flucresceina (AF) e brometo de
etidic {BE), frente aoc metodo da contagem de colonias em placas
(Miles & Misra) relativamente z 10 amostras de Candida alblcans
cultivadas em agar-Sabouraud glicose, a 230, 0 prazo ideal de
incubagao das células com os corantes foi de 45 minutos. Elabo-
rou—-se curvas de crescimento das amostras estudadas, com base na
média do nimero de celulas vidveis determinudes pelos dols méto-
dos. A analise sstatistica (Teste T de Student) da somatdria das
médias das contagens de células viaveis demonstrou que o método
AF-BE apresenta malor sensibilidade do que ¢ de Miles & Misra,
para 2 especie estudada. As curvas de c¢rescimento apresentadas
pelas amostyas seguem, via de regra, um perfil homogeneo de com-
portamento em rela¢ao a cutros funges ndo dimérficos.

Introduction

There are few known methods used to determine the viability of cells. Some of
these include different cytotoxic dyes such as Y eosin and trypan blue (11),
methylene blue {16}, Mg-ANS-magnesium salt of 1-anilino-8 naphtalene sulfonic acid
(16}, INT 2-{p-icdophenyl) - 3 (p-nitrophenyl) S-phenyitetrazolium chloride (16)

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 18{3):2385-263, Jul./Set. 1987.
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and Janis green B (1). :

Fluworescein diacetate (FDA) has been used in mammalian c¢ell viability assays
{14). Iiving cells have the capacity of acommiating fluorescein diacetate esters
(fluorochramasia) . Based on this property a new altemative method was established
leading to, for example, fungi culture viability determination (15), flucrescent
staining of bacteria (3) and soil microorganism (15}.

Ancther flucrescent compourd ethidium bromide (EB) was used in cytotoxic test
(5). This substance rapidly enters damaged cells foming a flourescent compound
when bound to muclear material through intercalaticn (17).

This binding results in mitochondrial ahnomalities of wvarious oell types,
including yeasts (6). :

An association of both fluorescent substances (FDA-EB) was used to determine
viability of myccbacteria (7) and fungi cells (4, 12, 13). The FDA-EB method was
referred to, with enthusiasm, by some authors because of the wmany possibilities
this fast high sensitive technicue permits.

Considering the above, the present investigation aims to: standartize the FDA-EB
technique for Candida afbicans cultures, establish growth curves of ten samples,
using colony counting and FDA-EB fluorescent test to quantify viable cells, and
determine the sensitivity of the fluorescent method when compared to the colony
counting method. :

Material and Methods

Onganisms fested - Ten samples of Candida albicans fram the fungi culture
collection of the Mycology Section of the Department of Micrabiclogy of the
Institute of Biomedical Sciences (ICB), University of Sao Paulo were used durirg
the developmant of this investigation.

Cultures were mumbered as follows: 1{ICB-7); 2{(ICB~11); 3{ICB-12); 4{(ICB-4);
5(ICB-58) ; 6(¥ICB-61); 7{ICE-68); B{ICB-70); 9({ICB~12%9) and 10{ICB~131}. All samples
were cbtained from clinical material, characterized through routine mycological
methods {8) and kept in Szbouraud dextrose agar at 25°C.

Reagents and sofutions - A stock solution of fluorescein diacetate (3,6, diacetyl
fluorescein-Calbiochem, ILos Angeles, U.S.A.) was prepared in acetone at a final
concentration of 5Smg/ml and kept at -209C.

A second stock solution of ethidium  bromide (2,7 diamine-10 ethyl-9
phenylphenanthridiniun bromide; Sigma, St. Louis, Missouri, U.S.A.) was prepared at
a concentration of 1000ug/ml of phosphate buffered saline, ¥ 7,4 {PBS} and stored
at -20°C.

Before use, FDA and ER solutions were dilluted in PBS 2500X and 20X respectively,
using equal volures of the dilluted solutions.

Vinuerce determination - Homogeneous suspensions of the Cand{da afbicans samples
in phosphate buffered saline {PBS} were incculated intraverously in 10 male rabbits
ear marginal vein.

Wiabifity fests - An initial suspension in saline (0.85% NMaCl) was prepared £rom
each sample and assayed by both the Miles & Misra — test (10) and total cells
counts was performed using Neubauver chamber. Aliguotes of 0.1ml of the initial
suspension were mixed with equal volume (v/v) of FDA & EB in FBS solution,
previously prepared.

The resulting sclution was incubated at different periods (15, 30, 45, 50, 60, 59
ard 150 minutes). When the established time interval had elapsed a drop of the
microorganism suspension and reagents were mixed, set between slide and cover slip
arnd examined under the fluorescence microscope (Figure 1).

One hundred {100) fluorescent cells were counted on each prepared slide.

The murber of viable cells (apple green fluorescence) was campared to the total
muober of cells counted on the Neubauer chamber and the nunber of viable cells per
ml of the criginal suspension was determined.
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Figure 1 -~ Viability test: total cell counts in 4
Neubauer Chamber, FDA~EB and Miles & Misra (1970)

The experiments were performed on 15h to 13 day old culture of all samples.
Growth curves of all fungi samples were studied based on the numkey of viable cells
determined through the FDA-FB and MaM methods, Four counts were performed for every
sample.

Pesults were statistically analyzed using Student's T test (2) in order +o
campare the sensitivity of the fluorescent and the colany counting methods.

Results

211 samples of C. afblcans used were pathogenic for rabbits, Dead C. albleans
cells showed & bright light red stain with a slightly greater intensity at the cell
‘wall. On the other hand, viable cells showed an intense gresn fluorescent ring at
the cell wall region.

It was however noticed that fluorescence was concentrated at on point inside the
viable cells and that the surrowding intracellular comporents showed a weak
fluorescent staining.

After studying the different contact time pericds betwsen cells and dyes
solutions, an optimur differentiation was established after 45 minutes (Figure 2).

Once the ideal tedmical working conditions of the fluorescent test had been
determined, the wviable cells were comnted and, with the cbtained values, growth
curves were established.

Through the statistical analysis of the sum of the mean values resulting from the
viable cell by the proposed methods, it was concluded that all points lay on the
growth curve (Table 1).

The curves drawn from both viability methods were correlated during ali phases,
The Iag phase was not cbserved in any sample. The logarythmic growth phase of
Candide albicans began at 15 hours reaching it's pesk on the fourth day in the
fluorescent method and on the third day by across of the Miles & Misra method
(Figure 3).

Discussion

Dead C. albicans cell showed an uniform red fluorescernce when EB was used as a
dye. Viable cells when stained with flucorescein diacetate showed well defined and
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intensely green fluorescence at the cell wall and vacuwolar region. Curiously
encugh, these regions have been believed to harbor acetylesterase activity (9).
Consequently it is assumed that struchures containing these enzymes showed intense
flucrescence.

Gradual enhancement of flucrescence was cbserved in all samples with 30 minutes
of cantact. This enhancement effect was no longer cbserved at 60 minutes of
contact, when the background was becoming fluorescent and cells with both
fluorescent patterns could be seen. These factors made it bard to distinguish
between viable and dead cells.

The relationship between fungi kinetics and the staining pattern was established.
A decrease in the fluorescence of samples cultivated following the log phase was
observed probably due to the decreased metabolic activity of cells. Conversely,
fram the initial growth phase uwp to the logarythmic phase, an enhanced flucrescence
was seen, This has been chserved by other authors {13, 15). The high sensitivity of
the FDA-EB test pemits individual cell count, even with reduced naber, which
makes this the most adequate test for the study of cultures with low cell dersity
development.

Some analytical restrictions were seen with the M&M methods which are worth
menticning. When the suspension used is not hamgeneous, clumping and colony
aggregation may occur reducing the final colony count.

Table 1 — Comparative statistical analysis* of the
summation  of the means of wviable -ceils count
distributed in the critical intervals of  the
viability curves of Candida albicans (FDA-EB and M &
M methods)., *Student's T test with the same variances
confirmed by F test.

Symbols: V = Variance; SD = Standard deviation; SE =
Standart error; Topp, 05 = Critical with significance
o = 0,05; U = Urelation; § = Significant

Days lMethods Mean v S 8B Tgyy g U Significance
ot ¥ ]

FOn - BB 24,67 188,83 13,73 2,17 1,9 3,36 s

MaH 15,97 88,53 9,40 1,48
D OTIE ST DL BRI m em s
I it B R
i TLIR e e qaa e %6 06 s
5 Thim 2,07 110,97 Torgs 1ies 1% 48 s
s TR WP BT RO R uw o an s
TOTiE NS T WE R s se s
5 TRIR D BE e o e a3 s
sTNTH o ieon v o W 4 s
CIR S 1 R R
I T B BRIV
T S R
BOTIR AP LR IR N w ose s
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Figore 2 -~ Viable and dead celis of Candida’
afbizans  incubated during 45 minutes in a
fleorescein  diacetate and ethidium  bromide
solution {(x 800)

Figure 3 — Distribution of the summation weans
of wiability dererminations realized between w PO
the 1% and 13 day of culture, from 10 Ut e
samples of Candida albicans, uvtilizing the /ﬁ\

methods FDA-EB and M & M, in Sabouraud-dextrose s /{ Yy

agar, at 25°C

B
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(n the other hand, during the reduction of the growth phase, when a progressive
induction of cells is usually seen, the subsequent dilutions mey even further
restrict the uprising of new colonies. This explains the mill wvalues cbtained
through method.

Fram what has been said we are able to affimm that the flnorescent method is an
important help for the mycologist because of it's high sensitivity and rapid
reproducibility.
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METODO RAPIDO PARA A TRIAGEM DE FUNGDS AMILOL ITICOS E SEUS MUTAN-
TES
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Resuamo

0 trabalho estabelece correlacoes entre atividade amilolitica em
meios solide e liquide com o objetivo de otimizar a triagem de
fungos amiloliticos. A cepa Adpenglffus ohyzae NRRL 692 e dois
mutantes, oriundes de exposicdc 3 radiacido ultra-violeta, foram
cultivadas em meio solido e as medidas de atividade foram obtidas
da relagizo (I) entre &rea do halo de degradacido e area preenchida
pela colonia, A melhor correlagaoc com a atividade em meio liquido
(U} foi proporcionada pela plotagem de log I versus U.

Smmary
Simplified method for amglolytic fungl scneenning

This paper proposes to establish correlations between the activi-
ty of amylase in solid and liquid medium in order to expedite
.screenning procedure. Aspergiflus  oiyzae NRRL 632 and twe mu—
tants, obtained from exposition te U.V. radiation, were incubated
in solid medium and the amylolytic activity was calculated from
relation (I} between area of degradation zome and area covered by
the colony. The best correlation with liquid medium (U) was given
-by plotting log I wersus U,

Introducio

A importancia adquirida, na década atual, pelas enzimas amiloliticas tem
ammentado principalmente pela aplicacao no programa nacional do &lccol na cbtencéo
de alcool de materiais amilaceos. Po lade desta aplicagdo, hA virias com potencial
industrial tais como: panificacdo, téxtil, xaropes car alte contetdde de glicose,
etc.

Isto Jjustifica tode esforgo rio sentido de un  melhor entendimentc 1o
aproveitamento e obtengdo destas enzimas economicamente muito importantes para
nosso pais.

Este trabalho propoe determinar valores dJde correlacd3o entre as atividades
enzimaticas em meio s=0lido e ligquide de mesma canposigdo, procurando tornar a
avaliagao de fungos amiloliticos facilitada pela sua quantificacdo indireta.

Material e Métodos

- Capa — Asperglllus cryzee NRRL 692
- lampada U.V. - Tohwa G-15 T8

Rev. Microbicl., Sao Paulo, 18(3):254-268, Jul./Set. 1987.
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Tabela 1 - Aspengiflus chyzae NRRL 692, medidas dé
halo de hidrdolise em meio solido {em).

Simbolos: Sy e Sg = A. ohyzae NRRL 692; 5E e 7E =
Mutantes; O diametro das colonias foi obtide da
media de duas leituras tomadas em perpendicular; I =
Area do halo/fArea da colonia

teituras - Difnetro

Microrganismos (cm) Média I
Halo -~ 3,51; 3,50; 3,45; 3,45; 3,43
Sa : 3,43; 3,50; 3,46; 3,44; 3,50 3,467 1,56

Coldnia — 2,775

Halo -~ 3,42; 3,40; 3,407 3,49; 3,38
Sg 3,407 3,45; 3,32; 3,42; 3,43 3,411 1,51
Colonia - 2,775

Halo - 3,25; 3,12; 3,21; 3,21; 3,20
5Ep, 3,165 3,22; 3,247 3,245 3,20 3,207 3,48
Colénia - 1,72

Halo - 3,22; 3,22; 3,22; 3,23; 3,27
SEp 3,20; 3,20; 3,27; 3,23; 3,23 3,229 3,35
Coldnia - 1,765

Halo ~ 3,38; 3,30; 3,36; 3,30; 3,35
TEn 3.36; 3,37; 3,30; 3,35; 3,31 3,336 1,92
Coldnia - 2,41
Haloc — 3,78; 3,18; 3,75; 3,12; 3,78

7Eg 3,15; 3,78; 3,18; 3,757 3,37 3,462 1,88
Coifnia - 2,525

— Espectrofotimetro - Bausch-lcnb, Espect, 70

— Shaker-Controled Inviroment Incuketer Shaker Mod. 25 - New Bruhswick

- Meio Czapek modificado (OM) - MaNOj 0,3%; KoHPO4 0,1%; MgSO04.7H,0 0,05%; ®KCI
0,05%; Dextrina 2,0%; FeS04 0,001% e Agar-Agar 2%

— mido solGvel (1%) - tamponado em pi 5,5 (A.S.)

- Menbrana filtrante {Millipore - (,45; 47mm)

- Disco & papel de filtro com Smm de digmetro

Através de exposicBo & radiacBo ultravicleta obtiveram-se dois mutantes
designados (3E e 7E) do fungo Aspergiffus ohyzae. Uma solucdo com 107 esporos/ml.
foi irradiada por 60 sequndos, tempo esse necessdrio para que houvesse 99,9% de
morte.

Placas de Petri com o meio (M foram inoculadas oom suspensces de esporos de
Aspenglilus oiyzae NRRL 692 e seus rutantes 5E e 7E. Depois de incubados a 30°C/7Zh
foram sukmetidas 3 revelacio cam lugol 0,01N (Tabela 1).

Partindo-se de uma concentragdo conhecida de esporos, dos mutantes e amostra
selvagem incculou-se erlemveyers contendo 50wl de M, que foram incubados em Shaker
a 150 RPM; 30°C/72h.

0 micelio fol separado através de menbrana filtrante e sua massa seca esta
apresentada na Tabela 2.

A atividade do filtrado foi determinada por aglcares redutores totais (ART)
produzidos a partir de solucdo de amido solivel (2S), canm acido di-nitrosalicilico
(1, 6, Tabela 2). Em placas de Petri can M foram depositados discos de papel
embebidos no filtrado do qual 15u1 foram colocados em furos cilindricos previemente
produzidos nas placas (Tabelas 3 e 4). 2Apds 48h em estufa a 30°C os halos de
degradacac da dextrina foram revelados adicionando-se 5Sml de Iugol 0,01N e
deixando-se em contato por 1 minuto, apds esse tempo o excesse de lugol foi
descartado e as placas colocadas em estufa a 309C por 70 minutos, Os valores
chtidos, pelos diametros do halo formedo e divididos pelas massas secas
correspondentes encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 2 - Aspengiflus onyzae NRRL 592, medidas de atividade em
meio liguido, relacionados com I e log I.

Simbolos: S = A. oayzae NRRL 692; SE e 7E = Mutantes; % =
Média das duas leituras de absorbancia

i i N - vhAnein MeR. = Aglcares Massa seca ALR./M.S. Fes]

Microrganisnos i  Mbsorbdncia redutores (mg)  4S) (ug) W |
Sp, 1,5 G,125* 0,225 8,160 2,099
Sy 1,51 C,41* 0,2158 0,1055 2,048
SEp 3,48 Q,41% 0,2158 06,0708 3,048
SEn 3,75 0,46% 0,2382 0.0800 2,977
TEy 1,82 G,38* 06,2024 0,0810 2,499
?!‘,’3 1,88 0,33% 4,180 80,0740 2,434

Resultados e Discussao Tabela 3 - Asperngllfus oryzae NRRL 692,

Diametro de halos de hidrolise {discos de
Os valores para a relagado papel embebidos em filtrado).
halo/coldnia (I) cbtidos para © Simbolos: S = A, cayzae NERL 692; 5E e 7E =
fungo Aspergillus chyzae NRRL 652 Mutantes
e seus mutantes podem ser vistos
nas Tabelas 1 e 2. Pode-se
Observar que os difmetros dos

média  Desvio

halos de degradaCas permaneceran MACTOTGRn e s M pedrde
quase oonstantes  oom  pequenas — ~
variacles entre eles. Outrossim, Sa Dyhel gt L 12l B2 5 080 0,005
relo valor I nota-se que os 2’23' 2’?3’ T ?’23' 2’23
. e - - &, H PR ;oL B - o

m’gantes tlvggazn una a§1v1dade L CRTR 203n bay, 3a3 2ay 223000
palor relativarente & oepm . - 2,205 2,29 2,31 2,295 2,31 4 400 oo
selvagem. A ~ 2,297 2,317 2,305 2,36; 2,30 24200 O

Pela Tak_)ela 2 }_:Dde—se* cbservar - - 2,35; 2,35; 2,35; 2,35; 2,35 230 G
que tambem en meio liguido cs o - 2,35; 2,3%; 2,35; 2,35; 2,35 077
mitantes 5E e 7E mostraram ter uma e - 2,305 2,00 3,30; 2,30; 2,30 5 L0 o
atividade )~ média de e - 2,303 2,305 2,305 2,30; 2,30
gproximadamente 45% e 19% maior em 75 - 2,03 2,125 2,12 2,12 2,12 03
D e 8 - 2,11 2,12; 2,120 2,43, 2,12 o120 0,603

relagac & cepa selvagem.

Os valores de atividade em meio
s0lido utilizande a&s técnicas de
disco de papel e pogos cilindricos
estao colocados nas Tabelas 3, 4 e 5 sendo nesta Gltima relacionados com a
atividade em meic liguido (U). Estas técnicas permitirvam wma melhor compreensiao do
caportamento da catalise enzimatica em meio s0lido quando este & correlacionado
com a atividade em reio liguide.

Do ponto de vista tedrico a andlise da atividade em meio s6lido envolve fendmenos
difusionais tais como: a interacdc de um conplexo de moléculas, came a mistura de
enzimas, secretadas pelos microrganismos e os  produtos  da catilise,
oligossacaridecs de alto e baixo pesos moleculares., Essa interagdo sofre a
influéncia de outros fatores, Por exemplo, temperatura e ooncentrac;ao de substrato.

Do ponto de vista pratico existem, na literatura , varias propostas de
determinacac da atividade enzimatica por difusdc radial em meic sdlido. Os autores
utilizam amido, amilcse, complexos coloridos de amido ou amilose como substrato, e
chegam a concliusdc que had uma correlacdc entre a concentracdo da solucdo enzimitica
e a zona de degradacio do substrato (2, 4, 5, 7).

A Yeagao em meic sOlido parece ser mais homogénea uma vez que os oligossacaridecs
de baixo peso molecular se difundem para fora da zone de degradacdac e os de alto
peso molecular se difundem a una taxa mais lenta gue a enzima, O mesmo ndo acontece
en sistemas ocomo meio llquld() an tubo de ensaic ande todos os tipos de produtos da
hidrolise ainda s&o passiveis de catalise pela enzima, sendo os oligossacarideos de
baixo peso molecular aqueles que se ligam a enzima cam menores epergias de ligacdo,
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Consequentemente,  estes fates Tabela 4& - Aspengiffus oryzae BNRRL 692,
limitam a relagao linear entre os Diametros de Thalos de hidrolise {pogo
produtos de liberacio da  catalise cilindrico).

e a atividade enzimatica em meio Simbolos: S = A. ¢ayzae BRRL 692; 5E e 7E =
liguido (3}. Mutantes ’

O que parece nao haver & um
consenso  quanto  aps  pardnetros
utilizados para a oorrelagac da

~

n = M . e Difmetro dos halos Média Desvio
concentracac enzimatica e zona de Hcrorguniams {cmi) (% padrio
degradagao. Ora utiliza-s a

b le o 2,40; 2,427 3,92 2,407 2,90 5 400 4 gye
concentracas e ora o seu g, © - h - 2,42; 2,42; 2,40; 2,40; 2,40 £ r
resmo acontece ocom a zoma  de . 2,23; 2,23 2,23; 2,23 2,23, .0 o
degradagao com o uso dos i 2,23; 2,23; 2,23; 2,23; 2,23 O
parametros raijo, quadrado do raio, - 2,45; 2,43; 2,45; 2,44; 2,45 5 L. b 607
dlaxretro, quadrado do difmetro e 8 2,44; 2,44; 2,44; 2,85; 2,45 .
também Area. levando-se isto em o - 2,58 2,52 2,505 2,50 51 5 ciu oy
consideracdo e também o fato que " - 2,52: 2,58 2.8%; 2,51 2,50 % &
neste trabalho utilizam—se e - 2,23; 2,23; 2,23; 2,23; 2,23
parfmetros especificos cam I ” - 22 223 2,23 223 2 BP0 0

Ls
fica evidente a necessidade de wa 7 213 202 2,18 2,120 2,12 5 499 ¢
n 2,12; 2,12; 2,12; 2,12; 2,12

anglise particularizada das
possiveis correlactes entre as
atividades dos meios s=0lido e
liquido, reswnidos na Tabela 6.

Cbserva-se pelas correlagdes entre as témicas de pogo cilindrico e discos: de
papel cam atividade {U) o meio 1iguido (Tabela 6), que a utilizacdo da &rea de
degradagao no meio sOlido proporcicna valores mais elevados de ¥ (0,984 e 0,962) do
que os obtidos com o diametro {0,969 e 0,917).

Mo caso de coldnias, quando se leva em conta scmente os valores de didmetro dos
halos e &reas dos halos de degradagio correlacionamio—os cam (U), constatamos que
os valcres de r s30 respectivamente G, 902 e 0,523. Este fato indica a propriedade
da relagho proposta (area do halo/area da colonla} , cbterdo-se assim valores de r
mais elevados.

. analise destes dados abre tanbém a ;nss:.bllldade da utilizagdo alternativa de
quantificacdo direta da atividade produzida em meio ligquido, oconsiderando-se a 8rea
de degradacao produzida por uma determinads aliquota da solugBo a ser analisada, no
meio s5lido proposto {OM).

Airda pela Tabela 6 podemos chservar que os pardmetros I ou log I apresentam-se
con uwm cceficiente de corrvelacao (v} de 0,969 e 0,985 respectivamente, com a
atividade em meio liquido ({U). o

Tabela 5 — Aspergillus onyzae NRRL 692, valores
compilados das Tabelas 2, 3 e 4 relaeicmando
medidas de atividade amiloliticas em meios
solidos e liquido. B

Simbclos: S = A. oryzae WRRL 692; SE e JE =

Mutantes
i i Bisco) ’ {Pogo) (Disco) (Fogo}
MCXOrga:  ;  pignm halog Digm. balos Area halos Area lalos
nLmmos HS. M.5. .z, H.5.
Sa 2,099 21,509 22,717 38,517 42,963
S$g . 2,046 21,137 21,137 37,021 37,021
SEp 3,048 32,486 34,520 58,683 66,261
5Ep 2,977 29,375 31,425 54,217 62,048
TEp 2,499 28,395 27,531 51,263 48,219

TEg 2,434 28,649 28,5642 47,7017 47,701
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Tabela & - Aspengilfus  oryzae NRRL 692,
Correlagoes entre atividade do meio liquido e
solido
- Coaficiente Equacdo da reta
Tii:""i‘o]s de correlacio pOr regressao
’ Lincar fz) linear

Ixy 4,969 U = 0,45982 1 + 1,46725

log IxU 0,985 U= 2,59160 log I + 65495
Pogo

D . halos

—RE XU 0,969

Disco

D . halos

% U 0,917

Pogo

Area halos .

~m.s. = 5 G, 984

Disco

Avea hales

ST % U 4,962

[Coldnia}

Diémet;os de halo x U 0,902

para calculo do X

fArea de halo para w U 0,523

calculo de I

Conclusces

Na comparacao ¢a atividade amilolitica em meios s0lido e liquido observa-se:
1. A area de degradacdo em meio sOlido apresenta melhar correlacdc com a  atividade
em meio ligquido (U) do que o difmetro da zona de degradagBo. No caso da &vea, os
indices de correlagdo variaram entre 0,962 e 0,984. Para o diZmetro, o intervalo
foi de 0,917 a 0,9689; 2. No caso de olfnias a relacéo area, atividade em meio
liguido apresentou um indice = 0,523. Considerando-se o diZmetro do hale, o Indice
atingiu 0,902; 3. Utilizando-se © parametro I = &rea de degradacao, U = 0,45982 I =

’ area de colonia

1,46725 {r = 0,969} ou U= 2,59160 log I + 1,65495 {r = 0,985); 4. Prople—se a
utilizagido de I cu log I para predizer a atividade amiloiitica de fungos em meio
liquido, como método répido de triagem de fungos amiloliticos e seus mutantes.
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Fesumn

Foram estudadas as necessidades nutricionais para ¢ crescimento
microbiano e a producao de substancias que absorvem no ultravio-
leta (Spgp) pelo A. ochraceus em meios de cultura quimicsmente
definidos. Constatou-se que o crescimento do microrganismo e o
actmulo do material Spgg sao processos simultaneos em todas  as
fases do desenvolvimente do boleor. Verificou~se que, usando-se
maltose como fonte de carbomo, varias substancias servem como
fonte de nitrogénio para o crescimento microbiano e produgao do
material S)gp, destacando-se, entre as estudadas, o sulfato de
amonio em mistura com carbonato de calcio, o L—aspartato de po-
tassio, © nltrato de potassio, a glicina, a uréia, a mistura de
sulfato de amonic com L-aspartato de potassio e a gelatina. Ob-
servou-se ainda que 2 concentragao inicial de fésforo € fundamen—
tal para a produgao do material que absorve nc UV e que as con—
centracoes inicials otimas para maior producao e para maior cres—
cimento do A. c¢chiaceus sao diferentes sends, respectivamente,
0,5mM e 0,3mM. A producao maxima destas substdncias foi obtida em
meio contemdo, por litro, 50g de maltose, 4g (30mM) de (NHEg),S04,
4g de CaCO3; 0,087g {0,5mM) de KoHPO4, 1,568g(%mM9 de KoS04 e
0,2g de MgS04.7H20. Neste meio o crescimento e a producdo méximos
‘sao obtidos apos 264 horas de agitacdao.

Summary

Production of UV Light absorbing substances by Aspengiffus ochha-
ceus in nefation fo media ecomposifion

Chemically defined media, suitable for A, ochraceusd growth and UV
light absorbing substances accumulation, were developed. Growth
and material production were found to be simultanecus in all
growth phases. Several assimilable nitrogenous scources can sus-—
tain both growth and production. Ammonium sulfate buffered with a
calcium carbonate, potassium L-aspartate, potassium nitrate, gly-
cine, urea, ammonium sulfate plus potassium L-aspartate and gela-
tin were among those studied and are the best for both activi-
ties, when maltose was used as a carbon source. Phosphate concen-—
tration is the most important variable controlling the secretion
of the substances that absorb UV light, and phosphate concentra-
ticn for the maximum accumulation is different frem the concen-—
tration for maximum growth: 0,5mM and 3,0mM, respectively. Maxi-
mum production was obtained in a medium containing (per liter)
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50g of maltose, 4g {(30mM) of (NH4),S04, 4g of CaCly, 0,087g
(0,5mM) of K HPOy, 1,368g (9mY) of Kp804 and 0,2g of MgS0,.7H;0.
In this medium growth and accumulation maxima occurred after 264
hours of agitation.

Introdugdo

A produgdo de subst@ncias relacionadas a &cidos mucleicos por fermentacdo
microbiara tem side bastante estudada (8, 9, 10, 11, 12, 14, 16). Estudamcs o
assunto ja ha alguns anos, tendo trabalhado tanto com bactérias (2, 3) quando oom
bolores {4, 6).

0 objetivo do presente trabaiho foi estender, pelo emprego de meios de cultivo
quimicamente definidos, estes estudo ao Aspergilius cchrccews, tendo em vista a
obtengao de corhecimentos que possibilitem, no futuro, uma melhor compreensio da
fisiclogia deste bolor.

Material e Métodos

Meio para preparacdo do invcule - A camposicio deste meio era, por litro, a
sequinte: 159 de sacarcse; 1,98g {(15mM) de (MH,)oSOs; 1,306g (7,5mM) de KoHPO4:
0,29 de MyS04.7H20; 10mg de ZnS0g 7HO; 10mg de FeSC4.7H0 10mg de MnSO4.HP0; Smg
de CoS04.7H20 e 20g de agar para a solidificacdo do meio.

Inoculo ~ Foi preparada suspensao de espcros de cultura do Asperglffus
cenrgeeuns pela adicdo de 8ml de Agua destilada esterilizada a tr@s tubos da cultura
na forma d&e &agar inclinado. A suspensdo de esporos fol cbtida raspando-se
suavemente a superficie do meio com uma espatula esterilizada.

A& geguir foram inoculados 10 frasceos de Roux, contendo 200ml do meic 32 indicado,
com 2ml da suspensdo de esporos, esparramando-se uniformemente ¢ indeule sobre o
meio sblido e os frascos foram deixados & temperatura ambiente durante 30 dias.

Foram adicionados, entdo, 130ml de dgua destilada esterilizada a cada frasco e a
suspensao de esporos fol preparada da forma j3 descrita. A suspensdo obtida foi
assepticamente honogeneizada em liquidificador de ecopo de aluminio, estéril, e
transferida, em porgbes de 10 a 30ml, para frascos estéreis de 50ml. Apds serem
fechados com tampa de borracha e protecao de aluminic, os frascos foram mentidos a
temperatura aubiente até serem usades.

Medlo basice - A corposigio do meic basico empregado no estudo das fontes de
nitrogénio foi, por litre, a seguinte: 3,969 (30mM) e (NH4} 2804, 1,306g (7,50M) da
KoHPO4 e 0,2g de MgS0a.7H30.

Esterilizacdc dos meios de cultive e outnos maferiais - A esterilizaclo foi feita
por aguecimento, em autoclave, mantendo-se o aquecimento efetiveo a 1219C durante 20
mirmutes. A fonte de carbonc era esterilizada A parte e depois acrescentada
assepticamente ac restante do meio.

O pH dos melos era ajustado, apds a @sterlllzac;ao, quando necessario, pela adicao
de acido sulfiwico ou hidréxido de potassio diluidos e esterilizados, de modo a2
obter-se pH entre 6,5 e 7,0.

Tecnicas de fermentacdo - O processo empregado para pemitir o crescimento do
microrganismo em condigtes de produzir as substincias que absorvem no ultravioleta
{Spgp) foi o de “"frascos agitados". Com tal técnica a atividade microbiana ocorreu
en cultura submersa, em frascos de Erlenmeyer sukmetidos & rotagBo.  Foram
utilizados frascos de 125ml, contendo 30ml de reio mnutriente e 1,0ml de indculo,
colocados na mesa agitadora, onde descreviam circulos de aproxm.adaxrente 3cm de
dismetro na velocidade de 250 rotacles por minuto,

Cs frascos foram tampados com espuma de poliuretano de lom de espessura, presa &
boca do  frasco por elasticn. O crescimento foi feito em estufa mantida a 30°C, em
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experimentos de 170 horas, em que a agitacdo sO era interrompida o minime possivel,
para cargs € descarga do aparelho, a f£im de manter oxigenagio continua ao
microrganismo em desenvolvimento.

As experisncias foram senpre constituidas por duplicatas, ocu seja, cada resultado
deriva de par de frascos preparados e analisados paralelamente.

Metodos anafiticos - B producdo das substincias Spgg foi determinada pela

absorbancia ({(Apgg), medida a 260nm, do caldo de fermentado filtrado. Foram feitas

correcoes nos valores cbtidos em fungdo da absorbancia do meic  mutrients

esterilizadc ("Branco") e do volume final do caldo fermentado em relacio ao volume
inicial de meio de cultivo. Tais correcdes s30 necessérias para permitir a correta

comparacio de resultados dentro de uma meswma experiéncia e entre experiéncias

Jdiferentes, vistc ser normal a perda de &guwa 1o processo de fermentaczo.

Determinava—se também o pH do filtrado.

Por anzlogia com o sistema utilizado por Bendich (1), definiu-se uma unidade de
material Sogn como a quantidade de subst@ncias contida em Tml de solucdo, cuja
absorbincia a 260mm € 1,0 medida em cuba de icm.

O crescimento micrcbianc foi avaliado pela determinacae da massa micelar do
microrganisme filtrado e lavado com agua destilada. O micélio lavado era
transferido, com auxilic de um minimo de agua, para copos de S0ml previamente secos
e pesados. Elimina-se a maior parte da agua de transferéncia por agquecimento dos
copos em chapa quente (ndc se permitindo elulicao), sequindo-se aquecimento em
estufa a 1059C durante 15 horas.

Os resultados, média dos pares, sdo apresentados cawo miceélio por mililitre de
calde fermentado (mg/ml), referidos ao volure incial de melo e desprezando-se a
contribuicdo do indculo.

Cuando o meio de cultura continha carbonato de calcio, o micelic era lavado com
dcido perclérico 0,1 antes de ser lavado com agua para a remogao daquele sdlido.

Resultados

Fonte de nifnogénio - Os resultados obtidos pela substituicao do sulfato de aménio,
no reio basice, por varias outras fontes de nitrogénio, usando-se maltose oo
fonte de carbono (7)), estdo indicados na Tabela 1. Pode ser observado que
destacadamente a melhor fonte de nitrogénio, entre as estudadas para a produgac das
substancias Soga, & o sulfato de andnio em mistura can carbonato de caleio, vindo a
sequir o I~aspartato de potéssio, o nitrato de potassio, a glicina, a uréia e as
demais com menor producao.

Para o crescirento do A. ochtaceus observamos gue as melhores fontes de

Tabela 1 - Efeito da fonte de nitrogeénio na producac
do material Spgp e no crescimento do  Aspengdflus
gchraceus, usando-se maltose como fonte de carbomno

i N Concentracio

Fontes de nitrogénio final c%& micelar

(170 horasy T {mg/m1)
(25 ) o580, (30mM) com CaCO: {4g/1) 7,1 17,1 11,0
I-Aspartato de potdssio {(B0m} 7,5 8,5 6,0
120y (60w} 7.8 8,0 9,6
Glicina {60m+) 3,1 6,6 16,9
Uréia {30mM) 6,3 5,9 14,0
(1Hq) 250, (15mM) com L-Aspartato - 4
e potissio (30md) 6,0 5,7 19,6
Gelacina (5¢/1) 5,6° 5,2 10,8
{nitg) 950y (30mM) 2,8 4,1 3,9
Trietanolamina (60m4) 8,1 3,4 0,8
Nenhura 7.4 4,8 0,1

il
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nitrogénio, entre as estudadas, sdo -

a mistura de sulfato de amtnio com

fabela 2 - Influencia da concentracio da
fonte de fosforo ma producio das substi3ncias

I~aspartato de potassio, a uréia, o S260 e no crescimento do Aéparglllus

sulfate de amtnio em mistura oom ochraceus

carbonato de cdlcio, a glicina, a

gelatina e as demais ocom menor

crescimento, ) _ A
Obserya—se ainda na Tabela 1 que KoHEOy KoSO4 pH Baep - Conoentragio

a adigao de carbonato de cilcio M) (M) final = final “mmjm’ Concentragho

promve aunento de 317% na produgac micelar

do material 80 e de 182% o 0,0 10,0 7,1 11,6 1,6 7,3

crescivento do A. ochmcaué, quando 0,5 9,5 52 30,4 13,3 2,3

se usa sulfato de amonio como fonte ;:3 2;3 ’ g:; 3312 ;?;2 };i

de nitrogénio, e que, pela adicdo 4,5 55 3,9 2.6 19,0 1,5

de L-aspartato de potassio, houve g:g g:g 2:: _ gg:g }g:g 1:2

aumento  de 39% na produgao do 9,0 1,0 4,3 2,2. 18,0 1,2

material e de 403% no crescimento 10,0 0,0 4,9 20,0 17,0 1,2

microbianoc,

Concentracde da fonte de fosfono
2o se estudar a infludncia da concentragdo do ortofosfato dipot3ssico na produgio
do material S0 e crescimento microbianc em meio contendo maltose (50g/1)} como
fonte de carbono e energia e o sulfato de amdnio {30mM), tamponado com carbonato de
cilcio (4g/l), camo fonte de nitrogénio, dotiveramse os resultados indicados na
Tabela 4. A concentragdo de potissio foi mantida constante pela adicio de sulfato
de potassio.

Os resultados mostram que a concentragdo inicial de fosforo & fundamental para a
producdo das substincias em estudo, pois o acitmlo do material aumenta ao se
reduzir a concentracd> inicial da fonte de fosfaro e & maior na vizinhanga de
0,5, enguanto o maior crescimento do A. ochhraceus ccorre na presenca de 3,0mM de
ortofosfato.

Compararndo-se 05 resultados das Tabela 1 e 2 observamos que, para a Nesma
concentragao inicial de ortofosfato (7,5mM), tem-se, em 170 horas, awmento de 42%
na producac do material, aumento de 62% no crescimento do A. cchudceus e reducio de
38% no pH final ac aumentar-se a concentracao inicial de potassio de 15rreq g/l para
20meq g/l, o que indicava a necessidade de estudo da mellor concentracio deste
dation,

Influzncia da concentragdo de potassic - A Tabela 3 contdm os resultados obtidos ao
se estudar a influéncia da concentracao

inicial dJde potassio na produgdo das Tabela 3 - Infiugncia da
substancias S0 e crescimento do bolor em concentracao de  potassic ma
meio contendo, entre outros mutrientes 3& produgao do material S250 e mwo
indicados, o© ortofosfato dipotassico na crescimento do AspengLlius
concentracao 0, 5uM. ochraceus .

Os resultados chbtidos mostram que, entre as 8imbolos: * = Neste meio o
concentragoes de potassio usadas, ocorreu ortofosfato  dipotassico {0,5mM)

foi substituido pelo sal dissddico
de mesma concentracao

aumento  no  crescimento microbianc e na
produgao das  substancias Sy até  a
concentracdo de potfssio correspondents a

19meq g/1. -
Esta Tabela mostra ainda que, quando se %50, Potdssic  pH A mgfncgzza"
substitui o ortofosfato dipotassico pelo sal (e} {meg g/l)  fimal final oo
disstdico, ocorreu aumento de 40% na producas N
do material Spgg, contudo sem grande variacdo oo 9.0 e a2 g;
{7,6%) no crescimento microbianc. Frnbora ndo 1.5 4.0 6.4 16,2 6.4
tenha sido  estudada a  influéneia da 3.0 7.0 26 114 7.8
concentracao de sidio, provavelmente e ;g’g 2:? ;?:g 1?:3
poder-se-ia aumentar a produgio do material 7.5 16,0 65 246 124
s - . . 4,7 29,1 .
Sze0 pela adicdo deste elemento a0 meio 132 ;2’3 HE 2314 *gfg

utilizado.
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Tabela 4 — Infiuencia do wvolume Tabela 5 - Influéncia do
inicial de meio nutriente na volume de inoculo na produgao
a i " das substancias S e no
producac do material Szgp € no S 260 €
crescimento do AsperngLLLus crescimento do  Aspergiflius
pchaacens. Indeulo: todos oS oehracews. Todos os frascoes
frascos receberam 1ml da continham 35mi de . weio
suspensao de esporos da especie nutriente. Tempo de agitacao:
utilizada 264 horas
tracdo Voluwe de Concentracao
Volume de meio  pH  Bogp micelar indculo B Bogg micelar
(ml) £inal fina /el ) final final ey /L)
10,0 5,3 8,9 12,6 0,2 4,8 33,5 12,3
15,0 4,5 171 11,8 0,4 4,7 39,8 15,6
20,0 5,0 20,3 12,8 0,6 4,7 47,5 17,2
25,0 5,2 28,0 14,6 0,8 ‘4,5 50,2 19,7
30,0 4,7 30,0 11,9 1,0 4,4 53,9 21,3
35,0 4,8 38,2 11,1 1,2 4,3 54,4 23,0
40,0 4.8 36,2 10,4 1.4 4,1 53,0 23,9
45,0 4,1 36,8 10,1 1,6 4,2 50,2 23,0
50,0 4,% 36,13 %,9 1.8 4,6 44,7 18,2
55,0 5,2 24,6 9,8 2,0 4,9 36,3 11,5

Inffuéneia do velume de meio - A Tabela 4 mostra os resultados obtidos ao se
estudar a influéncia do volume de meic por frasce, usando-se o meic desenvolvido,
ou seta, que contém por litro: S0g de maltose, 3,%qg (30mM) de (NHz)pS04; 4g de
Cal0z; 87mg (0,5mM) de KoHPO4; 1,568g (9mM) de KpSC4 e 0,29 de MgSO4.7H0.

Os resultados mostram que, entre os volumes de meio utilizados, obtém-se maior
crescimento microbiano e maior producdo do material Spgp oom 25ml e 35ml,
regpectivamente.

A Figura 1 mostra as curvas de producao das subst@ncias Spgg e crescimento do Al
cohracews no meio desenvolvide, em funcdo do tempe de agitagao, e usando-se 35ml de
meio nutriente por frasco. Os rvesultados indicam que o crescimento méximo do
microrganismo e a producdo mixima do material foram obtidos com 264 horas de
agitacao, oom ammento de 1008 no crescimentc e de 39% na producac, quando
camparados com os valores obtidos em experiéncias de 170 horas de agitac@o.

Influencia do volume de .inoculo - 2o se estudar a influéncia do volure de indculo
os resultados cbtidos Tebela 5 indicaram que, entre os valores utilizades, e com
264 horas de agitacdo, tem-se malor producdo das substincias Spgp e maior
crescimento do A. cchraceus com 1,2l e 1,4ml, respectivamente.

Discussao

A Tabela 1 contém resultados que indicam gue, ac se usar maltose como fonte de
carbono, varias substincias servem como fonte de nitrogénio destacando-se entre
elas o sulfato de amdnio em mistura com carbonato de ¢alcio, © Leaspartato de
potassio, © nitrato de potdssio, a glicina, a {reia e cutyas cam menor produgdo.
Pode-se, ainda, observar nesta Tabela que o pH final do caldo fermentado depende da
fonte de nitrogénioc usada pelo A.  schraceus. Quando & utilizade o sulfatc de
amonio, o piH final diminui em virtude da incorporagao do ion amdnio em substincias
neutras ocm consequente diminuicdo da producdo das substancias S260 e do
crescimento do bolor. Entretanto oom o uso das misturas do sulfato de amOnio com
carbonato de cilcic oi com L-aspartate de potassio fol possivel evitar-se grandes
variactes d¢o pH & cbtivemcs aumento superior a 300% na produgac e superior a 400%
no crescimento microbiano. Bsta possibilidade 38 havia sido dbservada antericrmente
am bactérias (2) e em bolores (4, 6).

Em relacdo 3 influéncia de fosfato (Tabela 2}, os resultados obtidos mostram que,
a0 aumentar—se a concentracac inicial de ortofosfate, dimimul progressivamente a
produgdo especifica, razso entre a Aggy € a concentracac micelar, irdicands maior
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Figura 1 — Curvas de crescimento do Adpernglflus cchraceus e produczo
das substzncias 5260, em fungdo do tempo de agitagaoc, no meio
nutriente desenvolvido
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crescimento do A. cchraceus e, relativamente, menor producio do material Sogp. ISto
significa que, em melos contendo baixas concentragles de  ortofosfato, o
microrganismo secreta para o melo de cultura precursores de acidos nucleicos em
virtnde da falta de fosfato para a producdo de nuclecsideos trifosfatos necessirios
& sintese destas macramoléculas. O mesmo j& havia sido deservado anteriormente para
o Streplomyces aurecfacdens (2}, para o Aspergilfus niger (4) e para o Aspergiflus
amstelodami ().

Os resultados da Tabela 2 mostram que 2 concentracdo inicial &time de fosfato
para & producdo das substancias Sogp ndo coincide com a concentracio inicial Otima
para o crescimento e que, entre as concentractes usadas, a maior produgio foi
obtida na presenca de 0,5mM de ortofosfato, enquantc o maior crescimento do A.
vchracens OCOrTey na presenca de 3,0mM deste sal.

Cs resultados da Tabela 3 rostram a necessidade de suplementagio do  potassio
introduzide com o fosfato, pela adicdo de sulfato de potidssio zté concentracio
total da ordem de 19meq g/1, para cbter-se maior crescimento do A, ochracens e
maior producdc das substancias em estudo.

Esta Tabela mostra ainda que, ao se substituir o ortofosfatc dipotassico pslo sal
disscdico, ccorreu aumentc de 40% na producdo do material Sjgq, sem grande variacio
(7,6%) no crescimento microbianc. Embora ndo tenha sido estudada a  infludncia da
concentracdo de sidio, poder—se-ia, maito provavelmente, aumentar a produgac dds
S260 pela adicdo deste elemento quimico a0 meio desenvolvido. Este estimilo ja
havia side observado antericrwente com o Aspengilius amstefodami (6), mas ndo cam o
Stheptomyees awreciacdiens (2) oo com o Aspenglllus nigen (4).

Os resultados das Tabelas 4 e 5 rostram que os volumes de meio e & indoulo sSo
variaveis interdependentes e que a producic do material S2g0 dependia da relacio
entre estes volumes e era maxima, nas condicles e relagdes usadas, para 35ml de
meio mutriente e 1,2ml de indculo de A. ochaaceus, O decréscimo da producio para
volumes de meio acime do volume Otimo indica a deperdéncia do processo 3  aeracidc,
que & funglo, neste casc, do volume de liguido no frasco.

Confirmando resultados anteriores, obtidos com o Streptomyces aureofaciens (2},
cam o Aspergillus nigen (4) e com o Aspergilfivs amstefodami (6), a Figura 1 rostra
gue o crescimento do A. cchaacsus e o acumulo das substancias S260 no caldo
fermentado sao também processos simultinecs em todas as fases do desenvolvimento
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deste bolor. Isto implica novamente em que a producdo do material esté diretamente
relacionada & atividade microbiana, nio se tratando de processo de degradacio de
Geidos nucleicos na fase decrescente (13, 17). O fato de a producae das substancias
Sosq ser processo aerdbio pode ser visto também como cutra indicagao cantraria a
hipotese de hidrdlise de &cidos nucleicos, processo este que ndo depende de
oxigénio, e, sim, de desvio metabOlico ative que pode ser nutricionalmente
maniprlado.

A andlise do caldo fermentado, atraves de oromatografia de troca-idnica,
cromatografia em papel e espectrofotometria ultravioleta, indica, de maneira
semelhante ao trabalho com Staepfomyces awiecjacizns (8), a presenga de substancias
relacionadas a Acidos nucleiccs, como serd visto em publicagdo posterior.
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Fesumo

A atividade da enzima galactose oxidase foi testada em 48 amos-—
tras de Fudanium graminearum isoladas na Regizo Sul do Brasil.
Das amostras testadas, 37,5% demonstraram atividade de galactose
oxidase, indicando que a presenca desta enzima pode ser muito
frequente em amostras de Fudarium gramineauon.

Summary

Galactose oxidase ccewrence in Fusarium gramineanum

Galactose oxidase activity was tested in 48 Fusanium graminearum
strains isolated from the South region of Brazil, 37.5% of the
strains gave galactose oxidase activity, showing that this enzyme
can be widely distributed in Fusailum gramimeatum strains.

Inktroducao

A galactose oxidase (EC 7.1.3.9) € uma enzima empregada para a determinacdo
quantitativa da D-galactose (2). ©Estudos relativos ao se:  isolamento,
caracterizagdo e producao, tem sido desenveolvidos cor we fungo produtor de
galactose oxidase sob as dercminactes de Polypoaus clrcinatus e Dactylium
dendrodides (2, 3, 4, 12). Entretanto, a controvirsia existente na literatura oom
relacégo & sua identificacio taxiondmica (7, 8, 9, 10}, tem conduzido a trilhagens
com diferentes microrganismos para verificar a distribuicic desta enzima, Assim,
Gancedo & col. (6), dewmonstraram sua presenca principalwente em  Fusarium
moniliforme. Aisaka & Terada (1) em selegio abrangente, com grande nEero de
microrganismos, demonstraram a sua presenca em Gibberelffa  fujihunod e tambdm
Bugolova & col. (5) em andlises com diversas espécies de Fusaiium Jdemonstraram a
presenca de galactose axidase em Fuswilum graminesrum. £ importante salientar que
nos principais estudos descritos, & presenga desta enzima tem sido relacionada
principalmente com fungos do género Fusasium, Portanto, nossa intencio ao realizar
© presente trabalho, Ioi verificar a distribuicio desta enzima em Fusarium
graminearum. Desta forma, obtiveram-se 48 amostras isoladas na Regido Sul do Pais
as guais foram testadas para a producac de galactose oxidase,

Material e Metodos

Micronganimos - Foram utilizadas 48 amostras de Fusaiium ghaminearum (Fg), obtidas
en diferentes Jlocalidades dos FEstados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Parand. As amostras foram chbtidas das raizes (FgR) e das sementes {¥gS) de trigo e
milho, por isclamento monosporico e estfc sendo mantidas através de repiques

Rev. Microbiol., Sac Paulo, 18(3):275-278, Jul./Set. 1987.
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trimestrais em meio PDA (Potato Dextrose Agar).

Meio de cultive - Foi utilizado o meio liguido descrito por Markus (11) em pH 5,8,
contende glicose a 2%.

Condicoes de cultive - As amostras foram repicadas do meio sdlido para o meio
liquido e submetidas a cvescimento por 24 horas (pré-indculo) em agitador
reciprocante, 70 batimentos por minuto a 28°C e ac abrigo da luz. Indculo de 2%
wol/vol de cada amostra foi dispensado em frascos de 125ml contendo 25ml do meio de
cultive, Pemmitiu-se o crescimento dos fungos, nestas cordicdes, por um pericdo de
60 horas. :

Detferminacdo do atividade da galectose oxddase - Alicquotas de 0,5mi do meio de
cuitivo filtrado foram incubadas por 10 minutos a 30°C com 1,4ml de mistura reativa
(5ml de solugdo tampao fosfato 0,5M, pH 7,2; Smy de peroxidase e 1ml de solugio
etandlica a 1g% de ortodianisidina, diluidos em agua at® volume final de 50ml). O©
volure do sistema de incubacgdo foi completado para 2,0ml com 0,1ml de galactose em
concentracdo final de 2,5 x 107°M, O desenvolvimento da reagio foi acompanhado
espectrofotometricamente em 420,  Una unidade de atividade enzimitica de acordo
oom Amaral (2) & definida como a quantidade de enzima que proporciona wma mudanga
de absorcao de 1,000 em 10 mirmtos, nas condicdes de ensaio.

Resultados e Discussio

De 48 amostras de Fusarium gramineshum testadas, 18 (37,5%) demonstraram
atividade de galactose oxidase em quantidades varidveis (Tabela 1)}, pequenas porém,
se carparadas com a de Dactylium dendroddes (3). Como o cbjetivo do trabalho era a
detecgao da enzima e 120 a otimizagzo das condigdes de sua producdo, poderiamos
gipor que a quantidade de enzima e a porcentagem de amostras  produtoras
encontradas, poderiam ser maiores se algumas condigdes empregadas fossem
modificadas, como por examplo: a substituicdo da agitagdo reciprocante (70
batimentos por mimute) por agitag@o oscilatOria (120-200rpm) e também o tempo de
crescimento de 60 horas poderia ser auwmentado para %6 horas, onde em geral ocorre
maior atividade da enzima (2). Ainda assim, para efeito camparativo, © peso seco
dos micélios (Tabela 1), demonstra que nas condigdes empregadas as amostras
apresentavam um crescimento razoavelmente uniforme.

Tabela 1 - Atividade da galactose oxidase em
Fusarium gramineasrum

F. gramireaqam Micglios {peso seco} Atividade de galactose oxidase

identificacio my/ml neio Unidades enzima/il meio
INPAR Fg 6145 5,8 0,43
IAPAR Fg 6263 3,6 0,10
CNPLrigo FgR 07 5,6 0,10
FoR 08 5,6 0,08
FgR 10 5,5 G,06
FoR 11 5,5 0,08
FgR 14 5,7 g, 14
FaR 15 5,2 0,10
FgR 17 6,0 0,06
FeR 19 4,4 0,08
FgR 20 5,3 0,07
FgRr 21 5,7 6,12
FGR 25 5,6 0,10
FoR 28 6.6 0,08
FgS 05 5,4 0,06
FgS 12 5.9 ¢,08
g5 13 5,2 G,07
¥gs 14 5.6 0,08
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A detecgao de galactose oxidase asscciada a Fusarium (1, 5, 6) e a porcentagem de
amostras cam atividade da enzima agui encontrada, sugerem uma dJdistribuicdo mais
frequente desta enzima para Fusarium ghaminearum, principalmente se considerarmos a
Regifo Sul do Pais, de onde foram cbtidas as amostras testadas, bem como tanbém, de
onde  foi originalmente isolada a amostra produtora de galactose oxidase denominada
de Tactylium dendrnoldes,
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Fesumn

Em 1981, foram analisadas 40 carcagas de frangos e 40 carcacas de
suinos, coletadas na linha final de abate, em matadouros no Esta-
do de Sdo Paulo. Cada amostra de carcaca foi obtida passando-se
uma zaragatoa umedecida em agua peptonada sobre 3 areas pre-de-
terminadas. Aliquotas foram espalhadas em 4gar seletivo para Cam-
pylobacter., A incubacdo fol feita a 420C em wmicroaerofilia, por
72 horas. Dez por cento das coldnias tipicas foram verificadas

. quanto a morfologia e motilidade. A confirmagae foi feita por
testes bicquimicos e de tolerancia. 0 . {efus subsp. fefuni foi
confirmado em 47,57 das amostras de framgos e em 35,02 das de
suincs, O organismo foi detectado em niveis de 0,06 a 4,7 x 102
celulas variaveis/cm? de superficie analisada.

Summary

Oeewrnence of Campylobacten fetus subsp. fejuni in pig and pouf-
thy corcasses

In 1981, fourty samples of chicken carcasses and fourty samples
of swine carcasses collected after the finel rinsing from slaugh-
terhouses ia S3o Paulo state were examined. Each carcass sample
was obtained by passing swabs wetted in peptome water over three
predetermined areas. Aliquots were spread on plates of selective
agar for Campylobacter. The plates were incubated at 420C in a
microaerophyllic atmosphere for 72 hours. Ten percent of the ty-
pical colonies were examined with respect to their morphology and
motility. C. fefus subsp. jefuni was confirmed in 47,57 of the
chicken samples and 35,07 of the swine samples, The organism was
detected at levels of 0,06 to 4,7 x 10? viable cells per cm? of
surface examined.

Introdugao

279

Maito embora as espécies do género Campylobacten 33 tivessem sido reconhecidas

*Resumo da Tese de Mestrado apresentada 3 Faculdade de Engenharia de Alimentos,

INICAMP pelo 19 autor e orientads pelo 22 autor.
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cano  agentes responsaveis por varilas doehcas animais, sanente recentemente € que o
C. fefus subespécie jejuni {campilchacter termotolerante) vem serdo incriminado por
grande parte dos casos de gastrenterites em seves humanos de diversos palses., Mo
Brasil, a doenga fol diagnosticada em criangas nos estados do Rio de Janeiro (12},
Pernambuco (9) e Sao Paulo {4). K

De acordo com King (7}, o estudo das infecees humanas ocasionadas por
campilchacteres nfo deve ficar restrito a esta espeécie, devido a ampla distribuigSo
desses crganismos entre os animais, seja em estado patogénico ocu comensal,

Em decorréncia do frequente isolamento dos campilobacteres termotolerantes,
principaimente (. fefund, da flora intestinal de animals de abate, em nimeros
relativamente elevados, bem como pela suspeita destes animais serem responsaveis
pela transmissdo do microrganismo ao hamem, vArios pesquisadores se empenham na
pesquisa desses microrganismos em carcagas e visceras camestiveis de origem animal,
devido & possibilidade da occorr@ncia de contaminacdo destes com material fecal
durante as operacdes de abate (16).

0 C. jefuni tem sido isclado de fezes e carcagas de animais tals oo bovinos,
winos e suincs (16}, Ffrangos (10) e perus (8), bem oo de mitdos comestiveis
dessas aves (2), de carne moida bovina (18).

Enbora namaioriados casos de campilcbhacteriose humena a fonte do microrganismo
n& tenha gido identificada, existem evidéncias circunstanciais que os alimentos,
particularmente de origem animal, estdc implicados na transmissZo do €, jefund a
individuos suscetiveis. Neste sentido, j& existem relatcs considerando esta doenca
uma toxinfeccdo alimentar associada com a ingestiic de leite c¢ru, hambirguer,
frangos mal cozidos, produtos alimenticios contendo carne de porco e ostras cruas.

Mo Brasil s30 poucos os resatos a respeito da presenga de cappilobacteres em
alimentos. Desta forma este trabalho teve por cbjetivo avaliar a ocorréncia desses
organismos em carcacas de frangos e suinos, bem come caracterizar e diferenciar as
cepas isoladas.

Material e MEtodos

En 1981 foram examinadas 80 amostras de carcagas frescas  evisceradas,
provenientes de matadouros sob inspecdo federal, sendo 40 de frangos de 55 a 60
dias, abatides num matadouro em Panlinia e 40 de suinos can cerca de 8 meses, de
_dols matadouros em Piracicaka e Vinhedo.

Pos frangos, as amostras foram retiradas sobre a pele, das regides peitoral,
ventral e dorsal, imediatamente antes da embalagem. Dos sm_nos, as amostras foram
retiradas das meias~carcacas, apds a lavagem final, nas regites de misculos do
pescoge, na  pavede sbhdaninal interna proxime a Oltima costela e & rafe, e rnos
misculos adutores da coxa, por onde a serra os dividiu,

Cada amostra de material fol obtida com auxilio de zaragatoas sobre uma
superficie de 15cm?, nas regides mencicnadas, sendo portanto, de 45cm® a area total
analisada. O material era oolocado em agua peptonada a 0,1% e transportado ac
leboratdrio, sob refrigeracfo, onde era semeado dentro de txés horas apds a
colheita. Aliquotas de diluigtes decimais foram espathadas em  agar
nutriente-hematina (25) seletivo (2) para Campyfobacfer. A incubagédo foi feita pelo
menos durante 72 horas, a 42°C, em Jjarras para anaexcbiose, fazendo-se um vace de
500mm de Hg e injetando~se, posteriormente, uma mistura de gases constituida de 90%
de nitrogenio e 10% de anidrido carbinico {6). Dez por cento das colinias tipicas
foram verificadas quanto a morfolcgia e motilidade aun microscopia de contraste de
fase e coloragao de Gram. As culturas foram confirmadas por testes culturais (15},
bioquimico-fisiologicos (6, 7, 8, 19).

Resultados e Discussdo
1. Identificacio dos organismos isolados - As caracteristicas morfolégicas,

culturais, bioguimicas, fisioldgicas e de sensibilidade dos campillchacteres
isclades das carcacas de frangos e suinos correspondem dquelas descritas pare o (.
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Tabela 1 - Contagens (por em?) de C. fefus ssp. fejuni em carcacas de frangos

Fmostras F4 F3 F6 F7 F8 FY F22 F23 F24 F25 P26 F27 F28 F29 F30 F3E F37 FIB F40

Covtagem4,0 6,3 4,6 &0 11,0 17,0 0,6 1,3 1,6 2,6 3,7 2,2 2,6 4,4 1,6 3,7 2,4 54 1,
x
16

fetus subespécie jejuni de Smibert (15).

Dos testes efetuados para dJdiferenciacdo das cepas isoladas, o teste de
sensibilidade a 1,0mg de cloreto de trifenil-tetrazolium por ml de meic foi o que
apresentou resultados mais consistentes. Com base neste teste, 95% das cepas
iscladas de frangos e 7% das cepas iscladas de suinos assemelham-se ao C. jejund,
21% das iscladas de suinos apresentaram caracteristicas intermediadrias entre o C.
fejuni e C. cold.

7. Exame das carcacas - Foram isoladas 33 cepas de (. fefus subespécie jejuni de um
total de 80 amostras de carcagas de animais de abate.

As carcacas de frangos foram as que apresentaram malor nomero de amostras
rositivas, mm total de 19 (47,5%) isolamentos, seguida das carcagas de suinos com
14 (35,0%) isolamentos.

De acordo com os dados da Tabela 1 scbre as contagens de C.  fefus sub-espécie
fefund, em 19 carcagas de frangos, verificamos que a maior densidade encontrada foi
de 1,7 x 10° microrganismos por cm® de superficie analisada.

Os nossos resultados indicam que a ocorréncia de (. fefus subespéeie jejund nas
carcagas de frangos & semelhante Bquela {45%) relatada por chanker & col. {(13), por
cultive direto scobre placas de Petri, para andlise de carcagas de frangos inteiras
evisceradas. E bam frisar que o abate desses frangos foi efetuado em operaces
idénticas aguelas & nosso estudo.

Verificamos -ainda que a ocorréncia do microrganismo nas carcagas de frangos, Qque
nds pesquisamos, era inferior &guela rvelatada por Park & col. (10}, no Canada e
HR, por Bruce & col. {1}, na Inglaterra, bem camo aquela cbtida nos HUA e Nove
zelandia, por Smeltzer (14). Por outro lado, & necessario ressaltar que Park & col.
(10} e Smeltzer {14} analisaram carcacas inteiras, empregando procedimento de
enriquecimento, filtracio em membranas e posterior cultivo em melos seletives.,
Entretanto, Park & col. (i0), ac empregarem o plaqueamento direto para isclamento
do C. 4etus subespécie jejuni das mesmas amostras, obtiveram resultadcs mais baixos
que agueles encontradcs em nossa pesquisa.

2 ocorréncia de . fetus subespecie fejund em carcacas de frangos situa-se na
faixa de 1,8 a 94,0% {3, 14), isto porque as técnicas utilizadas para colheita e
tratamento das amostras, bem come & metodologia de  isolamento, tem variado
amplamente, entre os pesquisadores.

Os valores cbtidos nas contagens de C. jefus subespéeies fefjunt em carcagas de
frangos foram de modo geral baixos, possivelmente porque a técnica de amostragem
(5, 11} e os meios empregades para isclamento apresentam limitagdes, ndc revelando
a contaminacio real das amostras,

Analisandc a Tabela 2 podemos chservar que, do total de 14 casos positivos de
isolamento Ge suinos, o maior nimero encontrado foi de 4,9 x 10 C. fetus subespécie
jejuni por c® de superficie anaiisada.

Nessas carcacas a ocorréncia de contaminacdo cam o . fetus subespécie fefund
apresentow percentual semelhante ao encontrado por Stern {(17) nos EUA, gue utilizou
a mesma técnica de amostragem, em Area um pouco maior (49,2crf ) que a nossa, schbre
o misculo semi-membranosc, nas adjacéncias do fémur, porém as carcagas foram
analisadas antes da lavagem final, ao contr@rio do que ocorreu cam as rossas
analises. '

Como a maioria das cepas iscladas de suincs assemelham-se a0 . cold e as de
frangos ac C. jefund, & provavel gque as carcagas de frangos possam vir a
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Resumo

A amostra de biogas, apos absorcdo de €Oz e Hp, em um aparelho de
Orsat, & injetada em camara de combusti3c sob fluxo constante de
02 e mna presenga de arco-voltaico. O C0o formadoe & absorvido em
solugao de NaOH parz subsequente titulometria e calculo indireto
do teor de metanc. Um oscilador astavel em onda quadrada de 1
KHz, acoplade a um circuito convencional de ignicao eletronica,
estabelecem a descarga em arco.

Smmary
Methane determination by combustion under efectrical discharge

4 sample of biogas, after absorption of CO3 and Hy, on an Orsat
apparatus, is injected in a combustion chamber under continuous
07 flow and action of an electric arc discharge. The CO2 formed
after combustion 1is absorbed in a NaOB solution for subsequent
titrimetry and indirect calculation of the methane content. An
astable oscillator wich produces square waves of 1 KHz, coupled
to a conveational circuit of electronic ignition, establishes an
arc discharge.

0 método mais preciso para andlise qualitativa e quantitativa de biogds, envolve
a cromatografia gascsa oom detector de condutividade térmica. Entretanto, o mais
acessivel a maioria das instituictes & o método volumétrico de absorgao diferencial
de gases {método de Orsat), que determina (07, Hy e CH4, principaimente (Wilson,
C.W.; In: - Welcher, F.J., Van Nostrand Reinhold, N.Y,., 1963; Vieira, S.M.M. & c¢ol.
Tecnologia, RI, 3:26-36, 1981).

Para o caso dos dois primeiros gases, os aparelhos de Orsat nacionais apresentam
precisao razoiwel. Entretanto, para andlises de CHy em pipeta de conbustio
{(normalmente apropriada para combust3o de  Hp), os resultados 580 Iimprecisos em
decorréncia, principalmente, J&e variagbes nas proporgdes da mistura carburante,
velocidade de admissao da amostra e temperatura de ignigdo (Salles Filho, S.L.M.,

*Parte da Tese de Mestrade do co-autor; FCA-UNESP, "Campus" de Botucaty 5P, abril
de 1985.

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 18(3):284-287, Jul./Set. 1987.



FCA-UNESP, Botucatu SP, 1985, Tese de Mestrado).

Para viabilizar anflises de CH,, am lakoratfrios
que ndc dispdem de cromatografia gascsa cu de wm
aparelho de Orsat de precis@c adequada (normalmente
importades e de elevado custo), idealizou-se um
método  de  combustic continua  do  biogads  em
arco-voltaico de razoavel precisBo {Tabela 1) e baixo
custo (cerca de Cz$1.800,0C ar abril de 1987).

A amostra do biocgds, apds absorcao do COp e Hp, an
aparelho de Orsat, &€ injetada lentamente em camara de
combustdo sob fluxo oconstante de 0Oz 0,32/ min,
durante 6 mimitos) e na presenca de arco-voltaico. O
0y formedo & absorvido em NaCH para subsequente
titularetria e cilouloe indireto do teor de metanc. Um
oseilador astavel em onda quadrada e frequéncia de
1KEz, acoplado a um circuito cornwencional de ignic8o
eletrdnica a descarga capacitiva, estabelecem a
descarga am arco para tenstes entre 10 e 25KV (Figura
2). ©Os circuitos ndc sao coriticcs e ampregam
componentes de facil aquisigdo no mercado e, desta
forma, podem  ser viabilizados por técnicos en
eletronica de qualgquer cidade.

O apareilho (Figura 1)} oconsta de 3 setores basicos:
a) amostrador; b} camara de corbustac, oscilador e
1gn1gao eletydnica; o) sbsorcio do (0p. O amstrador
& uma seringa Ge 20ml oom &nbolo movido por um
pequenc motor de corrente continua, a uma wvelocidade
constante e controlada. O movimente do &mbolo, para
admissZo on expulsio do gés, & comandado por uma
chave reversora. Acoplado a este gistema, um ducto de
gas liga o awostrador & clmara de combust3o.

A cimara de conbustdo, consiste e um frasco de
vidro selado por rolha de borracha, por onde passam 3
tubulacles: uma conduz a amostra de gas (eletrodo+ de
Ca/Pt), outra pela gual entra o fluxo de COp

{eletrcdo- de Cu) e a Gltima para exaustdo. Entre as
tubulacdes de entrada do bicgas e 0y (eletrodos

distanciados . sprawimadamente  0,5cm), fomma-se o
arco-voltiice que incinera o g3s combustivel em
analise,

Apos a queina da amostra, um fiuxo de H, de curta
duracao
injetado lentamente cam a finalidade de arrastar o
biogds remanescente nas tukulagbes & cimara de
combustdo. Para evitar xiscos de explosdo, deverd
haver press3o positiva na tubulagao de Hp, a montante

do registro de confrole de fluxo.

(até aparecer uma chama anarela), deve ser
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Tabelaz 1 — Determinacao de

€Oy pelo método de Orsat
e, do fator de corregao
(£) utilizado - nas
determinagcoes de CHg pelo
metodo proposto, em
amostras de gas padrao
contendo 39,8% CO2, 39,87

CHy e 20,47 de Np.

Simbolos: Va = Volume de
HCL {ml), gasto na
titulacdc da amostra; m =

Madias de 15 repetigoes
{amostras); s{m) = Desvio
padr3o da media; cv =
Coeficiente de varilagio
{(Z); * = Determinagdes enm
aparelho de Orgat meod
Q332-04, marca Quimis; *%
= Fator de correcac (f),
considerando os  valores
de: Vb = 8,00ml, Pz =
0,908%9atm, NHCL = 0,2512N,
VOorsat = 39,00, Ta =
294,59, ICH4 gas padrao =
19, 8%

amostra  WOx*

<
iy

Frx

o1 38,1 5,80 0,644
02 38,2 5,85 0,3728
03 38,2 5,80 0,3644
04 38,1 5,85 0,3728
05 38,2 5,90 0,3817
06 46,4 5,90 0,3817
07 40,4 5,85 0,3728
08 40,4 5,96 0,3817
0% 40,4 5,85  0,3728
15 39,0 5,90 0,387
1 39,0 5,80 0,3644
12 38,2 5,85  0,3728
1 38,2 5,80  0,3544
14 40,0 5,80  0,3844
15 38,2 5,80 0,3544
i 39,0 5,84 0,378

s(m) 71,0106 20,0417 £0,0072
cv £2,59%  #0,71% £1,93%

C setor de absorgao do C05, consiste de um reservatdrio can esferas de vidro {¢-

2mmy  ao qual  incorpora-se

10ml &e NaCH-0,1 a 0,25N. Os carbonatos formados s8o

precipitados com Sml de solugdo saturada de BaClz. A soda livre € titulada cam

W10, 1
aplicados a equacBo abaixo obtendo-se, inicialmente,
queimada: Ta

$CH4 amostra = (Vb - Va) x N &1 x pz x 1,

onde: %CH, amostra =

teor de CHy na amostra queimada da qual,
abgorveu-se COy, Hp ou ocutros gases no gparelho de Orsat.

a 0,25N tendo como indicador a fenolftaleina. Os dados da titulometyia sio

teor de CH4 na amostra

previagpente,

Vb = volume HC1 (ml), gasto na titulacdo da prova em branco;

Va = volume HCl (ml), gasto na titulagao da amostra;
NHCE~ = roymalidade do HC1;

= temperatura do ambiente na ocasido da andlise (%K) ;
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Pa = pressiap atmosférica no ambiente por ocasiso da andlise;
£ = constante cbtida -traves de anilises de amostras padrio.
A constante de correciic (f}, dewe ser determinada para cada aparelhe construido.

Figurl { = Aparato para analise de CH,, por combustao em arco-voltaico:
A - Blagramaesquematlco B - Protdtipo do equipamento eC - Detalhe da
camara de combustio - {cc) observando-se eletredos (e}, chama {ch},
arco-voltaico e formacac de vapor d'agua

Simbolos: ¢c = Camara de combustac; ch = Chama; r = Registros; s =
Seringa dosadora; f = FluxOmetro; H2 = Reservatoric de Hpj b = Bomba
de diafragma; o = Oscilador; ie = Ignicao eletronica; m =
Moto-propulsor; c = Capturador de COp; e = Eletrodos
a0aiNA
} [ I
A TENSio
I l 16N CAD QSCILADOR FONTE
. ELETRONICA AS TAVEL 12v
- 1 io}
e ' £

ESFERAS

DE VEORC

CARTURA
coz
{c)

AMOSTRADOR

AMOSTRA DO
BiQGAS

CAMARA DE CORBUSTAO;
OSCILADOR ™ E lGﬁmAOl

CAPTURADOR ELETRONICA 1
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Chtém-se pela queima de amostras padrdo de gas metano e desgj.na—se a corrigir erros

criundos da combustdo incompleta, falkas no arraste, absorcdo do (0, etc. .
Finalmente, o teor de CHy no bicgds, considerando que da amostra queimada 3a

havia sido absorvido o 0y, H ou cutros gases em gparelho de Crsat, pode ser

calculado pela agio a ir:

%CHy biogégez {100 -~ VOrsati.%CHé amostra,

100

ende: Wrsat = volume dos gases previamente absorvidos em aparelho de Orsat {C02,

Hz ou outros gases).

Figura 2 = Diagramas eletrdnicos do oscilador astdvel, ignicio
eletrOnica por descarga capacitiva e fonte de corrente confinua
estabilizada pars 12V =~ 1,24.

Simbolos: TR = Transformador com primirios de 12V e 12412V  (CT), 14
e, secundaric de 400V, 50mA; AT = Alta tensic (10 a 25KV de pico).
Todos os resistores sao de 1/2 Watt, exceto quande indicado

p+i2 v
TATARL, riaioy
T
4 )
S
Zrs
z¥ o g,
z35 3
S IRHE 29
: 3 = Sodrak
= +
o L 'L T -\mwuuﬁm]
l I ¥
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OSCILADOR IGNIGAG ELETRONICA
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Resumo

Inconvenientes dos gasometros convencionais (rigidez e peso), po-
dem ser atenuados com gasometros flexiveis impermeaveis (laminas
termosoldaveis de poliester-aluminic-polietileno}. Subsequente-
mente, efetua-se volumetria rapida e precisa com aparato que re-
gistra e comanda ciclos de admissao/expulsao do biogas, em camara
de volume conhecide, dentro de limites de pressao estabelecidos
por sensores foto-—elétricos, acoplades a uma walwula solendide de
3 wvias.

Summary

Coffeelion, stonage and volfume measurement of biogas Labornatony
anaghobic heactons

Disadvantages of conventional gas meters (rigidity and weight)
may be eliminated by Fflexible impermeable gas meters (polies—
ter~aluminium-polyethylene heat sealing film). As a next step, a
fast and accurate volume measurement is made using an apparatus
that records and comands cycles of inlet/outlet of biocgas in a
chamber of known volume, under pressure limits established by
photodiode sensors, connected to a 3 way solenoid valve.

Os métodos disponivels para coleta, armazenamento e volumetria de gases formados
em digestores de laboratOrio usam em geral gastmetros de deslocamento de 1icuides e
telescOpico {Wilson, C.W., In: — Welcher, F.J., Van Nostrand Reinhold, N.Y., 1963;
Vieira, S.M.M. & col., Tecnologia, RI, 3:26-36, 1981). Propde-se método alternativo
para armazenamento e wolumetria de pequenas quantidades de biogas gerado em
reatores de laboratOrio. Scb determinadas condigles de uso, o método pode atenuar
alguns inconvenientes dos gastmetros convencionais {peso e rigidez dos recipientes
de vidrc wals susceptiveis a quebras no manuseio), através da utilizacdo de
gastmetros flexivels  impermedveis, confeccionados a partir de ld3minas
termosoldavels de  poliester—aluminio-polietileno  (Salles Filko, S.L.... -

*Parte da Dissertacdc de Mestrado do co-autor, FCA-UNESP, abril de 1985.

Rev. Micrcbiol., SAo Paulo, 18(3):288-291, Jul./Set. 1987.
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Dissertagao de Mestrado, FCA UNESP, Botucatu SP, 1985). O material, apds sequidos
testes, mostrou-se satisfatdrio para armazenamento do biogas. A permeabilidade da

Figura | — Metodos para coleta, armazenamento e volumetria de biogias.
Simbolos: A = Cromatografia gasosaz de amostras de gis metano padrio (603
CH4 e 407 C02), armazenado durante 25 dias em frascos de vidro com selo de
éleo mineral (4 picos de CH; a esquerda) e, em gasOmetros de laminas
termosoldaveis de poliester-aluminio-polietileno, durante o mesme pericdo
{4 picos de CHy a direita); B = Aparelho para determinacio guantitativa de
biogas-valvula solendoide de 3 vias (S), recipiente de pressurizacie do
gas (V), células fotcelétricas (cf), circuito sletronico de comzndo, (ci)
e contadores eletro-mecanicos de pulsos (cp); C = Armazenamento do biogés
em gasometros de plastico especial e frascos padrio de vidro com selo de
oleo
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Figura 2 — Diagrama eletrdnico do medidor de volume de gases.
Simbolos: NA4 = Normalmente aberto; NF = Normalmente fechadog Fqi e
¥y = Corrente alternada 110 ou 220V, 60Hz; FD = Fotodiode

STh

CONTADCRUIIO QU 220V)
{REGISTRAOOR DE PULSOS)

F2

tio-

220v.§
FL

lamina termosoldavel quanto & troca de metano, foi testada ocom anostras de gis
padrao can 60% de CHy, armazenadas em gastmetros e analisadas por cromatografia
gasosa {crametOgrafo G mod. 370, amostras de 50ul transferidas com seringa
especial para gases tipo 1750-LTN; coluna Porapak Q de 1,8m x 1/8" 4 tamwperatura de
609C e temperatura de vaporizacao de 569C; detector de ionizagdo de chama a
temperatura de 1409C; arraste com Ny ac fluxo de 28 a 30mi/min; atenuacac de 3x10-2
e velocidade do papel de 1,2cm/min), ni2o tendo apresentado alteractes até o 252 dia
de armazenager, em confronto com o contetdo do padrao em frascos de vidra selados
com Olec mineral {(Figura 1). Os dados técnicos referentes s caracteristicas da
l3mina s3o apresentados ma Tabela 1. A tubulagdo de entrada e saida do biogis &
introduzida na lZmina através de furo sem folga, vedado com borracha de silicone.
Para mensurar o biogas armazenado em gasdmetros flexiveis ou telescipicos o
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ainda, diretamente a partir dos Tabela 1 - Caracteristicas da lZEmina

reatores, idealizou-se um aparelho com termosaldavel, empregada na confecgdo
base no wetodo descrito por Van Den Berg dos gasdmetros (*)

& ool. {(Biotechnol. Biceng. , Simbolos: (*) = Dados formecidos pelo
16:1459-1469, 1974). Em linhas gerais, o Instituto de Tecnologia de Alimentos,
aparelho ccnsmte em um recipiente de Campinas, SP

volume conhecido, que podera ser também
a propria cimara de gas do reator
anaerdbic, cenectade a wa  valwala Composicao
solendide de 3 vies a un mandmetro de

Gramatura (g/m?) Espessura {(um)

mercirio com dois sensores iﬁ_ﬁ:‘gmﬂ © .0 12,0
fotoelétricos, acoplados e um circuito Edesive - 200 -
eletrénico de comando da valvula. O Andnio 230 9,0

Y - . Py SIVO ' -
d_?agz_:ar-ra eletronlco‘da_Flgura 2 pode ser Polistilens %50 0,0
viabilizado por tecnicos em eletronica - -
de qualquer cidade, face 3 @ua Caracteristicas Ge permeabilidade Unidades
simplicidade e facilidade de cbtengac Vapor d'dgua, 389C, 908 LR 0, 260/m dia
dos campeonentes, a um  custo aproximado Oxigénio 1o An? .dda.atm
de Cz$B00,00 (janeiro/87). Para o caso Q03 Tox? fm? . dia,atm

de gases armazenados em gasdmetros, uma
apba de diafragma  {tipo aerador de
aquario) &0 qual incorpora-se uma tubulacdo de entrada para permitir a sucgdo do
biogas), transfere o gas do gasGretro ac recipiente de medicio (Figura 2), através
da via normalmente asberta do solendide {sentido C/A), fazendo com que a coluna de
mercirio chegue ao sensor superior de comardo. Neste ponto, abre-se a outra via da
valvula que dJeixa escapar o gaés do recipiente (sentido A/B). O ciclo reinicia-se
quando a pressao interna do recipiente, ligeiramente acima da pressao atmosférica,
& detectada pelo sensor fotoelétrico inferior. Cada ciclo & registrado em um
contador de pulsos que, atravées de calculo direto, fornece o volume de gas injetado
no gparelho. O caleulo do wlure & gas & apresentado nas exuagbes  abaixo,
deduzidas a partir da lei dos gases perfeitos (P.V. = n R.T.}. -

Considerando AP = 10mm Hg = 0,0132 atm tem-se que:
Vo =y 3,6019 e vB = N.Vp, onde:

273+t0C

AP= Diferencial de pressao maxima e minima, detectado pelos sensores fotoeldtricos
t*0C = Termperatura em °C no momento da andlise
Vp = Volume de g&s por pulso {em %, nas CNTP)
V = Volure do recipiente de pressurizacio fem 1)
N = Nwero de pulsos
VB = Volure de biogas medidc (em 2, nas CNTP).
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immeggcée Premier Congrés de Scclété Frangaigse de Microhiclegie, Toulouse, 3-5
T 6.

Trata—-se dos resumos de cerca de 350 trabalhos apresentados no eventc acima
citado. O oongresso abrangeu as seguintes Aareas: agentes antimicrobianos;
bioreatores; ecologia; metabolismo; micrcbiologia clinica; micologia; organizagzo e
expressdo genética; pategenicidade; plasmidios; estrutura e funcdes celulares:
taxonomia e filogenia; transporte e secrecdo e virologia.

Destacan—se trabalhos na drea de sondas genéticas, tecnologia das fermentacBes e
obtengzo de seys subprodutos e, na virologia, ressalte-se os parvovirus.

Paulc H. Yasuda

Dept® de Micrcbiclogia

Instituto de Ciéncias Bicmédicas USP
Av, Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitiria USP

05508 S3o Paulo SP

FINEP — Pinenciadora de Fstudos e Projetcs — Relatirio de Atividades, 1985,

Apresentado como ume prestagio de contas a comunidade cientifica e a sociedade em
geral, a FINEP traz & piblico seu relatdrio de atividades de 1985,

A FINEP & uma enpresa piblica, vinculada ac Ministério da Cigncia e Tecnclogia -
MCT, com o cbjetivo de fomentar técnica e financeiramente estudos, pesquisas,
Drogramas e projetos de importancia para o desenvolvimento do pais. Distingue-se
das derais agéncias financeiras por ser a tnica que dispée de instrumentos capazes
de atuar em todas as fases do processo de criagdo e incorporagac de conhecimentos,
Isto se da através de diversas linhas de atuagdo, a saber:

ADTEN - Desenvolvimentc Tecnolfgico, onde sfo financiados projetos de engenharia
basica o pals com desenvolvimento tecnoldgico; implantacio de centros de pesguisa
e desenvolvimento; comercializagdo pioneira; campra e absorgao de  tecnologia, no
Pais ou no exterior; controle de qualidade; e desenvolvimento de produtos e
processos.

RUISC - Elaboracao de Estudos e Proijetos, onde sdo financiados estudos e prodjetos da
sequinte natureza: plancs, diretrizes e estudos setoriais dentro dos Programas
Macicnais e Regionais; estudos de viabilidades; projetos bésicos e executivos
yealizados no pais; e estudos e projetos visando ampliacio de cepacidade técnica,
administrativa, produtiva cu cperacional.

ACN - Consultoria Naciopal, oontemplando inverstes internas destinadas ao
gprimoramento técnico de erpresas consultoras; desenvolvimente de sistemas de
mxormac;ao e controle de gerencismento de projetos; elaboragao de manwais técnicos:
aquisicic de instrumentos de medidas; desenhos e reproducoes nacicnais, treinamentc
de pessoal; e exportacic de servicos de oonsultoria.

O exercicio de 198% caracterizou~-se por uma série de mudangas na FINEP. Do ponto
de vista politico a meis importante das mudancas realizadas fol a alteragae do
Congelho dz FINEP, cque & o Orgdo de definigBo da politica estratégica da empresa e
de fiscalizacdo orcamentiria da mesma. B mudenca garante a participacao no Conselhc
de representantes de varias entidades da sociedade civil, além de entidades
estatais e privadas, ligadas as Areas cientifica e tecnolégica.

Do ponto de vista administrativo fol criada a Diretoria dJde Planeljamento, gue
entre outras tem a funcdo de aferir os resaltados dos investimentos feitos,
fornecendo elementos para balizar o planejamento da empresa.

Varios departamentcs foram criados a partir de fusGes ou reagrupamentos de
conjuntos técnicos antes digpersos. Assim pode-se citar os departamentos: DAC -
Departamentc de Apoioc &4 Inpresa Nacional de Engenharia e Consultoria; DRE -~
Departamente de Articulachc oom Entidades Estatais; DAN - Departamento de
Mgropecuaria e Recursos Naturais; e DTE - Departamento de Transporte e Energia.

Rev. Microbiol., S8o Paulo, 18(3):292 -300 Jul./Set. 19387.
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Com relacdo 3s prioridades, seguindo as orientacdes do MCT, estas passam a
concentrar-se em duas areas: estudos e pesquisas para  solucGes de problemas
sociais; e pesquisas clentifica e desenvolvimento tecnoldgico em  informatica,
bictacnologia, quimica fina e novos materiais.

Estas prioridades deverao sequir as diretrizes seguintes: preservar 0S5 JIUpos
consolidados, ou em fase de consolidacdo, nos quais a FINEP investiu macicamente
nos Uitimos ancs, sempre que os padrdes de qualidade sejam ceoedecidos; apoiar os
grupos que atuem nas areas de fronteiras do cenhecimento. Grupos emergentes nio
estargo “a priori” excluidos das diretrizes de apoic da FINEP, recebendo portanto
atencdn e recursos senpre que devidamente solicitados.

Em relacso a politica tecnolégica serdio estimuladas agles tendo em vista trés
cbietivos complementares: capacitacdic tecnoldgica da indistria brasileira; dominio
de tecnclogia em areas de fronteira; e difusdo dos conhecimentos tecnolbgicos com
real impacto na area social.

Fazem tambdm parte do Relatdrio de Atividades quadros demonstrativos do
desempenho cperacicnal, especificando as operacles apoiadas pela apresa 06
exercicic 1985.

antonioc Carlos Ramps Gongalves
EMBRAPA

Ed. Super Center Venancio, 2000
70040 Brasilia DF

Friedman, R.M. — Interfercns: a primer. New York, Academic Press, 151p., 1981. Us$
22.50.

O volume, escrito por um cientista de longa experiéncia no campo, pretende
realizar um sumdrico de corhecimento sobre os interferons baseado mma linguagem
simples, para torma-lo acessivel a estudantes, médices, leigos interessados e
cientistas de outras areas.

Acreditanos, também, que wn dos intuitos do Dr. Friedman foi tentar colocar os
interfercns e suas possibilidades terapéuticas em uma Stica eguilibrada, ja que o
livro fol preparado e langado ro mercade por ccasido de wma enorme & amarga (para
os "interferonclogistas") onda de fantasiosa publicidade sobre os efeitos clinicos
dos interferons.

0 livro distribui-se, nas suas 131 paginas, em 10 capitulos - intwroducdo,
titulacio d&e interferons, purificacio e propriedades dos interferons, producdo dos
interferons, mecaniswos de agdo anti~viral, outras acdes dos  interferomns,
interferons e convalescenca de infecgOes virals, uso clinico dos interferons,
futuro dos interferons, o futuro & agora. A linguagem & simples, sem Jjargdes
cientificos exagerados e procura o autor ilustrar dados clentificos fundamentais
com a descriclo simplificada de experimentos. No final de cada capitulo, ha uma
bibliografia, resumo e, no final do livro, um glossério que facilitard a
carpreensao do texto. Completa ¢ volume um indice remissivo.

0 livro alcanca, sem divida, o resultado pretendido pelo autor, da difusdo de
corhecimentos sobre os interfercns, para um piblico mais amplo. A distrilmicio e a
cobertura da matéria @& eguilibrada, trazendo ao leitor ndc especialista um bam
conhecimento do assunio.

Ressente—se de informaches mais atuais e de rarOs enganos oo, por exanple, oue
os interferons ndo s30 antigénicos para a sua prdpria espéeie (p.23), que O
bloqueio da sintese de interfercn ndo & causade pelas moléculas de interferon
{(p.38) ou que os iInterferons recambinantes dificilmente seriam expregados na
clinica (p.118).

Mum campo onde o conhecimento acumila-se rapidamente, e rportanto, a informacio
torna~se obsoleta na mesma velcocidade, um livro publicado em 1981 poderia deixar de
ter interesse. Contude, gracas ao fato de ser o tnico volume sdbre os interferons
escrito em linguagem facil, com um glossirio apropriado e cam a feliz cobertura do
assunto, & indicado para estudantes, profissicnais da area da saude,
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microbiologistas e cutros interessados nfo especialistas,

Seria certamente muito Gtil se o Dr. Friedman se dispusesse a organizar uma
sequnda edicdo, nesta dificil tarvefa de escrever cifncia para ¢ ndo especialiska,

Romain R. Golher

bept? de Micrcbiologia
ICB/ /UFMG

Caixa Postal 2486

30161 Belo Horizonte MG

Hamer, S.K., ed. - Genetic engineering and bictechnology: yearbock 1986/87. Part 1
- A, Part 2 - Rest of the world., Zmsterdam, Flsevier, 1986. US$ .800.00.

A euforia, sobre os ganhos de capital, que seriam proporcionados pela nova
biotecnologia, com © apoio da grande ciéncia bioldgica ~ prevalecen no Brasil, pelo
meres no anbiente técnico~cientifico e governamental.

Nos paises desenvolvidos, o triunfalismo vem dando Iugar a posicles mais
cauntelosas, na medida que investidores e o piblico (principalmente motivade pela
imprensa popular) se tornaram mais conformados com o fato de que a transformacao de
una idéia, a nivel de laboratdrio (pesquisa cientifica) necessita 15-20 anos para
se converter em negocic significativo.

No comego dos anos 70, a empolgagao tomou conta dos investidores de capital de
risco e estimlou - nos paises ndo desenvolvidos — a vontade politica dos agentes
governamentais. Consequentemente, surgiram os Planocs e Programas HNacionais de
Biotecnologia,

Mo Brasil, a wvontade politica foi loge reconhecida, mnd_xalnrante, através do
discurso governamental chamado PRONAB ~ Programa Nac:lonal de Biotecmologia, algo
reduzido a simples verbalizacio, sem evidéncias concretas de resultados positivos.,

Depois, veio cutro documento - o PAIXT-Biotecnologia, ‘can promessas de aporte de
recursos 4o Banco Mundial, da ordem estimada de US$90 milhSes para 5 anos.
Seguiu-se uma -campanha nacional de prawocdo, a favor do programa e, com a entrads
do novo governc federal, a acdo {velada) contraria ao programa, inclusive por
ex-adeptos do governo antericr que aprovara o empréstimo e a filosofia do
PADCT-Biotecnologia. Ppesar da maior pretendente efetividade, no
PADCT-Biotecnologia, a acdo governamental nfo chegou a ganhar visibilidade
internacional, como acontecera oom o PRONAB (na realidade, um "nati-morto"!).

Enquantc a - euforia tomava oonta de segmento téenico-acad@mico e
b.zrocratlco—governamental a empresa privada nunca deu rostras de envolvimento, nem
enpolgagao. Nao cobstante, parece nio ter ficado estatica, pois, no "Yearbook
1986/87", ha 10 companhias brasileiras mencicnadas. .

Garharam tanbém notoridade, para o Brasil, fundos de apoio & P&D e a Sociedade
Brasileira de Microbiologia (certarre.nte devido & sua atividade enm "fermentagéo”) .

Assim, as 10 empresas brasileiras e, certanente, nac esgotam © marero de

ias que atuam em blotecmlogla, no pais, passaram a figurar a0 lado de
cutras 1.450 organlzagoes que corpoem o universo do "Yearbook", para 38 paises,

Vale registrar, a propdsito, que alguns paises aparecem can nimero menor de
ocmpanhlas, como & Austria, com 6; Ch:ma, 5; India, 4; Portugal e México, coit 2
cada. H& nactes mdustr1a117adas cujo nimero ultrapassa a casa das 40 empresas. Mas
merecam atenc;ao os palses, ¢com menor extensac territorial e nimero pop;laclonal
nos quais o nimero de biocompanhias é significativo: Israsl, com 20 Mustralia, 22;
rinlandia e Irlanda, 12 cada.

G Voi. 1, dedlcado exclusivamente acs EUR, contém dois anexos: omposz_gao de
Asscciagdes de  Empresas de Biotecnologia e tabela de focos de atuacdo ("Flelc'is of
focus"}, na qual nem todas as erpresas estac incluidas, certamente devide a falta
de informages pertinentes,

O Vol. 2, contém quase 600 pginas e englcba o3 restantes 37 pcises, com mais  oa
menos 950 organizacdes. Além disso, contém 643 piginas e estd dividido em duas
partes: ampresas de engenharia genetica {cerca de 300) e que atusm em ocutras &vess
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de bictecnologia {aproximadamente 150},

O Indice contén informacdes: schre empresas e demais organizagtes, ccm dados de
subordmagao/aruculagao, o que ja consiste, de per se, em importante informagéo.

A impressdc, em papel couche, ndc & das melhores, tendo sido adotada a

Figura 1 - Participagac (%) de empresas EMPRESAS DE BIOTECNOLOGIA

de engenharia genética e biotecmologia. TOTAL= 10235
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fotoreprodugdc a partir de texto. datilografado. HE falhas de revisio,
principalmente na redacddc de nomes cientificos de microrganismos. Na parte
referente ac Brasil, s&o lamentaveis os exros ros names das organizagdes e nos
enderegos. Hi uma empresa para a qual o nome da rua foi anitido. Fica a impressdo
de que, os autores nao conhece, formalmente, a organizaclc informativa de
enderecamento, nem tiveram malores preocupagles em padronizar o5 elementos
informativos.

Mas, o conteldo da publicacfo & bastante rico, para os imteressados no wniverso
da biotecrologia. Sexve de guia permanente a empresarics, investidores,
profissionais interessados en desenwolvimento de biotecnologias &  bioprodutos. Os -
&gentes governamentais deveriam analisar, cuidadosamente, cada tipo de erpresa,
para maicr bjetividade em suas decisCes para ooncessao de financiamentos ou
estimulacdo de oportunidades.

0 acervo de informagles permite a elaboracdo de documentos avaliativos, scb
diferentes aspectos. E possivel, por exemplo, determinar a populacio de empresas
" que atua em diferentes dreas, entre as 26 principais, que asparecem no "Fields of
focus”, como apavece nas figuras. ’

Para ingressar no "biobusiness", o "Yearbook" serd Gtil, pois fornece informacdes
schre a concorréencia, embora este tipo de informagdo deva resultar de andlises e
tratamentos nais particularizados. Entretanto, sera precisc ficer atento para o
fato de @ue o simples nimero de empresas por pais cu por &rea de atwagio & um
elemento  Infommativo relativamente simplificado. S3c necessarias arilises
adicionais; principalmente dos produtos oferecides e a posiclo das concorrentes o
mercado, entre cutras.

O grande problema, pelo menos para as organizactes governamentais, aqui incluidas
as universidades e os institutos de pesquisa, & ¢ preco da cora: US$800.00. Para a
empresa comercial, o principal ponto a ser definido & se a canpanhia esti orientada
Para a aguisigao e tratamento de informagdes, coisa que o "Yearbook" requer, para
ser aproveitado a0 miEximo.

Jods S. Furtado

Ex-Presidente da Scciedade Brasileira
de Microbiolcgia

Ex-Editor da Revista de Microbiologia
Diretor Exxcutive de TECHTNOVA
Inovactes Técanico-Cientificas 52 Ltda
Rua Gethlio Vargas Filho, 445

04318 830 Pauio SP

Journal of Industrial Micwcbiology, 1(2):69-137, 1986. US$ 141.00.

O periddice "Journal of Industrial Microbiology" & wma publicacio da "Society for
Industrial Microbiology”, langado recentemente pela Flsevier Science Publighers,
Zpsterdam, The RNetherlands., £ uma revista internacional c¢om a finalidade de
piblicar trabalhos de pesquisa, revisdes, camunicaces répidas e cartas ao Editor,
nas &areas de biotecrologia, fermentagdes, microbiclogia anbiental, bicdegradacio,
bicdeterioracéo, controle de qualidade e cutros canpos de micrcbiclogia aplicada.

O corpo editorial da revista & constituido de 60 revisores, sendo 57 dos Estados
Unidos, 2 do Canadd e 1 da Rustrdlia. Bmbora haja una concentracio de revisores
americanos, eles s3o de diferentes regides & pals, © que permitird boa
diversificacac de idéias.

0 exemplar que tivemos oportunidade de analisar foi ¢ volume 1, nmero 2 de Juntho
de 1986, sendo os artigos veriados e bem apresentados, oom impressao clara dos
graficos e fotografias, além de um papel de Stima qualidade.

0 ‘tempo gasto para a publicacdo dos artigos foi de um ano, no entanto, apds o
aceite ¢ tempo variou de 4 a 7 meses.

Este periddico sera de grande utilidade para os profissionais da area.

Os interessados em publicar trabalhos na revista devem encaminhar o original e 3
oopias do artigo em inglSs para G.E. Pierce (Editor-in—Chief}, Rattelle Memorial



297

Institute, 505 King Avenue, Columbus, OH 43201-2693, U.S.A. Nao se paga pela
pablicacic do trabalho. ’

7 assinatura anual da revista estd custando Dfl. 409.00 (U$160.50) e pode sex
obtida escrevendo-se para Elsevier Science Publishers B.V., Journals Department,
P.0O. Box 211, 1000 AE Amsterdam, The Netherlands.

Walter Vieira Guimardes

Dept? de Biologia Geral
Universidade Federal de Vicosa
36570 Vigosa MG

Fon, O.L.; Chung, M.C.M.:; Bwang, P.L.H.; Leong, S.F.; Icke, K.H.; Thiyagarajsh, P.
& ¥Wong, P.T.H., eds. - Contemporary themes in biochemistry. Proceedings of the
Fourth Federaticon of Asian and Oceanian Biochemists Congress, Singapore, November
30 -~ December 5, 1986. New York, Cambridge University Press, vol.6, 715p., 1986.
Us$ 49.50.

Este wolume apresenta 0s resumns das comunicagtes apresentadas nc IV Congresso da
Federagdo dos Biocquimicos da Asia e Coeasnia, realizado em Singapura em dezembro de
1986. O livro contém 357 comunicactes nos diversos campos da bioquimica. Os resumos
variam de autor para autor mas todos contém os dados mais importantes das
camnicagtes apresentadas na forma de cartazes. As comunicagtes poderao ser lidas
nfo sO por agqueles pesquisadores interessados em corhecer o nivel da bioguimica em
paises com desenvelvimento similar ac nosso, comwo também, por agqueles que trabalham
nos temas abordades.

Corwém destacar gue os temas estdo situados no contexto da pesquisa bioguimica
mmndial e foram grupados da seguinte maneira: Proteinas (14), Enzimas (36}, Quimica
clinica (13), Doencas tropicais (7}, Estrutura dos genes (12), Acidos mucleicos
{4), Tmnoquimica (5), Bicquimica de microrganismos (9}, Mutricao {15), Metabolismo
intermediaric {4), Expressdc génica (3), Preocessamento pds trangerigido e
phs~traducdc (4) Glicoproteinas e proteogiicanas (9}, Bioguimica farmacologica
{14), Bicquimica marinha (9), Bioguimica wegetal (29}, Homwdnios, mediatores e
sinais (19), Onoxjenesis e matagenesis (6}, Fatores de crescimento e oncogeres (4},
Bicquimica aplicada {17), Biloguimica analitica (13), Biofisica quimica (9},
Neuroquimica (17), Bioguimica das enfermidades humanas (16}, Idpideos (12},
Eicosonoides {(4), Estrutura e funcdo das menbranas (12), Outros topicos (4). A
bioquimica de microrganismos (total de 25 cammicacdes) ndo estd circumscrita 3 sua
secdo especifica mas se encontra distribulda ao longe de varias segdes.

0 nivel das commicagbes & variavel, abrangendo desde a identificac3o, isclamento
e sequenciamento de genes, fusBo interespécies de protoplastos, isolamento de
enzimas até a confirmacae de que € possivel usar enzimas hidroliticas de
microrganismos isclados na reqido para despolimerizar residuos agricolas.

O maior mimero de comnicactes em Biloquimica de microrganismos era originédrio da
India, sequida dacquelas do Japdc e da Australia e perfaziam 7% & total das
comunicagoes apresentadas.

0 presente livro serve como referéncia dos trabalhos em andamento na India,
Japao, Singapura, Australia, Tailandia e demais integrantes da Federacdo.

Glaci T. Zancan

Dept? de Bioguimica
Universidade Federal do Parana
Caixa Postal 939

80000 Curitiba PR

Korhonen, T.K.; Dawes, E,A, & Makela, P.H., eds. - Enterchacterial suaxface
antigens: methods for molecular characterisation, New York, Elsevier Science
Publishers, 1985.

Se vocé leitor, trsbalha ou se interessa scbre o assunto deste livro, ndo deve
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deixar de adgquiri-lo ou entdo recomendar a biblioteca de sua instituicio para
faze-lo.

O texto estz ‘baseado no programa do "workshop" realizado em Helsingue, em 1984,
sch ausplcms da Federagdo Furopéia das Sociedades de Mlcroblolc-gla e Sociedades de )
Bioquimica, Biofisica e Microbiologia Finlandesa. S30 31 autores auropeus que
escreveram 24 capitulos, sendo os oitc primeiros revisSes e os demais schre
técnicas. Embora © livro terha sido escrito na sua maior parte por pesquisadores
escandinavos {12 finlandeses e 10 suecos) ele apresenta uma bibliografia
intemacional e bem atualizada. _

Os trés primeiros capitulos enfocam as proteinas da "outer membrane®, nos
sequintes aspectos: estrutura e funcao, sintese, assentamento e regulacdo. Os dois
capitulos seguintes referem-se as fimbrias de E. coli tanto nos seus aspectos
estruturais como genéticos. Os trés caplitulos seguintes envolvem a resposta
soroldgica aocs componentes da superflc:u.e bacteriana,

Estes capitulos mencionados acima s3o relativamente curtos (o mais do que 10
paginas, em média) mes fornecem informacdes aburdantes e atual:.zadas e oqueé
caracteristico deste ilvro, facil entendimento.,

Os capitulos restantes s8o dedicados a metodos de estudos. S3o detalhacdos,
profundos e quase todos apresentam uma avaliagdo critica no seu final gquanto as
potencialidades e aplicagdes.

S0 apresentadns o5 sequintes metodos gerais: fracionamente de membranas;
eletroforose em gel de poliacrilamida para andlise de proteinmas; marcadores de
superficie: "crogs-linking"; imuneceletroforese cruzada; microrscopia eletrSnica;
isolamento e anadlise eletroforética de llpopollssacara.chos e selegao e detecgio de
coltnias empregands iodo-proteinas. Alguns capitulios dedicamse a mitodos
especificos oomo por exemplo, isolamento de porinas, ensaios de aderéncia,
parificacio de fimbrias e purificagio Ga proteina COmpA de E. cofdl.

Flavio Alterthum

Instituto de Cigncias Biamédices USP
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374

05508 Sao -Paulo Sp

McGregar, W.C., ed. - Membrane separations in bictecdnology. New York, Marcel
Dekker, 386p., 1986. US§ 76.00.

Este livro cont&m introducio, 13 capituios, um apdndice e wm iIndice remissivo.
N&o ha Indice de autores. Os capitulos tratam de varios temas, todos muito bem
escolhidos. “Selegao e uso de nembranas &e ultzafﬁtxagéo . escrito pelo
organizador, tem 34 paginas, 33 referéneias e € escrito do ponto de vista do
usuario de membranas. Trata, na maior parte, do desenvolvimento do processo de
fracicnamento de extrato timico, trabalho que 33 alerta o usudric para os _maitos
cuidados e ensaios requeridos para se chegar a wm processo de  separagBo por
rembranas. Alguns dados comparatives (desempenho real x nominal} s3o precioscs.

Outros capitulos de interesse gerai- "Cell harvesting™ (Hanisch, Cetus
Corporation) ; ‘Membrane separations in the production of alcchol fuel by
fermentation” (leeper, BGG), "Membrane separations in  food processing®
{Kosikowski, Cornell); ‘“Membrane bicreactors® {Cheryan e Mehaia, Uhiv. Illinois);
"Weste treatment with reserve osmosis nembranes” {Winfield, Courtaulds); "Plant
tissue culture using membranes” (Shuler, Comell). Cutros sBc mais especificos:
"Protein ultrafiltration some neglected considerations” (Sirkar e Prasad, Stevens
Inst. Tecnol.) trata da detericracao no desempenho de membranas, indicando como
esta pode ser evitada através de um manejo cuwidadoso do meio e linpeza das
menbranas; Recovery of an extracellular antibiotic by ultrafiltration" (Grawatt e
Molnar, Merck) & um bom relato de experi@ncia dos autores, em uso de membranas no
processo de fabricacdo de cefamicina C.

A contribuicdo de Mattiasson e Ling {and), Ultrafiltration affinity



299

purification: a process for large-scale biospecific separations” descreve wm
trabalho interessante, a nivel de laboratdrio. Dois artigos referem-se a
fracionamento de plasma: “"Practice of ultrafiltration-diafiltration in the plasma
fractionation industry” (Mitra e Ng, Cutter/Miles) e "Blood plasma processing by
electrodialysis” {(Bing, Didomno e Regan, do Center for Bleod Research, Boston e
Strong, de Harvard). O primeiro destes dois textos mostra bons resultados do uso de
processos de membranas na concentracdo de macrosolutos e remocdo de microsolutos;
mostra que o desejade fracionamento de macrosolutos ainda né&o é uma realidade, a
nivel de processo industrial; a segunda ocontribuicdo evidencia o potencial de
eletrodidlise no isolamento de componentes minctérios de plasma.

"The application of artificial organs to biotechnology” (Lecnard, Columbia) & wm
relato scbre 0 uso terap@utico de membranas, em rins artificiais. O apéndice & um
lista, camentada, de 15 textos e resenhas scbre membranas, e ajuda o leitor a
campletar a sua bibliografia.

0 livrc cobre varios temas de interesse; ha um certo grau de redundancia, cam
algqumas matérias aparecendo em mais de um capitulo. Esta redurdfncia vem, em partes
do fato de existir redundincia de conceitos, no campo, por sxemplo, um bioreator de
membrana € visto tanto camo uma unidade integral ou como um conjunto de tangque com
agitador mais bomba e mddulo de separagdo (diafiltracdo, ultrafiltracdo, etc.).

Tambén se observam algumas lacunas: por exemplo, o capitulo schre eletrodidlise
s5 trata de plasma; o uso de eletrodidlise em processamento de alimentos ou em
indistrias de processe ndo € examinado, de fato, Xosikowski remete o leitor ao
capitulo de Bing e colsboradores, mas este sd trata de plasma,

A exatidBo das informagles prestadas nos diferentes capitulos & muito varidvel, o
autor desta resenha encontroi no artigo de leeper algumas citagdes de trabalhios
cophecidos, cque ndo sdo o bastante fieis acs textos originais. De onde se conclui
que resenhas podem ser e s30 extremamente Otels, mas ndo desobxig"am o leitor d&e
consultar a literatura criginal.

0 texto ndo & util como :Lntroduc;ao aos processos de segarac;ao jeed manbranas,
exige alguna familjaridade prévia oom canceitos e métodos. Também ndo &
extremamente atualizado cu abrangente, pelo que ja foi exposto  anteriormente.
Entretanto & ObVJ.O que, nesta &rea, nfo se tem livre acesso 4 informacio "mais
recente", esta ndo & livremente disponivel e o que estd oontido neste livro ja
forma um acerve de mfomagoes miito valioso. O livro & uma Uil adigdo &
biblioteca do pescuisador desta area. £ tankém, refer@ncia obrlgatoma para os
usuarios, presentes ou futuros, de processos de separagio por membranas,
‘principalmente aqueles que desejam ter informagZo mais critica do que a prestada
pelos fornecedores de mewmbranas e equiparento associado. .

Fernando Galembeck
Institute de Quimica UNICAMP
Caixa Postal 6154
13081 Campinas SP

UNDP/WORLD BANK/WHO — Tropical disease research: seventh programme yeport. 1 -
Overview. Geneva, WHO, p.1/3-1/11, 1985.

Este "relatorio” descreve as atividades do “"Special Programme for Research and
Training in Tropical Diseases™ durante o© bi@nio 1983-1984, apresentando dados
(tabelas e fotografias em quatro cores) de interesse dos pesquisadores, estudantes
de pds-—graduacdo, Jornalistas e administradores dos setores da Salde. O primeiro
capitulo, de cardter introdutdrico, distribuide para divulgar © "relatdrio", contém
dados sobre Quimioterapia e desenvolvimente de drogas, Vacinas e imunoterapia,
Testes para diagndstico, Pesquisa basica, Pesquisa de campo e outros topicos
referentes & maldris, esquistossorose, filariose, tripancsomiases, leishmanioses e
lepra. O conteldo do “"relatdrio" atende acs interesses dagueles que se iniciam
nessa drea, bem comw dos pesquisadores bastante familiarizados com as doencas
tropicais. Emwbora tenha preco  estipulado, coOplas podem ser solicitadas
gratuitamente por pesquisadores e/ou instituicdes de paises em desenvolvimento no
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endereco ja referido da Organizagao Mundial da Saide.

Wilson C. de AraGjo
FINEP

Av. Rio Branco, 124
20042 Rio de Janeiroc RJ

NDP/WORLD BANK/WHD — Tropical disease research: seventh programme report, 1
january 1983 - 31 December 1984. 11 - Epidemiclogy. Gereva, WHO, p.11/311/10,
1985.

O capitulo 11, referente 20 programa estabelecido pela WHC para treinamento e
pesquisa na Area de doencas tropicais, trata da parte de epidericlogia
principalmente em 23nbia.

Estudos longitudinais multidisciplinares foram realizados em uma populagio de 154
pequenas cidades, totalizandc cerca de  10.000  habitantes. A maldria,
esquistossomose e tripanossomiase africana s8o frequentes nesta drea. As criancas
apresentam-se desnutridas e miitos casos de melaria por Plasmodim falcdpaucn sio
resistentes & cloroquina. O principal Centro de Pesquisa fica localizado em Ndola.
A filariose € endémica e a lepra ocorre muma proporcio de 26 casos novos para 1000
habitantes. Para treinamento em epidemiclogia, aplicada ac estude das doencas
tropicais, os médicos de Zdmbiz tém recorrido 2 Universidade de Nairobe e aos
Centros Médicos de Tanzania. Ainda resta muito por fazer neste territdrio africano,
td3o0 pobre de recursos madicos e humanos.

Carlos da Silva Iacaz

Instituto de Medicina Tropical de SAo
Paulo

Av. Dr. Enéias de Carvalho Aguiar,
476G

05403 Sdo Paulo SP



