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Uso DE ERITROCITOS DE DIFERENTES ORIGENS EM TESTES SOROLOGICOS
PARA. A DETECCAO DA ENTEROTOXINA TERMOLABIL (LT) DE ESCHERICHIA
COLI, DE ORIGEM HUMANA E SUINA

Tucila Costallat Ricci Recebido para publicacao em 16/06/87
Marlene Braide Serafim

Paula Salek de Siqueira

& Antdnio Fernando Pestana de Castro

Dept? de Microbiologia e Imunologia
Instituto de Biologia

Universidade Estadual de Campinas
Caixa Postal 6109

13081 Campinas SP, Brasil

Resumo .

0s testes sorologicos de imuno-hemdlise  passiva  (IHP),
imuno-hemolise radial (IHR) e themaglutinagao indireta (HI),
utilizados no diagndstico da enterotoxina termolabil (LT) de
E.cofi, sao normalmente desenvolvidos usando-se hemacias de
carneiro. Neste trabalho analisamos a possibilidade dos mesmos
serem realizados com eritrocitos das seguintes origens: galinha,
boi, cobaia, coelho e humana, utilizando-se amostras de E. cofd
enterotoxigenicas de origem humana e suina, produtoras de
enterotoxina termo-1abil (LT). Com relagao a IHP, observamos
resultados mnegativos quando usamos nos testes hemacias de cobaia
e humanas. Resultados parcialmente concordantes aos de carneiro
foram encontrados com as hemacias de galinha e coelho, na faixa
de 35,77 a 66,7%. Nas provas de IHR e HI todos os eritrdcitos
analisados foram sensibilizados pela enterotoxina LT, embora com
afinidades diferentes. Em todos os testes analisados, os
resultados obtidos com as hemacias bovinas foram 100%
concordantes aos observados com hemacias de carneiro. Em vista
disto, concluimos que dentre.as hemacias estudadas, a unica que
substitui satisfatdriamente a de carneiro nos testes soroldgicos
utilizados para deteccao de LT é a de origem bovina.

Summary

Serological assays such as passive immune-haemolysis (PIH),
radial immune-haemolysis (RIH), and indirect haemaglutination
(IH), used for the detection of thermolabile (LT) enterotoxin of
Zscherichia colA, are generally carried out with sheep red blood
tells. In this work, the above mentioned assays were performed
with erythrocytes from other sources (human, chicken, bovine,
guinea-pig, and rabbits) and the results were compared with the
ones obtained in the standard assays carried out with sheep
erythrocytes. The PIH assays performed with chicken and rabbit
erythrocytes detected from 35,7% to 66,7% of the LT-producing
strains identified by the standard assay and those performed with
guinea-pig and human erythrocytes yield only negative results.
The RIH and IH assays showed that all erythrocytes studied were
sensitized by the LT enterotoxins with variable affinities. The
results of all serological tests performed with bovine
erythrocytes were identical to the ones obtained with the

Este trabalho foi subsidiado pela FINEP e FAPESP.

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19{3):217-222, Jul./Set. 1988,
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standard assays. Therefore, we conclude that only bovine red
iood cells can substitute sheep erythrocytes in the serological
tests carried out for detecting LT enterotoxin.

Introducao
A toxina colérica produzida pelo Vibiic cholerae e a enterotoxina termoldbil (LT)

de Escherichia coldl (1), quer de origem humana quer de origem suina, apresentam
muitas propriedades semelhantes, em especial no que concerne a determinantes

antigénicos comuns, além dos determinantes especificos (3, 4, 13). A ligagdo das
mesmas a células sensiveis é feita através dos seus respectivos fragmentos B e dos
gangliosideos (M1 existentes nestas células (6, 7, 17, 21). Quanto 3s suas

atividades bioldgicas, estas enterotoxinas ativam a adenil-ciclase e sdo capazes de
causar diarréia no homem e/ou animais sensiveis (5, 6, 17).

Entre as reagOes soroldgicas usadas para a deteccao destas enterotoxinas, se
acham bem estudadas a imuno-hemblise passiva (IHP) (2, 19), a imuno-hemdlise radial
(IHR) (18, 20) e a hemaglutinagao indireta (HI) (16), nas quais se observa uma
sensibilizagac "natural" das hemacias de carneiro pelas enterotoxinas LTs, sem que
haja a necessidade de qualquer agente ligante, geralmente necessario para a
sensibilizagao de eritrocitos por antigenos protéicos (14). Resultados anteriores
8, 9, 10, 11, 12, 15) mostram que o fendmeno de sensibilizacdo das hemacias deve
ser devido a presenca nestas células do gangliosideo @M1, que serviria como
receptor para as enterotoxinas eventualmente existentes em sobrenadantes de
culturas de amostras de E. coli produtoras de LT.

O presente trabalho teve como propdsito verificar a possibilidade de hemacias de
outros animais, incluindo a do homem, de serem sensibilizadas pela enterotoxina LT
utilizando para tal os testes de IHP, THR e HI. Sob o© ponto de wvista pratico,
dependendo  das disponibilidades dos laboratdrios, tals testes poderiam ser
adaptados para outros tipos de hemacias. Esta pesquisa poderia colaborar também no
estudo da distribuicao de receptores para estas enterotoxinas em membranas
celulares, em especial eritrocitos de diferentes origens, tomando-se como base a
maior ou menor sensibilizacao destas células pela enterotoxina LT.

Material e Métodos

Amostras - Selecionamos para o trabalho 28 amostras de E. cofd, procedentes de
casos de diarréia no homem e em suinos. Destas amostras, 10 eram de origem humana,
sendo 8 produtoras da enterotoxina termoldbil (LT*) e 2 nio enterotoxigénicas
(L),

As restantes eram de origem suina, sendo 16 LT e 2 LT—.

Preparo de extratos - As amostras de E. coli foram semeadas em erlermeyers de 125ml
contendo 10ml do meio "Casamino Acids-Yeast Extract" (CAYE) (2). Apos 18 horas de
incubagdo a 37°C em estufa de agitacdo (250 rpm/minuto), adicionou-se polimixina B
ao meio, na concentragao final de 0,22mg/ml.

Cerca de 15 minutos apds a adicae do antibidtico, as culturas foram centrifugadas
a 3.000 rpm por 40 minutos e seus sobrenadantes separados e mantidos a -20°C.

Preparc dos antissoncs - A antitoxina oolérica foi preparada em cavalo e em
coelhos, O cavalo foi inoculado com 500ug da toxina colérica purificada {Sigma) e o
coelho com 100ug da mesma. Em ambos os casos, a toxina foi ressuspensa em tampao
PBS 0,02M, pH 7,4 e misturada a igual volume do adjuvante completo de Freund.
Inoculou-se a toxina pela via intramuscular, repetindo-se a imunizacao com
adjuvante incompleto de Freund, apbs 25 e 50 dias. Apds a sangria dos  animais, os
soros foram inativados a 56°9C por 30 minutos e absorvidos, por 3 vezes, com papa de
hemacias de mesma origem que as utilizadas nas reagdes sorolSgicas em estudo.

Ontgem das hemacias - Para que pudéssemos estudar a sensibilizacio de varios
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eritrocitos pela enterotoxina IT escolhemos hemacias das seguintes origensi boi,
galinha, coelho, cobaia e do homem. As hemacias foram coletadas em solucao de
Alsever e mantidas a 49C. Todos os resultados obtidos com estas hemécias nos testes
de THR, IHP e HI, foram comparados aos observados com hemacias de carneiro.

Testes de imuno_hemolfise - O teste de IHP foi desenvolvido segundo Castro & Col.
(2), utilizando-se ao invés de tampao veronal, a trietanclamina, pH 7,4, com 0,05%
de gelatina (14). Como na realizacado do teste de IHP medimos a quantidade de
hemoglobina liberada apds a reacao hemolitica, foram analisadas as curvas de
absorcac das hemoglobinas de diferentes origens. Assim sendo, para cada tipo de
hemicia estudada tracamos uma curva de absorcao da hemoglobina na faixa de
comprimento de onda de 410 a 600nm (EspectrofotOmetro 295I1, Micronal).
suspensao original de cada eritrocito foi padronizada diluindo-se as hemicias 1/20
em A&agua destilada, acertando-se a absorvancia para 0,42 a 550nm antes de ter a
hemoglobina dosada nesses comprimentos de onda.

A prova de THR foi realizada sequndo a técnica descrita por Yano & Col. (20).
Resumidamente, agarose a 1% foi preparada em tampdo trietanolamina, acrescido de
azida sddica a 0,02%. A esta, foram acrescidas hemacias padronizadas a 0,42 de D.O.
(550nm) , apds diluicao da suspensac a 1/20 em dgua destilada. As suspensbes de
hemacias - agarose eram entao vertidas sobre tampas de placas de microtitulo (8x10)
e deixadas solidificar.

A sequir, em posigdes pré-determinadas, eram feitos no gel orificios de 4mm de
diametro, nos quais aplicavam-se sobrenadantes de cultura com as toxinas em estudo
e, apds um periodo de difusdo, as antitoxinas. Complemento diluido 1/10 era, entdo,
vertido sobre as placas.

Teste de hemaglutinacao 4indireta - O teste de hemaglutinagdo indireta foi
desenvolvido sequndo Riccl e Castro (16). Hemacias padronizadas como nos testes de
imuno-hemblise, foram sensibilizadas com scbrenadantes de cultura (V/V) a 379C por
30 minutos. Cerca de 251l de hemacias sensibilizadas foram posteriormente colocadas
em uma lamina de vidro a qual se adicionou o soro antitoxina colérica, preparado em
coelhos, e apds homogeneizagac da mistura, soro anti-IgG de coelho, preparado em
carneiro. Novamente a reagao fol homogeneizada e apds 2 minutos, procedia-se a
leitura contra um fundo branco.

Resultados e Discussao

Quanto a absorcao da hemoglobina, podemos observar na Tabela 1, que no
comprimento de onda de 420nm, no qual normalmente se realizam as leituras do teste
de IHP, apenas a hemoglobina de galinha absorve com menor intensidade que a de
carnelro. Conseqiientemente, , quando se utiliza no teste de IHP a hemicia de galinha,
a sensibilidade do teste fica diminuida se utilizarmos a mesma padronizacao adotada
para as hemacias de carneiro. Com relagdo as outras _hemoglobinas, verificamos que a
420nm todas apresentaram uma absorvancia superior & da hemoglobina de carneiro.
Além disso, quando se correlacionou a padronizacao, diluindo-se a suspensao de
hemacias 1:20 em &gua destilada e acertando-se As50=0,42, com O nimero de
eritrocitos, verificamos algumas diferencas consideraveis. ASS:Lm sendo observamos
que o numero de células por ml, para as hemicias de galinha (12,2 X 107 ) e boi (60
X 107), foram inferiores ao observado para as hemacias de carneiro (77,2 X 107) .
Este fato deve diminuir a sensibilidade dos testes hemoliticos com relagdo as
primeiras hemacias. Ao contrario, esta observagao nao se aplicaria as hemicias de
origem humana (104 X 107) e as de coelho (165 X 107), com valores superiores aos
encontrados para as hemacias de carneiro (dados ndo apresentados em tabela).

Sequindo as técnicas normalmente utilizadas nos testes soroldgicos de Igp, THR e
HI feitos com hemacias de carneiro, procurcu-se pesquisar a sen51blllzagao de
diferentes hemacias pela enterotoxina IT. Pode-se observar na Tabela 2 que as
hemacias bovinas apresentaram resultados 100% concordantes com os de carneiro,
independentemente do teste a ser considerado. Com relagdo as hemicias de cobaia,
obtivemos resultados negativos na IHP. O teste de HI, por outro lado, com este
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mesmo tipo de hemicia, mostrou 50% ou mais de Tabela 1 -~  Absorcao das.
resultados positivos, na dependéncia da origem preparacgoes de hemoglobulinas de
da amostra, enquanto que no teste de IHR, entre diferentes espécies na faixa de
24 amostras de E.cofd estudadas apenas 2 foram 410 a 600nm.

positivas.
-Embora com resultados variavels, as hemacias Origem das Hemdcias
3 D.O.
de lgai_lnl;g e lde tc:oell;g . forg]‘; qln;:lhz]s: Carneiro  Boi Galinha Cobaia Humana
sensibilizadas pela enterotoxina
= : B s 410 4,5 4,9 1,9 4,4 4,6
hemacias de cobaia, haja y1§to que ambas 0 31 3es 14 A
apresentaram testes de IHP positivos, o que nao a0 8?8 9:82 g2 0.9 0:8
; ; Zed ; . , . 0,45 o0,
havia ocorrido cam hemacias de cobaia. 480  0.26 0,24 0,33 0,02 0,24
Ainda na Tabela 2, observamos que oS 30 g%g 9.2 o 03 8,20
resultados dos testes de IHP com hemacias 540 0,45 0,40 0,39 0,6 0,47
humanas foram negativos. Por outro lado, no 0 982 042 942 0.2 0,12
- 2 . 2 ' 30 ’
teste de THR com estas mesmas hemacias, 580 0,35 0,39 0,33 0,37 0,38
encontramos 87,5% de concordancia com oS 000,07 0,05 0,2 0,07 0;07
obtidos com hemacias de carneiro,

independentemente da origem da amostra. No B
teste de. HI as concordancias foram respectivamente 28,6% para a LT de origem suina
e 37,5% para a IT de origem humana.

Tabela 2 - Estudo da sensibilizagao de diferentes hemacias, pela
enterotoxina LT produzida por amostras de E, cold, de origem
humana e suina, através das provas sorologicas de IHPZ, THRD
HIC.

Simbolos:a = Imuno-hemolise passiva; b = Imuno-hemolise radial;
¢ = Hemaglutinacgao indireta; d = Numero de  amostras
enterotoxigénicas com resultados positives com a hemacia em
questao/nimero de amostras enterotoxigénicas positivas com a
hemacia de carneiro, pela mesma prova soroldgica;, e =
Porcentagem de concordancia de resultados positivos em relagao
a0s obtidos com hemacias de carmeiro.

Provas soroldgicas

_ HP IR HI

Origem das hemaci

amostras amostras anostras amostras aostras anostras

humanas suinas humanas suinas humanas suinas
Boi 8/8% (100)% 16/16 {100) 8/8 (100} 16/16 {100} 8/8 (100) 16/18 {100)
Galinha 4/6 (66,7} 4/8  (50) 8/8 (100) 12/16(75) 6/8 (75) 4/7 {37,1)
Coelho 3/8 (37,3} 5/14 (35,7} 8/8 (100) 10/15 (66,7) 5/8 (62,3) 4/7 (57,1)
Homem 0/8 (0) 0/15 {0) 7/8 (87,3) 14/16 (87,5) 3/8 (37,3) 2/7 128,6)
Cokaia 9/7 (0) 0/11 (0) 1/8 (12,3) 1/16 (6,3) 478 {30} 4/7 37,1

Pelos resultados obtidos nas provas soroldgicas para a deteccdo de LT,
verificou-se que as hemacias bovinas tiveram 100% de concordancia com os observados
com hemacias de carneiro, podendo, portanto, substitui-las nos testes em questdo.
Quanto as demais hemacias, outros estudos devem ser levados a efeito para verificar
a possibilidade das mesmas serem usadas nos testes investigados. BAssim, por
exemplo, as hemacias humanas e de coelho poderiam ter a sua concentracio aumentada,
principalmente nos testes de IHR, numa tentativa de se melhorar a sensibilidade da
prova feita com estes eritrocitos. Quanto as heméacias de galinha, apesar de terem
apresentado resultados semelhantes aos de coelho, nao sdo recomendadas pela
dificuldade de coleta e por nao sofrerem lise total na padronizacdo, o que
certamente acarretaria erros na leitura espectrofotométrica.

As diferencas de sensibilizagao pela LT observadas nas hemacias estudadas, podem
fornecer subsidios importantes para que se possam pesquisar e identificar
diferencas qualitativas e/ou quantitativas de receptores para a enterotoxina IT de
E.coli. BAssim, as hemacias de oobaia seriam as menos sensibilizadas por esta
toxina, seguidas pelas hemacias humanas, sendo que as hemacias de galinha e de
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coelho se sensibilizariam mais pela LT do que os eritrécitos humanos. A origem da
toxina tem infludncia na sensibilizacdo das hemdcias. Em outra palavras, na prova
de THR com hemicias de galinha e de coelho, embora tenha-se obtido 100% de
concordancia nos testes feitos com amostras de E.cofd LTt de origem humana, em
relacio as amostras de origem suina, as porcentagens de concordancia foram
visivelmente menores, ou seja, 75 e 66,7%, reSpectivanleniie.

Para explicar estes resultados, poderiamos aventar hipbteses, tais como, menor
quantidade de receptores para a LT em hemacias de cobaia, ou ainda uma maior
afinidade da IT de origem humana pelas hemicias de galinha e de coelho do que
humanas. Todavia, quando se analisam as provas de IHR e HI, & mais plausivel supor
que as diferencas antigénicas, sabidamente existentes entre estas du§s
enterotoxinas (3), se tornem mais evidentes, mormente se for levado em consideracao
que em todos os testes desenvolvidos neste trabalho, usou-se como antissoro a
antitoxina colérica, que nas reacoes antigeno-anticorpo reage mais fortemente com a
LT de origem humana do que com LT de origem suina (16).
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Summary

Some features on the growth of Microeystis aeruginosa were
examined, following exposure of this organism to different
culture conditions (light at 209C, light at 4°C, dark at 209C and
dark at 40C) in an attempt to simulate those encountered in
natural environments. Experiments in which cultures were
submitted to these conditions indicate that pH, redox potential,
dissolved oxygen and cell division rate fluctuated much as was
expected. Nevertheless, glycogen (energy reserve) tended to
disappear from the cultures maintained in the darkness and under
0.5 Klux at 4°C, the glycogen content did not decrease. The
glucose consuption rate was faster in the darkness and presented
a smaller K, suggesting a higher affinity of Microcystis for
external sources of glucose. This may have some significance in
relation to the survival strategy of M{chocystis under field
conditions during autumn, winter and spring in temperate lakes.

Resumo

Alguns aspectos do crescimento de Microeystis aeruginosa Kuetz,
emend. ELenkin in ASM-1 medium

Alguns aspectos do crescimento de Michocystis aeruginosa foram
examinados através da exposicido desse organismo a diferentes
condigoes de cultura (luz a 209C, luz a 40C, escuro a 209C e
escuro a 4°C) numa tentativa de simular aquelas provaveis
situacoes encontradas no ambiente natural., Os experimentos
realizados indicaram que pH, potencial redox, oxigénio dissolvido
e taxa de divisao celular flutuaram muito além do esperado.
Todavia, o glicogenio (energia de reserva) tendeu a desaparecer
em culturas mantidas no escuro, enquanto que sob 0,5 Klux e 40C o
conteudo de glicogénio nao diminuiu. A taxa de consumo de glicose
foi maior no escuro e apresentou menor valor de Kn, sugerindo
maior afinidade da M{crocystis para fontes exdgenas de glicose.
Isto pode ser importante em relacao a estratégia de sobrevivencia
desse organismo sob condicoes naturais durante o outono, inverno
e primavera em lagos temperados.

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 19(3):223-228, Jul./Set. 1988.
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Introduction

MWicrocystis aeruginosa Kuetz.emend. Elenkin is one of characteristic organisms
producing water blooms in tropical, subtropical and temperate freshwaters. However,
the knowledge of precise mechanisms determining the occurrence of such blooms has
not been clear until now. Recent researches have established that the familiar
phases of vigorous increase, conspicuous populations maxima and surface bloom
development are abruptly terminated by annually recurrent phases of "benthic
overwintering" on the lake sediments (4, 14 and 15) . There are different opinions
about the mechanisms which could determine such water blooms: the raised pH and the.
diminishing fraction of agueous carbon dioxide available for photosynthesis (9 and
15); the critical interaction between the attenuation of incident light and the
physical stability of the water column (4, 10 and 1 2); the ability to tolerate, if
not flourish under, conditions of low oxygen tension and low redox potencial (3, 6
and 16) ; and the renewed growth from overwintering colonies of Microcystis is
stimulated when bottom waters approach anoxia and light simultaneously penetrates
to the deep sediments (2 and 14).

In this paper, the growth of Microcysiis in defined culture medium is compared
with such variables as pH, redox potencial (Eh) and dissolved oxygen. Consideration
is also given to variations in the rate of cell division to the cell contents of
protein, carbohydrate, glycogen and chlorophyll and to the kinetics of glucose
absorption under various conditions of light and temperature, in an attempt to
simulate those of natural environments.

Material and Methods

Onganism and growth conditions - The laboratory strain used in the study was
Micnoeystis I, 305, a non-axenic culture (but with an insignificant number of
bacteria) first isolated by G.M. Jaworski from the plankton of Enclosure B-Blelham
Tarn - Cumbria - England in 1977 and since maintained in colonial state in the
modified ASM-1 medium (5 and 13).

This strain has been cultured in a thermostatically-controlled (20 * 19C) room
(18) which was artificially illuminated (2Klux; 12h light: 12h dark).
Method 0§ stimating cell concentration - 100ml aliquots of a well shaken sample or
prepared suspension were placed in 100ml cylinder flasks, to which a single pellet
(~0.3g) of sodium hydroxide was added. Smaller volumes of more dense suspensions
were diluted with clean tapwater to 100ml. To ensure complete disruption of the
more mucilaginous colonies, it was necessary to heat the alkaline suspension in a
thermostatic oven for 30min. at 90°C (13), prior to microscopical counting in a
Fuchs~Rosenthal Haemocytometer.
Anabysis - The concentrations of anthrone-reactive carbohydrate, protein,
glycogen, glucose and chlorophyll were respectively determined by colorimetric
methods (1, 7, 8, 11 and 17). Dissolved oxygen concentration and redox potential
(Eh) were measured directly during experiments using specific electrodes.
Experimental procedure - Microcystis was subcultured in 2 litres aliquots of mod.
ASM-1 medium. The initial inoculum was 45 x 10° cells.ml™'. After 14 days culture
at 200C, 12h light:12h dark and 2Klux of light intensity, the culture was divided
into 4 subcultures each being then submitted to different ambient conditions, viz:
400ml (L 20) maintained under similar conditions (light at 20°C); 400ml (D 20) in
darkness at 209C; 400ml (L 4) under continuous light (+0.5Klux) at 4°C; and 400ml
(D 4) in darkness at 4°C. The remaining 400ml were used during the first 14 days in
determining pH, dissolved oxygen, Eh, total carbohydrate, glycogen, protein and
chlorophyll contents and cell nmuwbers in the subculture.

Results

The initial growth (in terms of cell concentration) of Microeystis in 28
subcultures and the subsequent growth in the experimental treatments- are shown in
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Figure 1A and B - Figure 2A, B and C - Figure 3 - Carbohydrate content
Comparison of the Effect of different  4yripng the Microcystis growth
Microeystis growth (cell light and temperature ¢ different light and
number/ml  and division conditions on  pH, temperature conditions: (o)

rate d-') under various dissolved oxygen and light 20°C; (e) dark 200C; (4)
conditions: (o) 1light redox potential (Eh) light 49C and (&) dark 4°C.

200C; (e) dark 200C; (a) of the subcultures
light 40C and (A) dark maintained at (o)

4oC , light 20°C; (e) dark » ‘ .’ I K
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in the experimental treatments are shown in
Fig. 1A and 1B respectively. As expected, the
cell division rate was greatest (0.36 day 1)
between the second and third week, decreasing
during the following weeks in the L 20
treatment. In the . 4, D 20 and D 4 treatments the cell dJdivision rate was
immediately dlrnlnlshed {0.07 day *) and pH and dissolved oxygen levels decreased in
all treatments except L 20, while redox potential (Eh) increased considerably (Fig.
27, 2B and 2C).

The cell contents of carbohydrate (Fig. 3) and protein (Fig. 5) decreased at the
end of exponential growth phases in all treatments and in similar ratios. However,
glycogen, the probable storage material (energy reserve), tended to disappear in
the cultures maintained fn darkness but to remain unchanged in the illuminated
treatments 4°C as 20°C (Fig. 4). The chlorophyll contents (Fig. 6) of cells in the
D 20, L 4 and D 4 treatments were increased in relation to those of I, 20
treatments suggesting some physiological adaptation to compensate the inadequacy
of light.

An interesting dlfference between the glucose absorption rates of Microeystis

cells mainthined for 9 days in dJdarkness and of those maintained under natural
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Figure 5 - Changes in  the Figure 6 - Comparison of
concentration of protein chlorophyll content during the
meadured during &4 weeks  at Microcysiis growth at (o) light
different temperatures  and 209C, (e) dark 209C, (A) 1light
light conditions of the 49C and (A) dark 49C.

Microcystis subcultures. L-20
(0); D-20 (e); L-4 (A) and D-4
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Figure 7 -~ Glucose Kkinetic

absorption by Microcystis in

photoperiod is shown in Fig. 7. The glucose dark and  light at  209C

absorption rate is faster in the fommer case and

presents a smaller K,  (Michaelis-Menten gongﬁ:?ns' () Lucose
Constant). This suggests a greater affinity for i : . & )
assimilable carbohydrate in darkness when ~ 20SOTPRion st light and (;t
Micnocystis is depleted of glycogen. Similar <g1a¥knesv absorp

results were obtained at 4°C. K, is unchanged v

but . glucose absorption rate is similar in

darkness and light conditions. x16° i i ' ' ' T

Discussion

The results presented here corroborate some
observations shown in a previous paper (2).
Suitable irradiance and temperature conditions
improve the photoautotrophic capacity of the
organism growth period which normally occurs in
the summer season. Although the cell division
rate decreased after the second week, despite :
the persistence of suitable temperature and RN 5;'*.»_61‘? _____ ol =050~ oba
light conditions, it nevertheless exceeded those (GLUcoSE ] Mol £ . 40°
of treatments in poor or zero light and at the
lower temperature, Morphologically, the
Microcystis used in this work conformed with St.

Vv (14), the stage associated with summer vegetative growth.

The redox~potential behavicur is reciprocal to the oxygen production, decreasing
in light culture, possibly because of high mucilage production, (19) which may
contribute to the sucess of Microcystis growth in media saturated with oxygen. The
raised redox potential in D 4, L 4 and D 20 cultures may be related to the
reduction in the carbohydrate content,

another important observation concerns glycogen storage during the
higher-irradiation period. This glycogen can support a significant cell division
(0.05 to 0.1 day '), in darkness for up 7 days. In the presence of light (0.5 Klux)
at 4°C, the glycogen content does not decrease. This may have some significance in
relation to the survival strategy of Microceystis under field conditions, during
autumn, winter and spring in temperate lakes. In other words, those Michocystis
colonies that, under natural conditions sink to and survive on the sediment surface

4 Mets GLUCOSE ABSORBED HOUR 7508 CELLS
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for months or years without apparent division, may be sustained by a low light
income. Temperature appears not to interfere with glycogen consumption between 4
and 20°C. In darkness, exhaustion of the glycogen store may take some 15 days.
Under these circumstances the higher affinity of Microcystis for external sources
of glucose in darkness. could have some bearing upon its ability to survive,
apparently heterotrophically during the autumn, winter and spring seasons on the
mud surface of temperate lakes. It is necessary to investigate in the laboratory
and through field experiments the behaviour of Microcysfis in other stages of its
life cycle.
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Resumo

Foli verificado o efeito da vinhaca adicionada em solo com cultura
de milho, quanto a densidade de bactérias, actinomicetos, micror-
ganismos crescidos em melos com sacarose, amido e carboximetil
celulose (CMC), como uUnica fonte de carbono. O numero de micror-
ganismos foi determinado pelo método indireto, wutilizando-se a
técnica de diluigdo em série e meios de cultura especificos para
cada grupo analisado. As placas foram incubadas a 28°C por 48 ho-
ras para as bactérias e por sels dias para os demais grupos. Uti-
lizou-se o teste de variancia com um ou dois fatores e o limite
da menor diferenca para analise estatistica. O efeito da vinhaga
foi temporario, permanecendo durante 40 dias sobre a densidade
dos microrganismos, com excegcao para os actinomicetos que foi
mais tardio. A vinhaca aumentou o numero de bactérias e actinomi~
cetos no solo e o adubo mineral acarretou acréscimo dos microrga-
nismos capazes de crescer em meio com CMC ou amido, como UuUnica
fonte de carbono. Os dois aditivos agricolas ndao aumentaram o nu=
mero dos microrganismos crescidos em meio com sacarose, como Uni-
ca fonte de carbono.

Summary

Microflona in comn (Zea mays) crop, Red-Vellow Latosol sand
phase, treated with vinasse 4in Rio CLaro, State of Sac Paulo,
Brazil

The effect of the addition of vinasse in the corn field soil on
the densities of bacteria, actinomycetes and microorganisms able
to grow in culture media with sucrose, starch and carboxymethyl
cellulose (CMC) as the only carbon source was analysed. The
number of microorganisms was determined by the indirect method,
using serial dilution plate method and specific culture media for
each nutritional group analysed. The plates were incubated at
289C for 48 hours for bacteria and six days for the other
microorganisms. One for two-way analysis of variance and least
significant difference tests were used for statistical analysis,

The temporary effect of vinasse addition on microbial communities
lated 40 days, but was longer on actinomycetes, The vinasse which
was added to soil increased the number of bacteria and
actinomycetes while mineral fertilizer 1likewise increased the
number microorganisms able to grow in culture media with CMC or
starch as the only carbon source. However, none of the treatments
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increased the number - of microorganisms able to grow in culture
media with sucrose as the only carbon source,

Introducao

A utilizagdo da vinhaca como fertilizante n3o & recente, pesquisadores hia muito
citam a utilizacdo da mesma como adubo em complementacdo 3 adubacdc mineral (3). A
quantidade recomendada pode variar de acordo com o tipo de solo, do préprio residuo
e da cobertura vegetal (11). Os efeitos da wvinhaga no sclo dependem de varios
fatores, sem considerar a possibilidade da interac3o dos mesmos, dificultando a
interpretacdo dos resultados. O efeito da vinhaca sobre culturas tem sido estudado,
por exemplo, em cana-de-aglicar (10, 13), feijdo, milho e gergelin (17).

Foram desenvolvidos alguns estudos anteriores scbre a microbicta de solo tratado
com vinhaca, sendo que em alguns casos, ocorreu aumento da densidade dos
microrganismos (2, 4, 5). Entretanto, em solo sob cerrado, ndo foi observado
amento do namero de bactérias e actinomicetos (9). Porém a vinhaca adicionada
neste mesmo tipo de solo, aumentou significativamente os nimeros de fungos capazes
de crescer em meio com carboximetil-celulose, amido ou sacarose camo Gnica fonte de
carbono (17).

Com o objetive de verificar o efeito da adicio de vinhaca na cultura de milho,
foram estudados diversos parametros, dentre eles, alguns aspectos da microbiota
téldrica, que sao aqui abordados. )

Material e Métodos

Em uma area da Fazenda S3o José€, municipio de Rio Claro-SP, onde a cana-de-aclcar
substituiu o cerrado hd quatro anos atrds, apds a retirada dessa cultura, o solo
foi preparado para ¢ plantioc de milho, utilizando-se trés tratamentos: . vinhaca,
80m®/ha; adubo mineral-formuld 5-30-20, 250kg/ha e testemunha, Estes tratamentos
foram utilizados uma Gnica vez e as parcelas correspondentes, no total de 12, foram
distribuidas ao acaso, na drea de Latossolo Vermelho-Amarelo, fase arenosa.

Nestas parcelas nao foram colocados herbicidas ou inseticidas ou ainda qualquer
outro defensivo agricola recomendado para cultura de milho. Porém na cultura
anteriormente implantada, foram utilizados aditivos durante os quatro anos de
permanéncia da mesma. Utilizou-se vinhaga do tipo de caldo misto, adicionada a
quente por toda a extensdo das parcelas, enquanto que o adubo mineral foi colocado
somente nas soqueiras.

As coletas foram realizadas em diferentes épocas, tendo sido a primeira wuwm dia
apds a retirada da cana-de-aglcar, em novembro de 1985. O plantio de milho foi
realizado apds um més e quando a cultura se encontrava com 40, 70, 90 e 110 dias de
idade, novamente foram coletadas amostras ocompostas de solo, até 15cm de
profundidade, das linhas e das entre-linhas da cultura. O solo foi colocado em
sacos plasticos, devidamente etiquetados e levados para o laboratdrio, onde as
amostras foram passadas em peneira com malha de 2,83m e homogeneizadas
individualmente para o processamento imediato.

A densidade de microrganismos do solo foi determinada utilizando-se o método
indireto, com técnica de diluicdo em série (6).

Dez gramas de solo (neso tmido) foram colocados em erlenmeyer de 250ml  contendo
90m1 de solucdo salina (NaCl 0,85%), com agitagdo durante 30 minutos, em
temperatura ambiente., Os meios de cultura utilizados foram: agar nutriente (12)
para bactérias; &gar amido (7) para actinomicetos e meio mineral (12) com 2% de
agar acrescido de 0,5% de sacarose, amido ou carboximetil celulose, como Unica
fonte de carbono. As placas de Petri foram incubadas a 28°C, durante 48 horas para
as bactérias e 6 dias para os demais grupos de microrganismos.

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste de variancia com um ou
trés fatores e o teste "ISD" limite da menor diferenca (15).



Resultados e Discussio

A densidade de bactérias variou
entre 5 x 10% a 3,6 x 10°, durante a
vermanéncia da cultura de milho e
foi superior, 1,5 x 10'Y no periodo
anterior ao plantio do milho, isto
€, em novembro de 1985, Figura 1. No

solo com cultura de 40 dias,
janeiro/1986, a adicao de vinhaca
acarretou aumento significativo
(F=34,3**) do nmero desses

microrganismos, 3,2 x 10°, em
relagao ao solo tratado com adubo
mineral, 1,5 x 10°, e 0 testemunha,
1,4 x 10°, a0 contrario do observado
por outro autor (9). A adubacdo
mineral nac produziu este mesmo
efeito. Nos demais periocdos, nao foi
observada diferenca estatisticamente
significativa (F=0,40 n.s.) quanto
aos tratamentos utilizados. Foi
constatada diferenca no nlmeroc de
bacterias em relagdo ao periodo de
coleta do solo, (F=44,84*%*), indicando
que estes microrganismos éstio sob
acao de outros parametros presentes
nos sistemas. O efeito do tratamento
foi . dependente do periodo de coleta
e quanto as linhas e entre-linhas da
cultura (F=4,35%%)

Os actinomicetos
bactérias, foram estudados
separadamente, em decorréncia do
importante papel que desempenham no
solo. O nimero foi maior antes do
plantio de milho, 9,0 x 107,
diminuindo com instalagdo dessa
cultura, sendo que a densidade
durante o periodo de estudo wvariou
entre 1,5 x 107 a 4,8 x 107, Figura
2. A adicido de vinhaga acarretou
acréscimo  (F=3,70*) do nimero de
actinamicetos, principalmente no més
de janeiro e no més de marco, em
relagéo ao solo testemunha (F=9,91%) ;
LSD=1,55%) ao contrario do observado
em solo sob cerrado (9). O adubo
mineral nao acarretou este mesmo
efeito (ISD=-0,40 n.s.). Houve
variagao quantitativa das amostras
coletadas nas linhas e  nas
entre-linhas da cultura (F=6,72%),
porém ndo quanto aos periodos de

embora sendo

coletas (F=0,79 n.s.). Foi
demonstrado estatisticamente que as
alteractes acarretadas pelos

diferentes tratamentos dependeram do
periodo das coletas (F=4,44**), Estes
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Figura 1 - Numero de bactérias, até 15cm de
profundidade -ie Latossolo Vermelho-Amarelo,
fase arenosa, das linhas ( =3 ) e das
entre-linhas (FZ8) da cultura de milho
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Figura 2 - Namero de actinomicetos, até
15cm de profundidade de Latossolo
Vermelho-Amarelo, fase arenosa das Iinhas
([ ) e entre-linhas (EZA3) da cultura de
milho.
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mesmos efeitos nao’ foram verificados
para os fungos nas mesmas amostras
de solo (16).

Os microrganismos  capazes de
crescer em melo contendo sacarose,
como Unica fonte de carbono tiveram
densidade . entre 5,0 X 10° e 1,2 x
10° no solo da cultura de milho e
ndo sofreram qualgquer alteragdo
estatisticamente significativa
quanto aos  diferentes tratamentos
(F=1,47 n.s.)ou quanto ao periodo de
coletas (F=0,70 n.s.) e ainda quanto
as linhas e entre-linhas da cultura
(F=0,96 n.s.), Figura 3.

Os microrganismos capazes de
crescer em meio contendo amido, como
Gnica fonte de carbono tiveram
densidade entre 7,0 x 10° a 1,6 x
10%, sofreram, em janeiro, alteragio
estatisticamente significativa
(F=4,40%)da mesma com adic¢ao do adubo

mineral, porém nao em relacdo a
‘vinhaga (F=2,61 n.s.) Nos demais
periodos verificou-se que os

tratamentos acarretaram alteracoes
na densidade desses microrganismos
dependentes do periodo da realizagao
das coletas (F=7,24*) ou gquanto as

linhas e entre-linhas, tambem
dependendo do  periodo (F=4,58%),
- Figura 4.

A variacdo da densidade dos
microrganismos capazes de crescer em
meio contendo carboximetil-celulose,
como Unica fonte de carbono, durante
o0 cultivo de milho, foi entre 4,4 x
10° a 1,1 x 10°%, TFigura 5.
Verificou-se que a adigao do adubo
mineral, aumentou a densidade desses
microrganismos, somente em Jjaneiro
(F=11,22%%) , éntretanto este efeito
‘hao foi observado para os demais
periodos de coleta (F=0,31 n.s.),
apenas o niimero desses
microrganismos variou com este
Gltimo fator (F=13,13%%).

De modo geral, os tratamentos
utilizados acarretaram efeito
temporario sobre a densidade da
microbiota estudada, com excecao dos
actinomicetos que apresentaram
acréscimo somente apds trés meses e
meio da aplicagao da vinhaca ou do
adubo mineral. Estes microfganismos
ja foram estudados em solo sob

cerrado tratado com wvinhaca, sendo
observado que doses de 201/m?/ano
aplicadas durante dois anos

consecutivos, acarretaram aumento

Figura 3 — Numero de microrganismos capazes

de crescer em melo contendo sacarose, COmoO
Gnica fonte de carbono, até 15cm de
profundidade, de Latossolo

Vermelho-Amarelo, fase arenosa, das linhas
() e das entre-linhas (ZZ4) da cultura
de milho.
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Figura 4 - Numero de micrerganismos capazes

de crescer em meio contendo amido como
tinica fonte de <carbomo, até 15cm de
profundidade, de Latossolo

Vermelho-Amarelo, fase arenosa, das linhas
(IJ) e das entre-linhas (B3 ) da cultura
de milho.
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temporario no nimero de bactérias, = Figura 5 - Nimero de microrganismos capazes
porém com um ligeiro decréscimo dos de crescer em meio contendo carboximetil
actinomicetos (9). celulose, como unica fonte de carbono, até

No solo sob cerrado tratado 15em de  profundidade, de Latossolo
durante cinco anos com vinhaca, em Vermelho-Amarelo, fase arenosa, das linhas
doses de 20¢2/m*/ano e nos dois (C3) e das entre-linhas (EZA ) da cultura

4ltimos anos com 502/m*/ano, o de mitho.
residuo acarretou acréscimo do
nimero de microrganismos capazes de

crescer em meio com sacarose, amido
ou carboximetil-celulose, como Gnica
fonte de carbono (17), fato este nao t
observado para todos o©s grupos no _ ol ™ )
solo sob cultura de milho. § A ) l
Entretanto, em ambos, o efeito do 0 ers +00] a I
residuo foi temporario. T B I

O nimero de bactérias em solo sob 2] wol % el q
cerrado foi menor, 2,0 x 107 a 9,0 x 9 ol 1 s
10° (16), em relacdo ao solo 8 I S Cal
cultivado. Estas diferencas podem Y ;0 I il
ser consequéncias de  diversos 2 o
fatores ambientdis presentes nos [ 1 w1
dois sistemas, considerando que a P B R | Rt 1
metodologia utilizada fol a mesma. 8 2ol Nl ol 1] ]

O namero de actinomicetos foi T el Ul ™ 1
menor para o solo sob cerrado, 5.7 x A4 %] e e = e,
10* a 3,1 x 10° (16) em relacdo ao R B I B
do milho, Figura 2. Fm outro tipo de 8 AT e, s
cerrado foi encontrado um nimero p ™ qnk— o vinnaca
elevado de actinomicetos, adaptados £ - S I
3s condigbes de acidez, inclusive Z  Laes

hA/TYT

superando o numero de bactérias (8).

Em relagdo ao solo de cultivo de
milho, o nimero de microrganismos capazes de <crescer em meio com
carboxmetll-celulose ou sacarose como Unica fonte de carbono foi_maior no solo scbh
cerrado respectivamente, entre 8,0 x 10° a 7,0 x 10°e 7,0 x 10°% a 7,5 X 10¢
(17} ao contrario do observado para as bacterlas actlnom:l.cetos e os mlcrorganismos
capazes de crescer em amido, como Unica fonte de carbono.

Solos cultivados podem apresentar nlmero maior de mlcrorganlsmos (1) mas, este
fato & dependente do sistema de manejo do solo e do grupo de microrganismo
estudado.
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Resumo

Setenta e cinco amostras de Sfaphylococcus sp. isoladas de bovi-
nos e suinos foram estudadas comparativamente pela prova de coa-
gulase em tubo e pelo Staphy-Test. Na primeira foram usados plas-
mas de origem humana, bovina e de coelho, considerando-se como
reacao positiva a producao de fibrina em pelo menos um dos plas—
mas. Onze (14,667) amostras foram negativas em ambos os testes,
sendo considerados como estafilococos nao patogeénicos. As demais
amostras, num total de 64 (85.33%), sendo 18 de origem bovina e
46 de origem suina, foram enquadradas como estafilocos patogeni-
cos por terem sido positivas na prova de coagulase em tubo e/ou
no Staphy-Test. Para a prova de coagulase em tubo fol verificado
que a origem do plasma a ser utilizado influi nos resultados ob-
tidos, principalmente em relacao as amostras de origem suina, que
apresentaram um malor nGmero de resultados falso-positivos quando
se usou plasma bovino. Para as amostras bovinas, os plasmas usa-
dos tiveram comportamento semelhante, sendo aparentemente supe-
riores os de origem bovina e de coelho. Os resultados da compara-
cao da prova de coagulase em tubo com o Staphy-Test revelaram,
para as amostras bovinas e suinas, respectivamente, correlagdes
de positividade a 94,47 e 89,1%. Entre as primeiras, das 18 amos-
tras estudadas, apenas 1 (5,55%) foi negativa no Staphy-Test. Em
relacao as amostras suinas, 3 (6,53%) foram negativas no Stap-
hy-Test, embora positivas em prova de coagulase em tubo. Duas
(4,34%) outras amostras apresentaram resultado inverso. Os dados
obtidos mna presente pesquisa, quando comparados a outros testes
comerciais rapidos para a detecgao do "clumping factor" permitem
recomendar o Staphy-Test para estudos epidemioldgicos ou de roti-
na laboratorial, na identificagao rapida de amostras patogenicas
de estafilococos de origem bovina e suina,

Summary

Comparative evalustion of the Staphy-Test and the tube coagulase
£est fon the idenliflcation of pathogenic  staphylococed from
animal sources

Seventy-five strains of Staphyfococcus sp., isolated from bovine
and porcine, were studied comparatively through the tube coagula-
se test and the Staphy-Test. In the former, human, bovine and
rabbit plasma were used, being considered as a positive reaction
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the production of fibrin in at least one of the plasma. Eleven
(14.66%) strains were negative in both tests and were taken as
non-pathogenic staphylococci. The remaining 64 (85.33%) strains,
being 18 from bovine and 46 from porcine, were grouped as patho-
genic staphylococci, on account of their results in the tube coa-
gulase test and/or the Staphy-Test. With regard to the tube coa-
gulase test it was observed that the origin of the plasma used
interferes significantly with the results to be obtained, mainly
in relation to porcine strains, which showed a high number of
false-positive, if bovine plasma were used in the reaction. As to
the bovine strains, the different plasma used had a similar beha-
viour, being slightly superior the bovine and rabbit plasma. The
results of the comparison between the tube coagulase test and the
Staphy-Test revealed for the bovine and porcine strains positive
correlations of 94.4%7 and 89.1%, respectively. Among the former
ones, only 1 (5.55%) out of 18 strains was negative in the Stap-
hy-Test. With regard to the latter strains, 3 (6.53%) were nega—
tive in the Staphy-Test though coagulase-positive, Conversely, 2
(4.34%) other strains showed opposite reactionms. The data obtai-
ned in this research, when compared with those from other commer-
cial rapid tests for the clumping factor, recommend the use of
the Staphy-Test in either epidemiological surveys or laboratorial
routine work for the quick identification of pathogenic staphylo-
cocci from bovine and porcine originms.

Introducdo

A semelhanca do que ocorre no homem, os animals domésticos sao alwo de varias
infecgbes piogénicas por amostras de estafilococos, identificadas, sobretudo, pela
prova de coagulase em tubo, além de cutras ca.racterlstlcas dlscrlmlnadas na Tabela
1, de acordo com Carter (3)

A espécie S, saprophyticus, tida como importante em infecgbes urinirias em
mulheres (9), embora possa ser também isolada de espécimes de origem animal, carece
de estudos mais detalhados para esclarecer seu possivel papel como patogénica (3).
0 S. epidermidis, considerado como ndo patogénico €, na realidade, uma bactéria
oportunista, tendo sido isolada, eventualmente, de casos de mastites em vacas e
lesGes cutaneas em varias espécies animais e no homem (3). Se a patogenicidade
destas duas espécies de estafilococos em relacBo acs animais domésticos é passivel
de discussao, o mesmo nao acontece, evidentemente com o S. awreus e, em especial,
no que concerne, ao S. Anfermedius e S. hyicus (3). O primeiro tem sido isolado com
frequéncia de casos de infecgdes piogénicas, principalmente em cies, pombos,
cavalos e bovinos (8). Algumas amostras desta espécie nio coagulam plasma humano,
dardo porém uma prova de coagulase positiva quando se usa plasma de coelho ou
bovino (6). O 8. hyicus acomete principalmente bovinos e suinos, causando uma
dermatite exsudativa, poliartrite e, n3o raro, mastite em gado leiteiro (3).

Conforme se pode deprender da Tabela 1, as amostras de estafilococos de interesse
em patologia veterinaria, podem ser diferenciadas das ndo patogénicas pela prova de
coagulase em tubo, embora o S. hylcus possa apresentar poucas amostras negativas
neste teste. O teste de coagulase em tubo, a par de sua sensibilidade e
especificidade leva contudo, de 4 a 24 horas para mostrar resultado confiavel (1,
4, 6), motivo pelo qual, varios outros testes, tais como o Staphy Aurex (Wellcome
Iab.), o SeroSTAT (Scott Lab. Inc., Fiksvelle, R.I.), Very-Staph (Zeus
Technologies, Raritan, N.J.), Bacto-Staph (Difco Iab. Detroit, Michigan) e o
Hemastaph (Remel Ienexa, Kans) tém sido comparados em relacao as cepas de origem
humana, quanto a producao de coagulase, seja por meio da prova em lamina ("clumping
factor") ou da prova em tubo (7). A sensibilidade de tais testes, com raras
excecoes, tem demonstrado para as amostras de S. awreus de origem humana alto grau
de correlacao com a prova de coagulase em tubo (1, 2, 4).

Recentemente, com tecnologia nacional (Probac do Brasil Produtos Bacteriologicos
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Itda.), foi desenvolvido o Staphy-Test, cujo princ:.pio € bastante semelhante ao do
Hemastaph (1) que se baseia na utilizacao de hemacias de carneiro sensibilizadas
com fibrinogénio. A reacao é feita em lamina e as amostras produtoras de coagulase
(clumping factor) promovem a tra.nsformagao do fibrinogénio adsorvido as hemacias em
fibrina, causando rapida aglutinacao destas. As mesmas consideracbes 7ja feitas
quanto ao uso da prova de coagulase em tubo, na identificacao de S. auwreus de
origem humana, se aplicam as amostras patogénicas de estafilococos de origem
animal, independentemente das espécies a serem consideradas, ou sejam: S. awreus,
S. Ln/tejmed/w/s e S. hylcws, uma vez que todas dao p051t1v1dade na prova e
coagulase em tuko (3).

20 que consta, o Staphy-Test, apesar de sua comprovada eficiéncia na
identificagdo de S. awreus de origem humana, ndo foi devidamente analisado em
relacdo as amostras de origem animal. Portanto, o propdsito da presente pesquisa
foi avaliar o Staphy-Test, trabalhando com amostras de estafilococos de origem
bovina e suina e comparando os resultados obtidos com aqueles fornecidos pela prova
de coagulase em tubo, realizada, simultaneamente, com plasmas de origem humana,
bovina e de coelhos.

Material e Métodos

Amostras - Foram estudadas 75 amostras de Staphylococcus sp. das quais 56 eram de
origem suina {cedidas pela Prof? Dra. Claudia E. Pires Campos, Departamento de
Microbiologia, UNESP, Campus de Botucatu) e 19 de origem bovina (fornecidas pela
Prof@ Dra. M. Idcia C. Ara(jo, Departamento de Micrcobiologia e Imunologia, UNESP,
Campus de Jaboticabal). Duas amostras da colecao de bactérias do Departamento de
Microbiologia e Imunologia da UNICAMP, uma de S. awreus e outra de S. epidesamidis .
foram incluidas como amostras padrao, para avaliagao comparativa dJdos testes de
coagulase em tubo e o Staphy-Test. Durante a realizacao do trabalho, estas amostras
foram mantidas em dgar simples inclinado e a0 abrigo da luz,

Plasmas - Foram utilizados plasmas de origem humana, bovina e de coelho. Para
~obtencao dos plasmas humano e de coelho foi usado como anticoagulante EDTA na
concentracao de 200mM/ml de sangue (7), e para o plasma bovino, a solugao de
Alsever na proporcao de 1:1, em relagdo ao volume de sangue coletado. Os plasmas
obtidos foram divididos em aliquotas de 2ml e mantidos a -25°C até o momento do
uso.

Cultivo - Para o teste de coagulase em tubo as amostras de Staphyfococcus sp. de
origem animal e as amostras padrao de S. awreus e S. epidermidis foram cultivadas
em caldo simples a 37°C por 18 horas (7). Para o Staphy-Test, as amostras foram
cultivadas em dgar simples na mesma temperatura, porém por 24 horas.

Prova de coagufase em tubo - Fol realizada conforme as recomendacOes de Mac Faddin
(7). A observacao da presenca de coagulos de fibrina, nos intervalos de tempo de
30, 60, 120 e 240 minutos, foi considerada como reacgao positiva. Nos casos em que
nido houve formacao de coagulo nas primeiras 4 horas, os tubos foram mantidos nas
mesmas condigoes por 24 horas, quardo a leitura era repetida. Se apds esta conduta,
o plasma continuava liquefeito a reagao fol considerada como definitivamente
negativa. Mo contrario, a formagao de codgulo depols desta incubacao adicional,
caracterizava uma reagao positiva para a producdo de coagulase.

Staphy-Test - Para a realizagao deste teste foram observadas as reconendagoes dos
fabricantes (Probac do Brasil - Produtos Bacterioldgicos ILtda.), com excegao do
meio do cultivo, sendo utilizado o agar simples para a obtencdo de 2-3 colonias a
serem homogeinizadas em lamina com os reativos Staphy-Test R e Staphy-Test C. De
acordo com as instrugdes, a leitura do teste foi feita no tempo de 15 a 30
sequridos. Considerou-se como produtoras de coagulase ("clumping factor") as
amostras de Staphylococcus sp. de origem animal que foram capazes de aglutinar as
hemacias do reativo Staphy R, mas nao do Staphy C. Tanto na prova de coagulase em
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tubo, como no Staphy-Test, as amostras padrdo de S. awreus e S, epldeimidis foram
sempre incluidas como controle das reagoes.

Resultados e Discussac

Convencionamos denominar de estafilococos patogénicos as amostras de origem
animal que apresentaram a prova de coagulase em tubo positiva em pelo menos um dos
plasmas ou que deram prova de Staphy-Test positiva. Tal critério se prende ao fato
de que entre as amostras de estafilococos patogénicas para animais ocorrem outras
espécies também coagulase positivas, conforme descrito na Tabela 1. Ro contrario,
as amostras de estafilococos negativas em ambos os testes foram considerados como
estafilococos nZo patogénicos. Os resultados da prova de coagulase em tubo com 75
amostras de Staphylococcus sp de origem bovina e suina se acham na Tabela 2.

Tabela 1 - Caracteristicas das amostras de Estafilococos
isoladas de animais domésticos (a).

Simbolos: a = Segundo Carter G.R. (3); b = Amostras de origem
aviaria podem ser negativas; ¢ = Maloria das amostras positivas.
Algumas com resultados negativos,

Espécie Prova

Coagulase Hemblise Pigmento Maltose Manitol DNAse  MNovobiocina

5. awreus + + + + + + ) S
S. epidemid(s - -/ + LE + - - s
S. saprophyticus - - Ed ¥ * - R
S. inteumedius + + - + * * s
S. hyicus zlc) - - - - + s

Tabela 2 — Distribuicao das amostras de Estafilococos de
origem suina e bovina segundo os resultados dos testes de
coagulase em tubo e Staphy-Test,

Teste em tubo plasma Staphy-Test

Origem Nuostras Ne de
AOSLE8S  pimanc  Bovino Coelho Reagdo Oontrole
8 + + + + -
30 + - + + -
1 + — - + -
Suina Estafilococos 2 + - + - -
patogénicos 2 - - - + -
1 - + + + -
1 - + + -
1 - - + + -
Estafilococos 10 _ B
ndo patogénicos - - -
Estafilococos 17 + + + + -
Bovina patogénicos 1 - + + - -

Bstafiloococos
ndo patogénicos

Verifica-se que o comportamento dos diferentes plasmas ndo foi homogéneo, na
dependéncia da origem da amostra. Assim sendo, em relacdo as 18 amostras de
estafilococos patogénicos de origem bovina, a prova de coagulase em tubo foi
positiva para todas, quando utilizamos plasmas bovino e de coelho, enquanto o uso
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do plasma humano deu resultado negativo para 1 das amostras., 2Apesar do pequeno
namero de amostras examinadas, este resultado sugere que para as amostras bovinas o
teste de coagulase deve ser feito com plasma homologo ou de coelho. No que tange as
amostras de estafilococos patogénicos de origem suina, o comportamento dos plasmas
de diferentes origens foi mais heterogéneo. Assim, verifica-se que o plasma de
origem bovina foi capaz de detectar apenas 10 (21,73%) das amostras que foram
positivas com plasma humano ou de coelho, sendo este UGltimo aparentemente mais
eficiente (Tabela 2). Estes resultados sugerem que, em se tratando de amostras de
Staphyfococcus sp de origem suina e bovina, a identificacdo das mesmas como
patogénicas, com base na prova de coagulase, requer cuidados especiais na escolha
do plasma a ser utilizado.

2o contrario das amostras de estafilococos patogénicos de origem animal, os S.
awreus de origem humana dao sempre resultados positivos na prova de coagulase,
quando se usa plasma homologo ou de coelho (6).

Vejamos agora uma comparacdo dos resultados obtidos no Staphy-Test e prova de
coagulase, para amostras de estafilococos de origem suina e bovina (Tabelas 2 e 3).
Saliente-se em primeiro lugar que, entre as amostras ndo patogénicas de
estafilococos de origem animal, num total de 11, houve 100% de correlacao entre
ambas as provas, demonstrando portanto que o Staphy-Test € extremamente seguro n3o
ocorrendo reacdes falso-positivas. O mesmo nic aconteceu na prova de coagulase,
conforme exposto acima, na dependéncia da origem da amostra e do plasma utilizado
na realizacao da mesma.

Tabela 3 - Distribuicao das amostras de Estafilococos de origem suina e bovina
de acordo com os resultados conjuntos dos testes de coagulase em tubo e
Staphy-Test.

N2 (%) de am(+) no tes N {3) de ami+; no tes NP{%) de am(-) no N (%) de aml-) no
W de te em tubo, em  peio te @n tubo, en  pelo reste em tubo nos 3 teste em tubo e (-}
Mmostras Origem amos- menos um dos plasmas menos um dos plasmas plasmas utilizados @ o Staphv-Test
tras utilizados e(+) o utilizados e () no (+) no Staphy-Test oo
Staphy-Test Staphy-Test
Estafilococos Bovina 18 17 (94,4%) 1 (5,35%)

0 0
G

patogénicos Suina 46 41 {89,1%) 3 (6,323) 2 (4,34%)
Estafilococos Bovina 1 0 0 0 1 {190%)
ndo patogénicos  Suina 10 0 0 0 10 (100%)

Ressalte-se, entretanto, que duas amostras de origem suina (Tabela 2) foram
positivas na Staphy-Test e negativas na prova de coagulase, precisando ser melhor
investigadas. Porém, dentro da conduta por nGs adotada, foram consideradas como
patogénicas.

Em relagao as amostras de estafilococos patogénicas de origem bovina, 17 (94,44%)
apresentaram resultados positivos em ambas as provas (Tabela 3), sendo que 1
(5,55%) das amostras negativas com plasma humano, porém positiva com plasma bovino
e de coelho, foi também negativa no Staphy-Test. Os resultados da Tabela 3 mostram
que a correlacao de resultados positivos nos dois testes foi de 94,4%. Das 46
amostras de origem sulna, consideradas como estafilococos patogénicos, apenas 3
(6,52%) foram negativas no Staphy-Test, encontrando-se 41 (89,13% =90%) positivas
nos dois testes,

Duas amostras (4,34%) foram positivas apenas no Staphy-Test.

Apesar de raros resultados negativos no Staphy-Test feito com amostras de
estafilococos patogénicos de origem animal, as frequéncias de correlacio de
positividade entre a prova de coagulase em tubo e o Staphy-Test sdo compativeis com
0s encontrados para outros testes de identificacao rapida de amostras de S. awreus
de origem humana. Assim, com amostras desta origem encontra-se na literatura que
para o Very-Staphy, Hemastaph, SeroSTAT e Bacto-Staph testes, as correlagdes com a
prova de coagulase em tubo foram respectivamente: 99,2%; 93,2%; 91,5% e 90,7% (1 P
2, 4).
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Diante dos resultados obtidos e considerando-se a facilidade de comercializacaoc
do Staphy-Test somos da opinido que o mesmo € altamente recomendavel para
laboratdrios que se dedicam & identificacdo de estafilococos patogénicos de origem
animal.
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Resumo

Setenta e sels catéteres endovenosos retirados de setenta e seis
pacientes internados no Hospital das Clinicas/UFMG foram cultiva-
dos, empregando-se técnicas semi-quantitativas. Vinte e seis de-
les exibiram um crescimento igual ou superior a 15 coldonias por
placa (34,21%). Neste grupo, Klebsiellfa pneumoniae foi o micror-
ganismo mais frequentemente isolado (23,33%). No grupo de catéte-
res com crescimento entre 1 e 14 colonias por placa predominou o
Staphylococeus epidermidis (50,00%). Seis pacientes com cultura
de catéter positiva apresentaram também hemoculturas positivas,
tendo sido 1isolados nestes casos, os mesmos microrganismos do
sangue e do catéter. Nenhum catéter com crescimento de 1 a 14 co-
lonias por placa associou-se a bacteremia (P < 0,001). Foram ain-
da executados testes de suscetibilidade a antimicrobianos das
amostras isoladas.

Summary
Semiquantitative culfure of {ntravenous cathetenrs

Semiquantitative cultures were done on 76 intravenous catheters
from 76 patients. Twenty six catheters yielded 15 colonies or
more. Klebsiella pneumonice was the most common microbial isolate
found on 7 of the 26 «catheters positive on semiquantitative
culture. Six of the twenty six catheters positive on
semiquantitative culture were associated with septicemia. None of
the catheters that were negative on semiquantitative culture
resulted in septicemia. Results of antimicrobial susceptibility
testing of isolated strains are reported,

Introducao

Varias complicagles estao associadas ao usc de catéteres, tendo sido estimado que
1 a 8% de todas as cateterizacdes endovenosas resultam em bacteremias (11).

Na tentativa de avaliar o risco de desenvolvimento de septicemia decorrente de
canulacac do sistema venoso, Maki & Col. (8) preconizaram o emprego da técnica de
cultura semi-quantitativa de pontas de catéteres endovenosos. Este método fornece
dados muito mais preditivos de infeccao local e septicemia secundaria que as
culturas rotineiras, pols permite distinguir catéteres colonizados de catéteres
contaminados. Os catéteres colonizados (crescimento igual ou superior a 15 coldnias
de microrganismos por placa) estdo intimamente associados a infecgdes no sitio de
insercao e a bacteremias (8). ’

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(3):241-246, Jul./Set. 1988.



242

Nos Estados Unidos, aproximadamente 25.000 pacientes/ano apresentam complicacgOes
relacionadas ao uso de catéteres endovenosos (8). No Brasil trabalhds referentes ao
assunto sac escassos (4, 5) e hid relato de somente un estudo com analise
bacterioldgica semi-quantitativa, no qual, entretanto, foram incluidos apenas 30
pacientes (5). Estes fatos nos motivaram a desenvolver um estudo microbioldgico
semi-quantitativo dJde pontas de catéteres endovenosos retirados de pacientes
internados no Hospital das Clinicas/UFMG com o objetivo de: a) determinar os
indices de colonizacdo dos referidos catéteres; b) correlacionar os resultados
obtidos com os achados de hemocultura e ¢) estudar o padrac de suscetibilidade aos
antimicrobianos dos microrganismos isolados.

Material e Métodos

Foram estudados 76 catéteres venosos retirados de 76 pacientes adultos ou
criancas internados no Hospital das Clinicas/UFMG, no periode de julho de 1982 a
julho de 1983. Os catéteres eram retirados de maneira asséptica quando havia
suspeita de complicagdo ou gquando nao eram mais necessarios. Um fragmento do
catéter, em torno de 3am, era colocado em frasco estéril e enviado, imediatamente,
ao laboratorio. :

Cultura semi-quantitativa - Os fragmentos de catéter eram depositados em placas
contendo agar sangue (BHI &gar com 7% de sangue de carneiro) e com o auxilio de uma
alga de platina eram "rolados" na superficie do &gar por, no minimo, 5 vezes em
diferentes diregGes. A seguir as placas eram incubadas a 37°C em atmosfera de COp
obtida com o metodo da vela. Apds 24 horas as placas eram examinadas, o crescimento
quantificado e as colonias identificadas, adotando-se procedimentos padronizados
{(6). Se nao havia crescimento com 24 horas, o material era reincubado por periodo
igual, quando entao era descartado se negativo.

Hemocuwltura - Foram colhidas uma a duas amostras de sangue para cultura, de 26
pacientes entre os 76 estudados, pois havia suspeita clinica de septicemia e/ou
infecgao local. As veno-pungoes foram feitas em sitios distintos daguele no qual o
catéter estava inserido, aspirando-se 10ml de sangue que eram inoculados em frascos
Hemocult com 90ml de tripticase soja caldo, SPS e COp. Os frascos eram incubados a
37°C, realizando-se repiques em agar sangue (BHI agar + 7% de sangue de carneiro)
apds 24 horas, 5 dias e 21 dias ou quando o meio de cultura apresentava
caracteristicas sugestivas de crescimento. 2Apds 21 dias as hemoculturas negativas
eram descartadas, A identificacao dos microrganismos isolados foi feita,
adotando-se metodologia padronizada (6).

Antibioghama - Foi determinada a suscetibilidade, das amostras isoladas de
catéteres colonizados, aos antimicrobianos comumente empregados, utilizando-se
discos BBL de Amicacina, Ampicilina, Cefalosporina de 12 geracdo (Cefalotina),
Cefalosporina de 2% geracao (Cefoxitina), Cloranfenicol, Eritromicina, Gentamicina ,
Lincomicina, Oxacilina, Penicilina G, Sulfametoxazol+Trimetoprim e Tetraciclina
para microrganismos gram positivos e Amicacina, Ampicilina, Cefalosporina. de 12
geracdo (Cefalotina), Cefalosporina de 28 geracdo (Cefoxitina), Cloranfenicol,
Gentamicina, Sulfametoxazol+Trimetoprim e Tetraciclina para bastonetes gram
negativos. Foram também empregados discos de Carbenicilina para Pseudomonas
aeiuganosa. O metodo adotado foi o da difusdo em &gar (1). O controle foi feito
utilizando-se cepas padrdc de Escherdichia cofd ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa AICC 27853 (Bactrol Disks Set B-Difco)),
preparados de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Resultados

A cultura foi positiva em 36 dentre os 76 catéteres endovenosos estudados
(47,36%). HEm 26 deles, o crescimento de microrganismos foi superior a 15 coldnias
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por placa (34,21%). A relacao dos Tabela 1 - Microrganismos isolados em
microrganismos isolados culturas semi-quantitativas de 36 catéteres
encontra-se na Tabela . 1. ‘endovenosos. _
Microrganismos da familia Simbolos: Foram  isolados 2  diferentes
Enterobacteriaceae foram os que microrganismos em &4 catéteres do grupo z 15
predominaram no grupo de catéteres coldnias por placa.
com crescimento igual ou superior -
a 15 coldonias por placa, tendo Microrganismo 1 a 14 colénias 2 15 colSnias
sido a Kfebsiella pneumoniae o M 3 5] %

: [
mais freqlente (23,33%). NO grupo o i %rrs pneumoniae - - 7 23,33
de catéteres com crescimento entre Staphylococcus epidenmidis 5 50,00 2 6,66
1 e 14 por placa o microrganismo Entenobacter agglomerans - - 4 13,33

is F t te isolado foi o Sernatia marcescens - - 4 13,33
mals freqientemente 1s , - Staphytococcus aurneus 1 10,00 3 10,00
Staphylococeus epidermidis Eschendchia cofd - Z 3 10,00
(50,00%). Nesses casos o Pseudomonas aeruginvsa 1 10,00 2 6,66

e foi a Candida albicans - - 2 6,66

cre§c1me.nto lOl uma a uas Acinetobacten caleoaceticus
colonias por placa. var. andtratus - - 1 3,33

As culturas do sangue periférico ﬁ‘?ﬁ%ﬁﬁ%’g‘?aéiiﬁiﬁ“ - - ! 3.3
de 26 pacieniies foram positivas em Senvatia Liquedaciens 1 10,00 - !
7. Em tres delas isolou-se Enterwbacter cloacae 7 10,00 - -
Entenobacten agglomerans, em duas ~— heroooe 1 10,00 - -
KlZebsiella pneumonice, em uma  Total 10 100,00 30 100,00
Staphylococcus aureuws, e na outra
Candida albicans. A cultura do \

- 3 u ~
catéter de 6 destes pacientes mostro Tabela 2 _ Comparacio entre os

0 mesmo microrganismo isolado na
hemocultura  correspondente, e um
crescimento superior a 15 colonias por
placa. As Dbactérias isoladas nas
hemoculturas e catéteres apresentaram
idéntico padrao de suscetibilidade aos

resultados de  hemocultura e cultura
semi-quantitativa de cateter endovenoso
em 26 pacientes,

Simbolos: X2 = 10,9 (P < 0,01).

antimicrobianos testados. FEm um Henocultura Cultura de cateter endovenoso
paciente do qual isolou-se Negativa 1 a 14 colénias 2 15 coldnias
Enterobacter agglomerans do sangue, a N % N % o %
cultura do catéter mostrou-se - .

negativa. Nenhun  catéter  com Negat iva ;o 2 100,05 ggg
crescimento de 1 a 14 oolonias por Total 10 100,05 100,011 100,0

placa estava associado com bacteremia.
Un estudo comparativo entre os
resultados das hemoculturas e das
culturas de catéteres acha-se registrado na Tabela 2. Foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo de pacientes com catéter colonizado e
o grupo de pacientes com cultura de catéter negativa com relacao a hemocultura
positiva fxs = 10,9, P < 0,001).

Fm relagao aos testes de suscetibilidade aos antimicrobianocs os resultados
obtidos sao apresentados nas Tabelas 3 e 4. Quanto aos bastonetes gram negatlvos
foi observado um pequeno nimero de amostras sensivel & Ampicilina, as
Cefalosporinas de 1% geragao, a Sulfametoxazol+Trimetoprim, as Tetraciclinas e ao
Cloranfenicol. Entretanto, fol grande o namero de amostras sensiveis 3 Amicacina e
a Cefalosporinas de 22 geragdo. Dez entre os 23 bastonetes gram negativos isolados
sO foram sensiveis a estes dois antimicrobianos. Idéntico padrao de resisténcia foi
observado em diversas amostras de bastonetes gram negativos isoladas, no mesmo
periodo, de diferentes espécimes e pacientes, no Setor de Bacteriologia do
Iaboratdrio Central do Hospital das Clinicas/UFMG (dados ndo publicados) .- Por outro
lado, a maioria das amostras de cocos gram positivos apresentou sensibilidade as
Cefalosporinas de 13 e 22 geragOes e & Amicacina, Todos os cocos gram positivos
foram resistentes a Penicilina e & Ampicilina. Foi elevado o ntmero de amostras com
resisténcia a 6 ou mais antibacterianos (73,8% dos bastonetes gram negativos e 60%
dos cocos gram positivos).
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Discussao Tabela 3 -~ Suscetibilidade, a agentes

antibacterianos, de 23  amostras de
O grande problema no diagnostico bastonetes gram negativos e de 5 amostras
de infeccbes relacionadas ao uso de de  cocos ram ositivos isoladas de
- . N - g p .
catéteres endovenosos reside na catéteres endovenosos colonizados (xz 15
dificuldade de distinguir infecgao colonias por placa).
de contaminacdo. Esta diferenciacdo Simbolos: A Carbenicilina foi utilizada wno
é icularmente dificil quando se teste de susceptibilidade apenas para as 2
r d P pe P
cultivam catéteres usando o métcdo amostras de Pseudomonas aeruginosa, que se
= . . b
nao quantitativo. Maki & Col. (8), mostraram sensiveis ao antimicrobizno.
empregando um metodo - semi-
quantitativo, demonstraram ser -
possivel diferenciar catéteres Antibacterianos Bastonetes gram Cocos gram
) = negativos positivos
contaminados de catéeteres
colonizados. Estes UGltimos estao N % w 3
intimamente relacionados a infecgao. Amicacina 16 69,6 4 80,0
Neste trabalho foi bastante elevada Ampicilina ; 1 4,3 0 0,0
a taxa de colonizagdo dos catéteres gegaioszsoi%nas g: gizzgg; 134 63,3 g ; gg,g
. eralosporinas . & ' v
estudados  (34,29%), especialmente Cloranfenicol 4 17.4 2 400
quando comparada com taxas obtidas Gentamicina 9 39,1 3 60,0
por Maki & Col (8) (10,0%) por Sulfametoxazol + trimetoprim 2 8,7 -1 20,0
o Lo Tetraciclinas 2 8,7 2 40,0
Cocper & Hopkins (2) (12,4%) e Eritromicina - z 3 60.0
Fisher (5) (6,7%). Moyer & Col. Lincomicina - - 3 60,0
(11), entretanto, relatam resultados  Qucilina - - z 400
que se aproximam mais aos deste !
estudo (27,7%).
iori S microrganismos e - e
co?olr??zgm aoc;lo catétereg de acoggo Tabela 4 - Padrdes de resistencia a
NUNETOSas observacs é clinicas e antibacterianos  apresentados por
microbiolégicas . & o;ri indria  da microrganismos isolados de catéteres
prépria p(e)%e do’pacientegou das mios endovenosos colonizados (15 2 colonias
. : - T ca).
dos profissionais que manipulam por placa)
estes doentes (7). Moyer & Col. ”
(11), em seus estudos, relatam o Padrbes de Resisténoia  PRSIONCI0S gran ooitivas
encontro de Staphylococcus
epidermidis em catéteres Ne 8o %
colonizados, em 71,4%. Este mesmo I 6 a8 antibacterianos 17 73,9 3 60,0
microrganismo foli o mais comum ﬁ ga g anigacterianos ; 12,4 120,0
. . I a 3 antibacterianos .7 1 20,0
agente isolado por Maki & Col.(8) e Total 23 10000 5 10000

por Cooper & Hopkins (2) (49,2%). De
acordo com os estudos dos autores
acima citados, os microrganismos mais frequentemente associados com as infeccles
decorrentes do uso de catéteres endovenosos foram originirios da pele do paciente
(infeccdo enddgena). Neste estudo, entretanto, foi elevada a incidéncia de
bastonetes gram negativos, especialmente, enterobactérias (63,33) e o
Staphylococeus epidermidis so foi isolado de catéteres ndo colonizados (crescimento
inferior a 15 coldnias por placa). Por cutro lado, microrganismos do grupo das
entercbactérias foram isolados em pequena percentagem por Moyer e Col. (11) (10,73)
Maki & Col. (8) (40%) e Cooper & Hopkins (2) (17,1%). Dentre os bastonetes gram
negativos, sabe-se que Enfercbacter agglomerans, Sernatia sp e Pseudomonas
aeuginosa n3o fazem parte, habitualmente, da flora normal da pele (3). Este grupo
de bactérias apresenta uma especial habilidade de sobreviver e até mesmo
multiplicar em nebulizadores, umidificadores, liquidos de infusdo e em solugtes
antissépticas (3, 9), podendo ser responsdveis por verdadeiras epidemias de infeccdo
hospitalar (9, 12). Outras entercbactérias como a Klebsielfla também tém sido
associadas a surtos de infecgbes hospitalares (10). Neste estudo, os microrganismos
envolvidos nas complicagdes das cateterizacdes endovenosas foram, nio da flora
normal dos pacientes, mas de origem hospitalar (infeccdo exdgena) mesmo que
provenientes da flora transitdria da pele (flora adquirida no hospital).

A associacdo entre bacteremia e catéteres colonizados ocorreu em 6 dos 11
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pacientes (54,5%) nos quais a hemocultura foi realizada e em nenhum paciente cuja
cultura do catéter resultou em crescimento de 1 a 14 colonias por placa. Por outro
lado, no grupo de pacientes com cultura de catéter negativa ocorreu bacteremia em
apenas um caso, provavelmente secunddria & infecgdo urindria diagnosticada, 3 dias
antes da cultura do catéter, através de urocultura positiva para Enterobacten
agglomerans. Neste estudo, os microrganismos associados & bacteremia foram os
mesmos relatados por Maki & Col, (8) (Candida sp, Staphylococcus auwreus e
Kfebsiella/Enternobacten). De acordo com estes autores tals microrganismos, por
serem mais invasores, tendem & disseminacdo. Nao foi possivel determinar, com
seguranca, se os catéteres associados a bacteremia foram colonizados primariamente
ou secundariamente, porque ndc foram realizadas culturas de espécimes de outros
sitios. Do ponto de vista pratico, entretanto, esta diferenciagdo ndo & tao
necessaria porque o catéter colonizado pode nao apenas iniciar uma bacteremia como
também perpetua-la, sendo recomendavel em qualquer dos casos a sua retirada (8).

Deve ser salientado que as amostras de bastonetes gram negativos isoladas neste
estudo mostraram-se resistentes & maioria dos antimicrobianos testados sendo que
varias delas exibiram um padrdo de resisténcia semelhante (resisténcia a todas as
drogas exceto & Cefoxitina e/ou Amicacina). Este mesmo padrdo de resisténcia foi
observado em outras amostras de bastonetes gram negativos isolados no ILaboratorio
durante a época em que este estudo foi realizado. Este comportamento frente aos
antimicrobianos (multi-resisténcia) & observado em bactérias "hospitalares" e,
amostras com esta "marca genética" predominavam no Hospital das Clinicas, no
periodo.

Com relagdo aos cocos, o namero de amostras fol pequenc e entre as 5 isoladas,
todas mostraram-se resistentes & Penicilina e & Ampicilina e sensiveis a
Cefoxitina.

A alta incidéncia de bactérias sensiveis a Cefoxitina ocorreu talvez devido ao
fato de que este antibacteriano estava sendo lancado no comércio naquela ocasido, e
nac havia exercido ainda pressdo seletiva, com consequente selecao de amostras
resistentes. '

Finalizando, este trabalho demonstra a importdncia de se fazer, rotineiramente,
cultura semi-quantitativa de catéteres endovenosos, pols este método, além de
simples fornece informacOes mais precisas para o diagndstico tanto de infecgao
local quanto de septicemia relacionada & cateterizagao.
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Resumo

Os niveis séricos de anticorpos somaticos, a enteropatdgenos bac-
terianos, foram determinados em 103 criancas diarréicas institu-
cionalizadas e em 52 adultos contactantes. Escherichia coli ente-
ropatogénica e Shigella induziram reatividade significativamente
diferente de Salmonella e Escherichia coli enterotdxica. De acor-
do com o titulo adotado, as faixas de 1:40, 1:80, e 1:160, para
os dois primeiros agentes, 20 a 70% dos individuos foram sensibi-
lizados e 6 a 567 perderam a positividade, enquanto para Eschesri-
chia cold enterotdxica e Salmonella a reatividade foi de cerca de
2 a 437 e as perdas de 30 a 1007,

Summary

Cinculation §Low of enteropathogenic bacteria in Linstitutional
children, 11T - Serologdic situdy

The level of somatic antibodies against enteropathogenic bacteria
was demonstrated in 103 institutionalized children and 52 adults
staff contacts in the city of Rio de Janeiro, Brazil. Shigella
and enteropathogenic Escherichia cofd{ showed higher antibodies
prevalence than enterotoxic Escherichia coll and Salmonella.
According to the titer adopted as reatogenic 1:40, 1:80 and
1:160, 20 to 707 of subjects showed reactivity for both
enteropathogenic Eschendichia coll and Shigeflfa and 6 to 56% have
lost antibodies. The reactivity for enterotoxigenic Eschernichia
cofl and Salmonellfa were found in 2 to 437 of subjects and 30 to
100Z lost antibodies.

Introducao

0 diagnostico laboratorial das enteroinfecgbes  bacterianas  concentra-se
basicamente, no isolamento e caracterizacao do agente etioldgico. A metodologia
disponivel, a coprocultura, nem sempre elucida a causalidade da infeccdo. 2As
limitacOes pertinentes decorrem, parcialmente, da eliminacdo irreqular das
enterobactérias patogénicas cujas concentragSes inferiores as da flora normal,
podem ainda sofrer redugCes maiores com o emprego de meios seletivos-indicadores. A
aplicagao da hemaglutinacao passiva (HP) tem sido enfatizada como uma técnica
complementar e auxiliar aos coprocultivos (6, 12, 13), oferecendo subsidios a
vigilancia epidemiclOgica scbre as flutuacbes da incidéncia e colonizacdo de
enteropatogenos em detérminados ecossistemas (2, 10, 11).

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 19(3):247-252, Jul./Set. 1988.
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O presente trabalho teve por objetivo identificar e caracterizar as respostas
soroldgicas, homblogas e heterdlogas, para Shigeflfa, Safmonefla, Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC) e Escherichia coll enterotdxica (ETEC) em um sistema
fechado, estabelecendo, paralelamente, critérios de positividade para interpretacao
destas reagoes.

Material e Métodos

Amostrnagem - Constitulda por 155 soros humanos pareados oriundos de 103 criancas
diarréicas de 0 - 5 anos de idade, internos em um Centro de Triagem (CRT-IT) para
menores abandonados, da cidade do Rio de Janeiro e 52 funcionidrios adultos
contactantes, A 12 colheita sérica fol efetuada num periodo maximo de duas semanas ,
pos episddio entérico, enquanto a sequnda amostra foi obtida em periodos variaveis
de 1 a 4 meses subsequentes.

Teste s0n080gico - A pesquisa de anticorpos somaticos aos agentes bacterianos EPEC,
ETEC, Shigella e Safmonellfa foi realizada pela micro-hemaglutinacdo passiva (MHP)
preconizada por Neter & Col., 1955 (12) com algumas modificagSes introduzidas por
Caceres & Mata, em 1970 (1).

Prepano de antigenos - As amostras padrao utilizadas no preparo de antigenos
correspondiam aos sorogrupos/sorotipos relacionados na Tabela 1. Os antigenos
monoespecificos, polissacarides
parcialmente purificados, foram
obtidos a partir do crescimento
bacteriano de 24 horas a 37°C em
Brain Heart Infusion Agar (Difco)

Tabela 1 - Sorogrupos de enterobactérias
utilizados no teste de
microhemaglutinacao,

suspenso em salina fosfatada (PBS pH CONEROS/ESPECTES coroOrOPOS SO 08 JRE—
7,2)- com densidade equivalente ao 29 (AMOSTRA) RUPOS/$ POLIVALENTE
tubo da escala de Mc Farland. Em Escherichia coli (EPEC)  055: K59 0111: K58
sequéncia, sulmetia-se a suspensao ao ggg ]1223 g:gz gg A
tratamento fisico-quimico pela adigao 0125+ K70 0126: K71
de NaOH 0,1 N e aguecimento a 100oC 0128: X67 0119: K69 b
por 1 hora, sendo o extrato dializado Eschernichia cofd (ETEC) 06: K15  08: K40
. . 020: B 025: X7
a frio, centrifugado e filtrado o 078: H11 ETEC
sobrenadante (1, 12). Os antigenos Shigeta dysenteriae 1 e 2
Tl )~ s g Sliigela gLexnornd 1 e 2
monoespecificos, apds titulagao, eram Shigetla boydii 1, 3es Siigelea
misturados passando a constituir o Shigetfa sonnes Fase T
polivalente correspondente. Satmonetla S-qpa/t_atypié&)a (indvel)
e S. java (B
~ . . -~ S. thompson e S. newpont
Reacao de micro-hemagfutinacao - O €1 e C2
teste foi executado em micro-placas 3 Fonden (o) Satmonella

com orificios de fundo <Oncavo, nos
quais se fez dJdiluigdes de 1:20 até
1:2560, dos soros pareados, acrescidos de hemacias de carneiro formolizadas e
sens:.blllzadas _pelos diferentes antigenos polivalentes (EPEC, ETEC, Shigellfa e
Salmonella). Apds incubacdo por 45 minutos a 379C procedia-se as lelturas das
reacoes, mantendo-se o sistema em geladeira por uma noite, para uma leitura
posterior.

Ledtura das neacoes - Considerou-se como reacao positiva a formacdo de um tapete
:eregular cobrindo o fundo do orificio, enquanto a formacao de um botao reqular de
hemacias, caracterizou a negatividade da reacao.

Testes bacterniofdgicos - Consistiram de coprocultura e ensaios de toxigenicidade,
descritos no Trabalho IT (submetido a publicagao).

Analise estatistica - Foram utilizados testes Q de Cochran e Mc Nemar.
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Tabela 2 - Reatividade de 155 Tabela 3 - ¥reqUencia numérica e percentual
soros pareados oriundos do CRT-II de S0TO0S reagentes as provaveis
as diferentes enterobactérias  enterobactérias infectantes.

patogenicas. Simbolos: ( ) = Percentagem.

Teste de Cochran

Soros analisados Titulos  EPEC EIEC  Shigeffa Salmonella Q P
Titulos

Nao reagentes Reagentes 1/40 120 66 99 44 97,38 < 0,001
cspecificos  canpartilhados {(77,4) (42,5) {63,9} 28,4)

1/40 7 45 103 1/80 72 26 79 18 17,69 < 0,001
1/80 31 7 53 (46,5) (16,8)  (51,0) (11,6)

/160 e 7 ! 1/160 31 4 45 4 63,23 < 0,001
(20,0) (2,6) (29,0) (2,6)

Tabela 4 — Frequéncia de mudancas de titulos (Conversdo e Perda)
segundo a enterobactérias no CRI-II.

Titulos

B 1:40 1:80 ‘ 1:160
Antigenos
12 amostra Conversac Perda 13 amostra Conversdoc Perda 12 amostra Conversao Pexda
Positivos % % Positivos % % Positivos % %
EPEC 92 44,4 6,5 48 22,4 29,2 16 10,8 56,3
ETEC 40 22,6 32,5 11 10,4 36,4 4 0 75,0
Sa@nan&&l/z 28 12,6 53,6 11 4,9 63,6 1 1,9 100,0
Shigetla 73 31,7 17,8 50 27,6 24,0 22 17,3 18,2
Resultados _
: Tabela 5 - Relagao entre”
A reatividade dos 155 soros examinados positividade de coprocultura e de
frente a um dos quatro antigenos sorologia em individuos
utilizados, segqundo o critério adotado como presumivelmente infectados do CRT-II
positivo, encontra-se  discriminado na Simbolos: pl = Coprocultura
Tabela 2. Bvidencia-se que quando o titulo positiva; p2 = Sorologia positiva e
1:40 foi considerado como expressao de n = Presumivelmente infectados.,

positividade, apenas 7 soros ndo reagiram,
correspondendo a 5% dos casos. Hm

contraposicao, no titulo 1:160, a metade da Titulos
stragem (78) apresentou—se negativa ou Agentes 1:40 n=122 1:80 n=77  1:160 n=42
destituida de atividade hemaglutinante. No ol p2 pl p2  pl p2
que se refere a distribuigac de anticorpos - 3 954273 935 500 o9
Zred i 618 2 , ’ . . ' .0
gegundo os provavels agentes etiologicos b 2000 930 39,0 69.4 93.0 20,0
infectantes (Tabela 3) chama a atencaoc o Safmonelfa 13,0 95,7 28,6 85,7 85,7 57,1
predominio de EPEC no nivel 1:40, Shigefta 5,1 100,0 11,3 99,0 19,0 94,0

invertendo-se, no entanto, a favor de
Shigella, & medida que titulos mais altos,
1:80 e 1:160 sac considerados.

A Tabela 4 expressa a reatividade dos soros em termos de qanho ou perda desta
capacidade de acordo com os trés titulos considerados e os antigenos de referéncia.
Designou-se por conversdo a fregtiéncia (percentual) com que um soro negativoe
tornou-se positivo ou aumentou de titulo no periodo mediado entre as duas
colheitas, Assim, calculou-se, dividindo-se o nimero de soros negativos da 12
amostra que se tornaram positivos na 22, pelo total de negativos da 18 amostra, A
freqiéncia da perda de positividade entre as duas tomadas séricas foi calculada
d1v1dlndo—se o nimero de soros positivos da 18 coleta que se tornaram negativos na

2, pelo total de positivos oriundos da 1% amostra.

Considerando a disponibilidade das analises bacterioldgicas destes individuos,
estabeleceu-se também as comparacoes entre as duas metodologias, coprocultura e
sorologia no diagndstico de infecgdes entéricas. Tais resultados flguram na Tabela
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5, particularizando-se por presumivelmente infectados o conjunto de individuos
identificados através dos dois métodos, sendo o pl o percentual com coproculturas
positivas e por p2 o percentual com reagoes soroldgicas positivas.

Discussao

Os resultados obtidos demonstraram inicialmente uma intensa e compartilhada
circulacao de enteropatdogenos induzindo resposta soroldgica detectavel nos trés
niveis adotados: 1:40, 1:80 e 1:160 (Tabela 2).

A prevaléncia de EPEC e Shigefla & evidente, mostrando reatividade
significativamente diferente de Safmonella e ETEC, gqualquer que seja o titulo
considerado (Tabela 3). O fendmeno & tZo atuante que mesmo eliminando os casos em
que houve resposta para mais de uma bactéria, os percentuais de positividade
oscilaram entre 20 a 49% para EPEC e 16 a 57% para Shigelfa (9). Confirma-se
assim, a maior sensibilizacao antigénica provocada por esses agentes, contudo, nao
se pode afirmar se tais resultados expressam a fregli€ncia com que foram colonizados
ou uma maior capacidade imunogénica. Também ndo se pode excluir a hipdtese da
variabilidade da duragac da resposta humoral detectada pela hemaglutinagdo passiva.
Para EPEC. Safmonefla e Shigella, os periodos relatados na literatura variaram
entre 4 meses a 2 anos (2, 10, 12}, enquanto para ETEC, o registro tem sido mais
efémero, em torno de 3 meses (3, 17).

Ainda no que se refere as reagoes cruzadas ou inespecificas, assinala-se que dos
155 soros analisados, em 46 (30%) foi impossivel determinar o mais provavel
patdgeno infectante, uma vez que responderam com o mesmo titulo para mais de duas
entidades. Este evento era previsivel ndo s devido as reacdes cruzadas decorrentes
da estreita antigenicidade existente entre os membros da familia Entercbacteriaceae
(7, 8, 14) mas, principalmente em fungdo das caracteristicas da amostragem: um grupo
populacicnal exposto a multiplicidade de estimulos imunogénicos, onde as
possibilidades de flutuagcac e associacdo de bactérias tornam-se ampliadas
(4, 9, 15, 16), aumentando, conseqflentemente, a reatividade soroldgica.

As analises de mudancas de titulos (Tabela 4) referentes a ganho ou aumento de
sensibilizacao (comversao) demonstraram que EPEC e Shigella exibiram titulos
superiores a ETEC e Salmonella, identificando-se ainda com o maior critério (1:160)
na 2% amostra, 10 a 17% dos infectados. A situacdo se inverte no tocante & perda de
positividade para ETEC e Safmoneffa, respectivamente 32 e 53% dos individuos
registraram perda no menor titulo e no maior, praticamente todos. Mais uma vez
confirma-se o carater prevalente de EPEC e Shigelfa.

A avaliacdo dos dois métodos laboratoriais pde em destaque a maior sensibilidade
da analise sorologica (p2) em comparacdo com a coprocultura (pl) na identificacdo
de individuos presumivelmente infectados, quando titulos 1:40 e 1:80 foram
considerados. '

Entretanto, quando o titulo 1:160 foi adotado, a diferenca persistiu para
Shigetla e EPEC, mostrandc-se  inadequado para ETEC e  Salwonella.
Particularizando-se a andlise, chserva-se que com © critério 1:40 a quase
totalidade dos individuos presumivelmente infectados foi detectada, enguanto a
coprocultura contribuiu modestamente, alcangando o maximo de 9,1% para Shigella.
Com o titulo 1:80, reduziu-se o total de presumivelmente infectados, resultando num
aumento de identificacdo pela coprocultura, acentuadamente para ETEC e Salmonella.
Efinghpent@ com o titulo 1:160, apenas Shigeffa .conserva alta percentagem de
:Lder}tlflcagao pela sorologia com modesta contribuicdo da coprocultura. Expressa-se
assim, a especificidade da hemaglutinacdo para Shigefla (1, 2, 11).

Por outro lado, assinala-se que sempre ocorreram resultados soroldgicos negativos
em pacientes com exames bacterioldgicos positivos, excetuando-se no caso das
shigelas.

Admite-se que esta situacao seja caracteristica de pessoas na fase inicial da
doenga que ainda ndo desenvolveram o titulo definido como positivo,

_Bs altas percentagens de reagentes ooncentrados no nivel 1:40, exigem umg
1ntergretagao cautelosa, dada a notdvel ocorréncia de reagdes cruzadas (6, 2, 15).
Todavia o confronto desses dados com os referentes ao titulo 1:80 fornecers,
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inegavelmente, uma avaliacao mais segura. Por fim, infere-se, com Dbase nos
resultados obtidos que a adogdo de titulos 1:160 pouco acrescentara a qualidade
dessa analise, com exclusac de Shigella.

Ainda que varios critérios tenham sido sugerido para interpretacao de resultados
soroldgicos visando o diagndstico (1, 6, 12, 13}, a proposicao acima refere-se a
estudos epidemiologicos para populacoes com caracteristicas e condigdes de vida
semelhantes as apresentadas por este estudo.

No confronto dos dois métodos, € incontestavel que a sorclogia oferece
possibilidades maiores e mais imediatas para uma andlise scbre a circulacao da
maioria das enterobactérias patogénicas em populacgdes expostas ao risco continuado
de infecco; entretanto, a utilizagao dos dois métodos, permitird aproveitamento de
informacbes que sO a articulacao das duas metodologias propiciara e representara
conseqfientemente a melhor forma de estudo das situacOes em causa.
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Summary

Comparative fermentations of glucose and sucrose was studied by
fermentating respective glucose and sucrose concentration 100-200
g/1 at 300C and 35°C by strain of Zymomonas mobi£is NRRL B-14022.
The yields of ethanol from glucose were higher than sucrose
fermentation, and the highest ethanol yields of glucose was
obtained when concentration of substrate 200g/l was fermented at
300C, In the case of sucrose fermentation, highest yield was
obtained when sucrose concentration 100g/1 was fermented at
350C, Sucrose fermentation by this microorganism, produced levan
at 300C, whereas formation of levan was inhibited at 35°C.
Concentration of residual sugars after fermentation of sucrose at
30°C, were higher than when glucose was used. In the case of
fermentation of sucrose at 359C, the concentrations of residual
sugars were slightly decreased as compared with 30°C, In
fermentation of glucose at 35°C the concentrations of residual
sugars were increased markedly in comparison with 30°C.

Resumo

Estudo comparativo da deumentacao de glicose e sacarcse pon
Zymomonas mobilis

Um estudo comparativo da fermentacao de glicose e sacarose pela
linhagem de  Zymomonas mobifis NRRL B-14022 foi realizado
empregando-se glicose e sacarose nas respectivas concentragoes de
100 a  200g/1 e temperaturas de incubagao de 30 e 35°C.
Verificou-se que essa linhagem fermentou a glicose mais
eficientemente a etanol do que quando a sacarose fol empregada. O
melhor rendimento de etanol a partir de glicose fol obtido'com a
concentragido inicial do substrato (Sy) de 200 g/l e temperatura
de 300C, Nas fermentagoes realizadas com sacarose, o melhor

rendimento de etanol foi obtido com So = -100g/1 e temperatura de
350C, Durante a fermentagao da sacarose ‘a 300C por esse
microorganismo, observou-se a produgac de levano. A formacao
de levano: foi inibida quando a fermentagao foi realizada a
359C. A concentracao de acgucares residuais mno final das
fermentagoes com sacarose, a temperatura de 30°C, fol mais
elevada em comparacao com as fermentacoes de glicose, No
caso das fermentagbes de sacarose a 359C, a concentragao
de aglcares residuais foi ligeiramente menor em relacao a
fermentacao a 300C. E nas fermentacoes de glicose a 35°C, a
concentracao de aclcares residuais ~ fol bastante elevada em

comparacao com a fermentacao a 30°C.

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 19(3):253-257, Jul./Set. 1988.
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Introduction

Considerable significance has been paid recently to Zymomonas wmobdifis since it
ferments glucose to ethanol by the Entner-Ducdoroff rpathway under anaerobic
conditions (14). In comparison with the wealth of information available on yeast
used in industrial alcohol fermentation, Zymomonas sp., is relatively little
studied as an ethanol-producing microorganism.

Roger & Col.(12) and Iee & Col.(5), reported that Z. mob{fis can convert glucose
efficiently and rapidly to ethanol with higher specific rates of glucose uptake and
ethanol production than industrially useful vyeasts. There are a number of
publications pertaining to glucose fermentation by Z. mobifis, however, sucrose
fermentation by this organism are rare.

Dawes and Ribbons (1), has demonstrated levan formation from sucrose when washed
cell and cell extract of Z. mobilis was mixed with a sucrose solution. De Iey and
Swings (2}, and Swings and De Ley (15) reported that there was no significant
difference between sucrose-fermenting and non-sucrose-fermenting strains of
Iymomonas. The sucrose fermentation in a Zymomonas strain seems to be an inducible
property. Sucrose fermentation in batch culture by the organism was carried out by
Iee & Col.(6), who found a reduction in ethanol yield due to levan formation and
ethanol inhibition of sucrose metabolism. Lyness and Doelle (7) have examined the
relationship between sucrose hydrolysis and glucose utilization during sucrose
fermentation by the organism and found that ethanol production and fermentation
depend on the rate of catabolism of the products of sucrose hydrolysis. Previously,
we have found that strains of Z. mobif{s produce both extra and intracellular
sucrose hydrolysing enzymes, and the extracellular enzyme action may resemble that
of B-fructofuranosidase (8). Lately, we have also found that levan formation is
effected mainly by a Z. mobilis cell-bound enzyme, and we have established optimum
conditions for formation and inhibition of levan during sucrose fermentation (11).

The objectives of this investigation were to make a comparison between sucrose
and glucose fermentations in batch culture under different temperatures and
concentrations of sucrose, and to demonstrate the relationship between sucrose
hydrolysing and fermentation activity by Z, mobifis.

Materials and Methods

Microonganism - The strain of Z. mobifis used in this investigation was Z. mobilis
NRRL B-14022, The microorganism was maintained as a slant culture in nutrient agar
containing glucose (2% W/V) (Dawes and Ribbons) (1).

Aleohol fenmentation procedure - The procedure of alcohol fermentation was the same
as described in previous publications (10, 16). Erlemmeyer flasks 500ml were used
with 200ml of the fermentation broth containing 2g of peptone, 2g of yeast
extract, and glucose or sucrose (concentrations of 10, 15, 20% respectively, which
were sterilized separately). The inoculum of the Z. mob{l{is was grown for 2 days
unshaken at 309C in 250ml Erlemmever flasks containing 40ml of the same culture
medium, A 5ml portion of the inoculum was added to 500ml Erlenmeyer flasks and
the pH of the medium was adjusted to 6.0 with 1N NaCH and protected from the
atmosphere by a tube containing concentrated sulfuric acid, All Erlemmeyer flasks
were incubated unshake at 30°C and 35°C,

Determination of Levan formation - Formation of the levan was determined as
described by Hestrin & Col.(4) and Dawes and Ribbons (1). One ml of fermentation
broth was added to 3ml ethanol in a centrifuge tube and a drop of 1% CaCly; added
to the mixture to hasten floculation of levan. The suspension was centrifuged and
the sedimented levan freed from reducing sugar and sucrose residues by
twice-repeated solubilization in HyO over a water bath and precipitation each time
with ethanol. The final sediment was taken up in 3.0m1, 0.5% oxalic acid and
complete hydrolysis effected by heating in a boiling water-bath for 1 hr. The
hydrolysate obtained was neutralized with 2N NaOH, and diluted to a suitable volume
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with water. The amounts of fructose in the hydrolysate were estimated by both
cysteine—carbazol (3) and Somogyi methods (13).

Othen chemical analysis — Reducing sugars were determined by the method of Nelson
(9), and sucrose was estimated as hexose equivalent after hydrolysis with 2N HCL in
boiling water-bath for 1 hr. The cell mass was determined by measuring the
absorbance of the cell suspension at 660mm, The concentration of ethanol was
estimated by measuring the absorbance at 340mm .after incubation of a mixture of
" sample and a solution containing NAD and alcohol dehydrogenase for 70 min at 25¢C., |

Results and Discussion

It is known that almost quantitative fermentation of glucose to ethanol and CO
is a distinctive characteristics of the genus Zymomonas. In the case of sucrosé
fermentation by this organism, efficiency of the conversion is reduced due to
formation of levan (6). Therefore, we have attempted to compare the pattern of
fermentation between sucrose and glucose under various conditions by Z. mobilis
NRRL B-14022. As we reported previously (8), this strain of Zymomonas is able to
grow and ferment sucrose rapidly.

‘Bhalytical results following .
fermentation at 309C for 60 hr of glucose Table 1 - Analytical results  after
and sucrose (concentrations of 10%, 15% termination of fermentation of

and 203) are presented in Figure 1 and glucose and sucrose by Z.  mobilis.
Table 1. The yield of CO, and ethanol from  NRRL B-14022 at 300C.

glucose was higher than from sucrose.
Yields of ethanol from 10%, 15% and 20%

glucose were 93.0%, 94.6% and 94.0% of the Ethanol Total Reducing  ILevan
theoretical value. This is considered to yield Sugars formation
be efficient conversion of glucose to © @ - @
ethanol without significant  difference Glucose 108 93,0 0.16 -
between the variocus concentrations of Glucose 158 94.6 0.32 -

. Glucose 203 94.0 0.96 -
glucose used. On the other hand, yields of
ethanol from 10%, 15% and 20% sucrose were Sucrose 104 76.7 1.76 0.19
76.7%, 75.6% and 71.4% of the theoretical Sucrose 153 75.6 2.88 0.39

: . Sucrose 20% 71.4 5.44 0.60
value. In camparison with glucose

fermentation, yields of ethanol from . . .
sucrose were considerably lower. The  Figure 1 — Time course of fermentation of
data also reveal that an increase in glucose and sucrose by Z. mob{l{s NRRL
sucrose resulted in a significant 3714022 at 309C.
decrease of the vyield of ethanol. Simbols:—e—10%;—0—15%; —4-20%.
, Furthermore, levan was formed during 20
sucrose fermentation, and the
concentration of residual sugars B
after termination of fermentation 16 b
were higher than when glucose was
used. Both levan and residual sugars
were increased with an increase in
sucrose concentration., The lower
yield of ethanol from sucrose was
likely due to formation of levan and
non-utilized sugars. The presence of
residual sugars in the fermentor
means a limitation of the catabolic
activity of cells towards sucrose or
its hydrolysates under these 2t
conditions. L, 4 oy a4
Levan formation during sucrose 10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
fermentation by this microorganism,

GLUCOSE SUCROSE

FORMATION OF CO, (G)

INCUBATION  TIME (hr)’
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reported previously (11), can be Figure 2 - Time course of fermentation of
inhibited by adjusting the pH of glucose and sucrose by Z.© mobifis NRRL
the mediun or using a higher B-14022 at 359C.

temperature for fermentation (e.q. Simbols:—8-10% ;o157 ; ~4207.

35C). The same systems of

fermentation described above were 20 GLUCOSE -
performed at 35¢C, and the results
are shown in Figure 2 and Table
2. It is apparent that the
difference in yields of CO, and
ethanol from fermentations using
glucose and sucrose were smaller
at 35%C as compared to the
fermentation at 309C. Yields of
ethanol at 35°C from 10%, 15% and
20% glucose were 92.0%, 82.2% and
68.5% of the theoretical value. In
comparison yields of ethanol at
30eC from 10% glucose were
slightly lower and decreased
sharply with increase in glucose
concentration to 15% and 20%.
Residual sugars were also INCUBATION  TIME . (he)

increased over that of

fermentation at 30°C. vYields of

ethanol from 10%, 15% and 20%

sucrose were 82.2%, 77.6% and )

66.0% of the theoretical value. It ik Table 2 - Analytical results after
interesting to note that yields of ethanol termination of fermentation  of
from 10% and 15% were slightly higher than glucose and sucrose by Z. mobilis
that for sucrose fermentation at 30°C. NRLL B-14022 at 35°C,.

This is probably due to fact that levan .

was not formed at 350C. It was also found
that residual sugars were slightly lower
than that for fermentation at 30°C, In the

SUCROSE
18 -

co, , (G)

OF

FORMATION

1 1 L H 1 ‘
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60

case of 20% sucrose, the yield of ethanol e e e
was significantly decreased although levan (1) fg) (@
was not formed, as compared to ] " oo o

. : Glucose % - . -
fermentation at 30°C. It is noted that Clucose 155 82.2 3.84 _
there are higher concentrations of Glurose 208 68.5 9.76 -

non-utilized residual sugars in comparison PO, _
with fermentation at 30°C. It can be ouorose 1% 222
concluded that higher temperature (35°C) Sucrose 20%  66.0
and higher sucrose concentration decrease -
metabolic activity of microorganism.,

As mentioned above, sucrose fermentation
leaves more non—utilized residual sugars
after termination of fermentation. The

residual sugars after termination of fermentation. The residual sugars were’
determined periodically before and after hydrolysis of sucrose by acid during the
course of fermentation and the results are shown in Figure 3, which therefore
presents a relationship between sucrose hydrolysis and hydrolysate utilization by
the cells. It was found that maximun concentrations of reducing sugars before
hydrolysis of the medium ocurred around the initiation of the exponencial stage of
sugar consumption. Furthermore, there is 1o significant difference in
concentrations of nonutilized reducing sugars between before and after hydrolysis
of the medium. The major components of the nonutilized sugars were sucrose
hydrolysates. From these results, one can deduce that sucrose hydrolysing activity
is not the limiting factor for sucrose fermentation by the organism,

.44
.56
.62

[
fe e N el
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Resumo

Verificou-se a incidencia de Escherichia col{ enteropatogeénica
classica (EPEC) e enteroinvasora (EIEC), em 605 cepas de Eschert-
chia cofi, isoladas de 51 amostras de queijo tipo Minas frescal,
da cidade de Quro Preto-MG. A percentagem de isolamento EPEC foi
de 9,8%, quando considerado o nimero de amostras estudadas, e de
0,8% quando considerado o nimero de cepas estudadas. Os sorogru-
pos 1isolados foram 086, 0127, 0125 e 026, A percentagem de iso-
lamento de EIEC foi de 5,97 quando considerado o ndimero de amos-—
tras estudadas, e de 2,17 .quando considerado o nimero de cepas
estudadas, o sorogrupo isolado foil 028ac.

Summary

Incidence of enteropathogenic and enteroinvasive Escherichia coli
An Minas-grescal cheese from Ouro Prefo, MG, Brazil

The objective of this research was to study the incidence of en-
teropathogenic Escherdichia coli and enteroinvasive Escherichia
eofi in Minas-frescal cheese., The total amount of 605 strains we-
re isolated from 51 samples of cheese bought at Ouro Preto, MG,
Brazil. The isolated pathogenic strains corresponded to 9,8% of
the food samples and 0,87 of the strains tested whereas the inva-
sive type corresponded to 5,97 and 2,1%. The EPEC strains belon-
ged to serogroups 086, 0127, 0125 and 026, and the EIEC strains
to serogroups 028ac.

Introducao

Na América do Sul, a maloria das gastroenterites infantis sio causadas por
Escherichia coll enteropatogénica classica (EPEC) (15). Neste grupo estdo incluidas
aquelas cepas de E. cofl que pertencem aos sorogrupos 026, 055, 086, 0111, 0114,
0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 e 0158. Clinicamente, as gastroenterites com esta
etiologia caracterizam-se por apresentar febre, vimito, diarréia com muco e sem
sangue, tendendo a serem clinicamente mais severas que muitas outras infeccoes
diarréicas em criancas, podendo, em alguns casos, persistir por mais de 14 dias
(9).

A EBscherichia cofl enteroinvasora (EIEC), embora @ menos comum, — provoca
gastroenterites clinicamente dJdiferentes daquelas provocadas por EPEC, ou seja,
apresentam febre, fortes colicas abdominais e diarréia aquosa, acompanhada de muco
e sangue (9). A esse grupo pertencem as cepas de E.col{ dos sorogrupos 028ac, 029,
0112ac, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0164, 0167.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 19(3):258-261, Jul./Set. 1988.
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Os registros da literatura a respeito da freq'ﬁéncia de isolamento de EPEC e de
EIEC em alimentos sao poucos. Gelli & Cols., em 1979 (6), isolaram 5 cepas de EPEC
de 125 amostras de hortalicas. Franco e Hoefel (4), em 1983, nao conseguiram isolar
nenhuma amostra de EPEC ou de EIEC de 68 amostras de alface. Franco & Cols. (5), em
1985, conseguiram 5 cepas de EPEC e nenhuma de EIEC entre 1351 cepas de E. cobd
isoladas de diversos tipos de alimentos. As 5 cepas isoladas neste UGltimo estudo
foram detectadas em alimentos de origem animal.

O presente trabalho teve como cbjetivo estudar a incidéncia de EPEC e de EIEC em
amostras de queijo tipo minas frescal, a venda na cidade de Ouro Preto-MG.

Material e Métodos

Foram isoladas 605 cepas de Escherichia coli, de 51 amostras de queijo
Minas-frescal, da cidade de Ouro Preto-Minas Gerals, no periodo de 5/10/82 a
12/08/83.

Para o isolamento de E. cofd, utilizou-se a técnica dos tubos maltiplos para
coliformes fecais (11), «com posterior plaqueamento em agar MacConkey. A
identificacdo bioquimica das cepas de E. cofd{ bem como a sorotipagem por
aglutinacdo em lamina, foram feitas de acordo com as recomendacOes de Edwards &
Ewing (2). Para identificacao de EPEC, usam-se inicialmente os soros polivalentes
A, B e C, da Probac do Brasil Produtos Bacteriologicos Iitda., e posteriormente os
antissoros monovalentes. Na caracterizacdo bioquimica de E.coll (2), as cepas que
deram resultados negativos para o teste da lisina descarboxilase, portanto
suspeitas de serem cepas enteroinvasoras (12), foram submetidas a  testes
sorolégicos para EIEC, com os soros polivalentes A e B da mesma procedéncia e,
quando necessario, com os monovalentes correspondentes,

Resultados Quadro 1 - Frequéncia e sorogrupo de
’ EPEC e EIEC em 51 amostras de queijo
No Quadro 1 estao apresentadas as tipo Minas-frescal.
freqiéncias de isolamento e o©s
sorogrupos de EPEC e de EIEC das Anostras positivas Sorogrupo
amostras de queijo tipo Minas-frescal
estudadas. n° b
EPEC 5 9,8  026,086,0125,0127 (2 cepas)
EIEC 3 5,9 083ac (3 cepas)

Discussao

Os registros bibliograficos sobre a incidencia de EPEC e de EIEC em alimentos,
tanto no Brasil quanto em outros paises, sdo bastante escassos, verificando-se que
nestes a freqiéncia de isolamento destas cepas é baixa. A incidéncia verificada
neste estudo & proxima daquela encontrada por outros autores, no Brasil. Assim,
Gelli e Cols. (6), trabalhando com hortalicas, verificaram 4% de positividade para
EPEC em relacaoc ao nimero de amostras de hortaligas por eles investigadas. Franco e
Hoefel (4), em um estudo desenvolvido com alfaces, ndo detectaram nenhuma cepa de
EPEC ou de EIEC. Em outro estudo, de Franco e Cols. (5), realizado com uma grande
variedade de alimentos, foram detectados apenas 5 cepas de EPEC e nenhuma EIEC
entre 1351 cepas de E.coll isoladas. :

Entre os sorogrupcs de EPEC detectados neste trabalho (026, 086, 0125 e 0127),
verifica-se que alguns deles ja foram descritos em outros alimentos. Cepas do
sorogrupo 026 foram isolados de escarola, por Gelli & Cols. (6), de Ileite
pasteurizado por Franco & Cols. (5), de carne bovina crua e de figado de porco, por
Hall & Cols. (7), e de um tipo essencial de bananas, por Velaudapillai & Cols.
(16) .

O sorogrupo 0125 fol o que predominou entre as cepas de EPEC identificadas por
Franco & Cols. (5). O sorogrupo 0127, que fol o mals isolado neste estudo, também
foi isolado por Gelli & Cols. (6) e por Fantasia & Cols. (3). Nao ha noticia do
isolamento anterior de cepas pertencentes ao sorogrupo 086. No entanto, a esse
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grupo pertenciam as E.cofd envolvidas mum surto de toxinfeccdo alimentar nz Roménia
(1). Gelli & Cols. (6) detectaram cepas do sorogrupo 0119, ndo detectado neste
estudo.

A importancia epidemiolGgica da predominancia de EPEC dos sorogrupos 026, 086,
0125 e 0127 nas amostras de queijo tipo minas frescal & discutivel, visto que estes
SOrogrupos | raramente estac associados a gastroenterites infantis, sendc, nestes
casos, mais freglentes os sorogrupos 0111 e 0119 ndo detectados nas amostras
investigadas (‘]3, 15).

Relativamente a EIEC, verificou-se que sua incidéncia nas amostras de queijo tipo
minas frescal, foi de 5 9%, tendo sido isoladas 3 amostras pertencentes ao mesmo
sorogrupo  (028ac). Tal freqiéncia de isolamento é importante, uma vez que a EIEC
nao foi isolado anteriormente em nenhum dos estudos sobre sua incidéncia em
al.unentos (4, 5). Entretanto, & sabido que varios surtos de toxinfecgdo alimentar
ja foram associados a E. cold pertencentes a ~lc Ans sorogrupos invasores. Marier
& Cols. {90) isolaram E.cofd 0124B17 num surt: facgao, ocorrido nos Estados
Unidos na América, causado por queijo camembert srizado da Franga. O isolamento
do sorogrupo 028ac esta de acordo com ©O fato de este sorogrupo ser o mais
importante entre as EIEC, como agente das doencas diarréicas registradas em Sao
Paulo (15).

No entanto, as cepas do sorogrupo 028ac isoladas de queijo tipo minas frescal,
nzo foram positivas no teste de invasdo de olho de cobaio (14), o que nos levaria a
concluir gque essas cepas sao desprovidas de patogenicidade. Porém os resultados
negativos do teste biologico podem ter sido causados pelo longo periodo de
estocagem das cepas (3 anos), antes da realizacao do teste.

E importante frisar que as cepas de E. coli objeto de nosso estudo foram isoladas
sequindo a metodologia tradicional, isto é, sequndo sua capacidade de fermentar
lactose (8). Sabe-se, entretanto, que nem todas as cepas de E. cold sdo
fermentadoras de lactose, principalmente aquelas que sdo pertencentes aos
sorogrupos invasores (13). E provavel que se a metodologia mais adegqaada for
adotada para o isolamento de EPEC e de EIEC de alimentos, maior incidéncia dessas
cepas possa vir a ser detectada.
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Resumo

41 amostras de A, actinomycetemcomitans, 4 ambientais e 37 huma-
nas 1isoladas e caracterizadas no laboratério de Microbiologia
Oral e Anaercbios do Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG,
foram testadas quanto a capacidade hemolitica utilizando-se san-
gue de carneiro e humano. Foi caracterizada hemélise parcial em
34 dos 41 isolados. Destes somente 8 amostras humanas produziram
hemolise em ambos os tipos de sangue, isoladas de individuos com
doenca periodontal (5) e sem doenga periodontal (3).
Considerando-se a relativa heterogeneidade desse grupo bacteria—
no, esses resultados suscitam malores estudos sobre sua atividade
hemolitica, wvisando a uma possivel aplicacido em termos de siste-
matica e patogénese.

Summary
Hemolytic activity of Actinobacillius actinomycetemoomitans

Forty one strains of A, actinomycetemeomitans isolated from envi-
ronment and from humans were tested for the hemolytic capacity
using sheep and human blood. Partial hemolysis in 34 out of 41
isolated strains was detected. Onlv eight human strains isolated
from patients with (5) and without (3) periodontal disease, pro-
duced hemolysis in both blood sources.

Considering the relative heterogeneity of this bacterial group,
these results lead to further studies on its hemolytic activity,
aiming a possible application in terms of systematics and patho-
genesis.,

Introducao

As hemolisinas sdo protelnas extracelulares que destroem a membrana dos
eritrocitos e de outras células eucaridticas diferenciadas, sendo que esta
propriedade contribui para a patogenicidade de muitos microrganismos (14).

Esta caracteristica tem sido muito estudada em Escherichia cofi como um warcador
de virulencia, onde a produgio de hemolisina refletiria uma caracteristica
multifatorial de patogenicidade em determinadas amostras causadoras de infecgbes
extra-intestinais e, particulammente, no trato urinario (8, 9).

Estudos realizados em espécies do género Profeus, tém demonstrado que em P.
minabilis a producdo de hemolisinas & codificada cromossomicamente, enquanto que em
P. morgand ja é codificada por plasmidio, tendo-se obtido a transferdncia "in vivo"
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do fator Hly* dessa bactéria para E. coli e vice-versa (4, 17).

Actinobacillus actinomycetemcomitans fol descrito pela primeira vez em 1912, por
Klinger (10), e isolado de infecgOes mistas e monomicrobianas, de diferentes
quadros clinicos associados a lesGes actinomicoticas, endocardites, abscessos
cerebrais, infecgdes do trato urinario, osteomielites e particularmente de lestes
periodontais (3, 7, 11, 13, 16, 18, 22).

Como constatado por alguns autores, alqumas amostras de A.  actinomycetemcomifans
produziam uma potente leucotoxina capaz de destruir polimorfornucleares humanos,
sugerindo que esse fator leucotdxico participaria na patogénese da periodontite
juvenil localizada (20,_27).

Sao escassos os trabalhos que fazem referéncia & atividade hemolitica dos A,
actinomycetemeomitans, sendo que as amostras humanas testadas por Slots (15) e
Farias & Col. (5) nao mostraram evidéncias de qualquer atividade.

Considerando os estudos realizados em E, coli e espécies do genero Proteus, e a
relacdo da atividade hemolitica com a viruléncia desses microrganismos, pela
importancia de A. actinomycetemcomitans na patologia humana, o presente trabalho
teve como objetivo estudar a capacidade hemolitica das amostras isoladas de
cavidade oral humana e de ambiente, utilizando-se dois tipos de sangue.

Material e Métodos

1.- Amostrnas Testadas: 41 isolados de A. actinomycelemcomitans de individuos com
doenga periodontal (D.P), sem doenca periodontal e de ambiente, e 5 de referéncia,
foram testadas quanto a sua capacidade de hemOlise com dois tipos de sangue: de
carneiro e humano.

2.- Medio de Cultura: A base do agar sangue fol o &gar de soja tripiticaseina,
suplementado com extrato de levedura (1%), adicionando-se sangue desfibrinado de
carneiro ou humano a 5%.

De uma cultura de 24 horas em meio liquido BHI-S (BHI suplementado com extrato de
levedura e I-cisteina), repicava-se para as placas com agar sangue com alga com
cabo de kole, sendo posteriormente incubadas a 37°C em condigbes de microaerofilia
(método da vela).

3.~ Ledltura: A leitura foi realizada as 24 e 48 horas de incubacdo, observando-se o
halo de hemblise ao redor das colonias.

Resultados e Discussao

A literatura sobre a atividade hemolitica do A. actinomycefemcomifans € muito
pobre. Alexander (1) relata a capacidade de hemblise deste microrganismo como
variavel em dgar sangue dJde carneiro para amostras isoladas de suinos, sendo
ocasional, em agar sangue de cavalo e de bovino.

A Tabela 1, apresenta a atividade hemolitica dos isolados ambientais e humanos,
que foi caracterizada como hemdlise parcial, nos dois tipos de sangue (carneiro e
humano) , em 34 isolados. Contudo, Slots (15) e Farias & Col.. (5} nao relataram
nenhuma amostra humana hemolitica.

Por outro lado, observa-se que, das amostras isoladas hemoliticas, somente 8
hemolisaram os dois tipos de sangue testados, 3 isolados de individuos sem doenca
periodontal e 5 de pacientes com periodontite juvenil localizada. Vale ressaltar
que das trés amostras ambientais hemoliticas duas apresentaram—se com capacidade de
hemolisar sangue de carneiro e uma outra sangue humano. oo

Outros autores (6) mostram que amostras de E. cofl{ produtoras de hemolisinas
apresentariam um carater citotdxico, constituindo-se essa propriedade,
possivelmente um dos varios fatores de viruléncia, sugerindo que a toxicidade seria
causada pela associacao bactéria—o-hemolisina e que algum contato, ou proximidade
entre microrganismo e - leucdcitos, seria necessario para que o efeito ocorresse
(2, 17.

O mecanismo de hemdlise & varidvel, podendo ser de dois tipos: enzitatico, como
as fosfolipases de Pseudomonas aeauginosa e Clostridium perfringens, ou nao
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enzimatico, como ocorre com  as Tabela 1 - Atividade hemolitica das 41
amostras de S, awreus, Vibaic amostras de A, actinomycetemcomitans
chofenae, . Aenomonas hydrogilas e isoladas de ambiente (4) e de humancs (34),
Enterobacteriaceae (8). A utilizando sangue de carneiro e sangue
literatura nao faz qualquer humano.

referéncia ao possivel mecanismo Simbolo: * = ATCC 29522, 29523, 29524 e
envolvido na atividade hemolitica NCIC 9709, 9710

de A. actinomycetemcomitans .
Os resultados obtidos na Tabela

Origem das Ne de amostras positivas Total de

1, sugerem a necessidade de um arostras amostras
estudo mais amplo e detalhado, uma testadas sangue carneiro sangue humano  hemoliticas
vez que a atividade hemolitica Cuspideizn 274 7 e
poderia  estar relacionada a Indi

patogenicidade, como & producdo de op. 5/9 /9 5/9
leucotoxinas, embora pesquisadores Indiv. com

nao tenham encontrado esta D.P. 26/28 5/28 26/28
atividade para a amostra Y4, Arostras de

caracterizada como produtora de referéncia* 4/5 0/5 4/5
leucotoxina (19). Total . 37/46 9/46 38/46

Pela relativa heterogeneidade -
deste grupo microbiano, seriam
necessarios maiores estudos quanto
aos tipos de hemdlise, determinando-se hemolisinas especificas para grupos
sanguineos humanos e de animais, visando a uma possivel aplicacdo em termos de
sistematica e patogénese.

Por outro lado, ¢onsiderando-se a possivel correlacio dessa atividade com outros
determinantes de viruléncia, como a leucotoxina e a provavel associacdo deste
Gltimo a presenca de fagos especificos (12), muito hi, seguramente, ainda, a ser
esclarecido
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Resumo

Foram avaliadas algumas propriedades biolégicas do lipopolissaca-
rideo extraido de M. bou{is. Experimentos realizados in vivo com o
LPS purificado demonstraram toxicidade evidenciada pela DLjy em
camundongos. Lesoes dermonecroticas localizadas foram detectadas
pela reacido de Shwartzman em coelhos albinos. Além disso, foi ob-
servada uma severa conjuntivite em camundongos que resistiram ao
desafio intraperitoneal com o LPS sugerindo, desse modo, um im-
portante mecanismo predispondo a penetracgao de M. bovis na mucosa
conjuntiva,

Sunmmary

The biological properties of lipopolysaccharide extracted from M.
bovis were evaluated. In vivo, tests of purified LPS demonstrated
toxicity assayed by DLgy in mice. Localized dermonecrotic lesicms
were detected through local Shwartzman reaction in  albino
rabbits. It was also observed a severe conjunctivitis in mice
which resisted the intraperitoneal challenge thus showing the
action of LPS in the conjuntival mucosa and suggesting an
important mechanism predisposing the penetration of M. bouvis,

Introducao

Moraxella bovis & o agente etioldgico da ceratoconjuntivite infecciosa bovina
(C.I.B.), enfermidade ocular de manifestacao rapida, caracterizada pela inflamacao
da cOrnea e da conjuntiva (10, 1, 5). As perdas econdmicas nao estdo ca’culadas
para o Brasil, mas no Rio Grande do Sul, pelo menos, € substancial o nimero de
casos notificados. Nos Estados Unidos, esta mpléstia é responsavel por um prejuizo
anual superior a 150 milhGes de ddlares (15). Sao considerados fatores
predisponentes da doenga a poeira, os ventos e os insetos (9) bem como a agao dos
raios ultra—violeta, no verao, o que causa irritagao da mucosa ocular facilitando a
invasao do microrganismo no epitélio da cdrnea (7, 15). Entretanto, fatores
intrinsecos a M. bouls, como capacidade de aderéncia, invaséo e maltiplicacdao sao
determinantes no estabelecimento da C.I.B. bem como a participacdo de exo e

Trabalho realizado no Departamento de Microbiologia Médica, Instituto de
Microbiologia da UFRJ, com auxilio do CNPg, FINEP e CEPG da UFRJ.

Rev. Microbiol., Szo Paulo, 19(3):266-270, Jul./Set. 1988.



267

endotoxinas (6, 4).Em relacdo a estas ultimas, estudos realizados mostram um
entendimento cada vez mais detalhado acerca da estrutura quimica, bicsintese e agao
bicldgica das moléculas de lipopolissacarideo (LPS) extraido de um bom nimero de
bactérias (13, 2). No género Moraxella contudo, as informagbes inexistem e, com
relacdo a M. bovis, em particular, seria extremamente importante o conhecimento da
atividade bioldgica de seu IPS. Este trabalho visa apresentar alguns resultados de
investigagoes scbre o assunto.

Material e Métodos

Cepa bacteriana - Foi utilizada a amostra JURyPs de M. boués isolada no Rio Grande
do Sul do saco conjuntival de bovino acometido de C.I.B. )

Cultivo e cotheita do onganismo - M. bovis foi cultivada em Caldo Infuso de Cérebro
e Coracio (BHI — Difco) adicionado de dgar (2%) e sangue desfibrinado de carneiro
(7¢). Para obtengdo de massa celular, baldes caom 2 litros de B.H.I. foram
inoculados com 2ml de pre-indculo obtido apds crescimento por 6 horas a 37°C. Os
baldes, apds inoculacdo, foram incubados com agitacao (160rpm) por 24hs a 37<C.
ApSs o cultivo a massa bacteriana fol separada por centrifugacao a 7410 X g durante
10 minutos em aparelho Sorval modelo RC-2B refrigerado (4eC), e lavada 2 vezes em
solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS) pH 7,4.

Isolamento do LPS - A extracdo e purificagdo de IPS foi realizada seguindo-se .a
técnica recomendada por Stead & Cols. (14) e pormenorizada em trabalho anterior
(3).

Endotoxina padrdo - Uma preparacao comercial da endotoxina de Escherdchia cold
0111B4, foi obtida do Laboratdrio Difco.

Canacternizacao biologica do LPS

A) Letatidade para camundongos (PLpg) - Camundongos "outbread" de 4 semanas pesando
de 25 a 309 foram divididos em grupos dJde 6 animais e desafiados
intraperitonealmente com solugdo aguosa de LPS variando de 500 a 62,5ug/ml. Um
lote, inoculado pela mesma via com salina estéril serviu de controle. O namero de
mortos foi registrado apds 48 horas de observacdo e a DLgg calculada pelo método de
Reed & Muench (12). Paralelamente foram feitos testes com LIPS de E. cofi O1q1B4
comparando-se os efeitos bioldgicos. :

B) Reacdo de Shwartzman Local - Foram utilizados 2 coelhos brancos, machos, pesando
aproximadamente 2Kg cada um. Os animais foram inoculados intradermicamente em
varios locais no dorso previamente depilado, com doses sensibilizantes de IPS
variando de 500mg a 1ug/0,1ml. Metade do dorso recebeu doses de IPS de M. bovis e,
a outra, doses do LIPS de E. coll Oq41B4. Decorridas 18 horas os coelhos foram
inoculados intravenosamente com 10mg de IPS de E. cofl Oqq4Bg como dose
desencadeante. Os animais foram observados durante 3 dias, para registro do
aparecimento de eritema e/ou necrose caracteristica.

Resultados

A DLgg calculada para o LPS purificado extraido de M. bouis foi de 250mg (Tabela
1). A mesma metodologia mostrou ser de 187,5ug a DLgg calculada para E.cofl 0111B4
utilizada como padrao referencial. Além disso, foi cbservada uma severa
conjuntivite nos animais sobreviventes ao desafio intraperitoneal com o LPS de M.
bovis (Figura 1).

Os resultados da reagdo de Shwartzman local induzida pelos IPS de M. bouvis e
E.cof{ 0q11Bs est8o apresentados na Figura 2. Apds 6 a 18 horas da inoculagao da
dose desencadeante, constatou-se hemorragia e necrose nos pontos de inoculacao
intradérmica. A dose minima necessaria para a inducdo.da reagdo com LPS de M. bouis
foi de 2ug, inferior & dose minima necessaria para a inducdo com LPS de E.cold
0111B4, igual a 8ug.
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Tabela 1 - Determinacdo da DLgg do LPS de M. bovibv
inoculado por wvia intraperitoneal em camundongos apés
observacao por 48 horas.

ug/ml-LPS . . Resultados acumulados
. bouls Mortos Sobreviventes
Mortos Sobreviventes Totais % Mortos

500 4/6 2 9 2 " 81,81
250 3/6 3 5 5 10 50,00
125 1/6 5 2 10 12 16,66

62,5 1/6 5 1 15 16 6,25
Controle 0/6 6

Figura 1 - Conjuntivite provocada pelo lipopolissacarideo de

Moraxella bovis em camundongo jovem inoculado por via intraperitoneal
com dose de 250ug de LPS.

Discussao

O potencial de viruléncia ficou patente nos resultados encontrados para a
toxicidade do LIPS de M. bouis tanto na verificacdo da DLgq em cammndongos como na
inducao da reagdo de Shwartzman em coelhos. A DLgg de 250ug encontrada é semelhante
a descrita para o lipopolissacarideo de outros patdgenos como por exemplo 250ug
para E.cofL Oqq14Byg, 274ug para C.fejuni e 225ug para ¥.enterocolitica 03, (3), além
de 230ug para %.COKL 0111B4 (8).

Por outro lado, o surgimento de regices necrosadas e hemorragicas caracteristicas
da reacdo de Shwartzman com a dose minima de 2ug demonstram o potencial endctéxico
do LPS.  Em termos comparativos, vale destacar que reages semelhantes somente s3o
obtidas com doses de 8ug, 5ug e 50ug de IPS provenientes de E.cold G111By4,
V.enterocolitica 03 e C. jejuni respectivamente (3). Contudo, cabe notacio especial
a verificacdo de conjuntivite, com forte derrame lacrimal, em camurdongos
desafiados com doses sub-letais de IPS. Fm trabalho realizado em 1973, Pugh & cols.
(11)  comunicaram gue fragdes celulares de M.bouis eram capazes de induzir
conjuntivite em camundongos e cobaias previamente irradiados com luz ultra-violeta,

mas n3o conseguiram precisar que mecanismos estavam envolvidos em tais alteracOes.
Os resultados observados em nosso trabalho quando o IPS de M. bouds foi administrado
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Pugh & Cols. (11)

possam ver vinculadas a fracao lipopolissacaridica do microrganismo. A verificagao
desta possibilidade em bovinos esta sendo atualmente programada pelos autores.
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Summary

The growth of CLostrnidium thermocellfum is studied on cellulosic
substrates at different pH and operating conditions. Agitation is
necessary and low pH favours the production of neutral metaboli-
tes (ethanol). Addition of 0,4g/l of dimethyl-acetamide (DMA)
enhances the production of metabolites and cellulolytic enzymes.

Resumo
Degradacdo tenmofilica de celulose com CLostridium termoceflum

0 crescimento de CLostnldium thewumocellum é estudado em substra-
tos celuldsicos, em diferentes valores de pH e condicoes de ope-
racdes. A agitacdo do meio é necessaria e valores baixos de pH
favorecem a producao de metabolicos neutros (etanol). A adicao de
0,4g/1 de dimetil-acetamida (DMA) aumenta a produgao de metaboli-
tos e enzimas celuloliticas.

Introduction

Thermophilic cellulose-fermenting bacteria way play an important role in the
degradation of cellulosic materials and production of ethanol. Mac Bee (11) was the
first to isolate a thermophilic cellulose-fermenting bacterium. The microorganism,
CLostridium thermocellum, was able to utilize cellulose, cellobiose and xylose as
substrate. Some other organims with similar characteristics were isolated, but all
of them showed differences regarding substrate utilization. The 108 (13) and ATCC
27405 (15) strains were unable to utilize glucose, xylose, sucrose or trehalose as
carbon sources. On the other hand, M7 spp. isolated by Iee and Blackburn (8)
utilizes glucose and some other mono and disaccharides. It was found by Shinmyo &
Col. (15) that high concentrations of yeast extract enhance the comsumption of

glucose and fructose.

Ethanol, acetic acid, reducing sugars, hydrogen and carbon dioxide are the
principal products detected during the fermentation of cellulose by CLostaldium
thermocellum (5, 7).

Higher yields of ethanol production were obtained by the utilization of an
ethanol resistant CLostaldium Zhewmocelfum strain (17) or by the utilization of
mixed cultures of €. thewmocelfum and C. thermchydrosulfuwiicum (19) . Mixed cultures
have also been used for the production of acetic acid (17) and methane (18).

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(3):271-276, Jul./Set. 1988,
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Materials and Methods

Microonganism: C. thewmocelfum ATCC 27405 maintained in roll tubes as described by
Hungate (6).

Fermentation medium: Medium CM3 as described by Weimer and Zeikus (18). The carbon

sources utilized were cellulose Whatman CC41 or sugar cane bagasse. The lzstter was
pre-treated as shown in Figure 1.

Figure 1 - Treatment perfomed on sugar cane bagasse

SOURCE 3
Treated, Washed
SOURCE 1 Treatment e and Dx('_};g)Bagasse
Raw Bagasse 4% NaOH/100%C/15 min. SOURCE Z
(RB) \ Treated and neu-
trelized bagasse
(TNB)
Figure 2 - Anaerobic flask, Figure 3 - Effect of agitation on the
Symbols: 1 = Glass wool production by C. themmocellwn,
filter; 2 = Gas inlet; 3 = Gas Symbols: RS = Recucing sugars; S =
exit; 4 = Protection against Substrat.
oxygen (pyrogallol  potassic .
solution), 5 = Inoculum or 3
samples; 6 = Culture o s (3711 g
protection tube, = = © CHICO0H g/} S
> 5 a RS (g/1) 5‘
I o C2HOH (g/1) -
n 2 ,"A 2ne § ,/‘ x
oW S
[ P
b
i

—————  agitation «453 rpm
--===== no agitation

—7
%\

[
10 1o} e ;‘0\ ! 410
1o \\‘5‘{3

'Y .
Micrnobial culture: The microorganism was !
maintained by weekly inoculation in a L8 | PPN
fresh CM3 medium. The inoculations were & e
performed  with  sterile  hypodermic 5fesr e ' Lt L
syringes. The flask developed by Daniel » o ,o—f":{i 'ka—-""“"“'“
and Zeikus (4), modified in order to A S S
eliminate the continuous gassing of B s S
nitrogen (Figure 2), was used for growth pog"
of C. thewmocellum. i r

After inoculation on M3 medium, the
cultures were incubated at 60°C in a still
bath.

Preparalion of 4inocufum: The inoculum was prepared in the anaerobic flasks in the
conditions described above. The incubation time was controlled through the amount
of gas produced (40ml per gramme of cellulose).

Fermenten conditions: All fermenter trials were performed with 3.5 liters of
medium. The pH, when controlled, was maintained at 6.0, 6.5, 7.0 and 7.5 with 25%
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NaOH addition. The fermentation were carried out at 60°C at 450 RPM or without
agitation. The fermentation time was about 2 days with agitation or about 11 days
without agitation.

Analytical methods: Residual cellulose was determined by the gravimetric method
described by Gordon & Col. (5). Acetic acid and ethanol were determined at the same
time by a gas chromatograph, using propionic acid as internal standard. (Oven
temperature 150°C, injector 220°C, detector 180°C, column 500 x 4mm, Porapak Q
80-100 mesh) .

Reducing sugars were measured by the DNS method (12). Enzymatic activities were
measured by the method described by Ma.gdelg (9). The percentage of degraded
substrate was estimated by the relation ¢ = f x 100, where S is the initial

dry weight and Sg is the final dry weight of ce?lulosic material.
Results and Discussion

As shown in Figure 3, the fermentation time was shortened from 11 days to 2 days
when the cultures were agitated at 450 rpm. These results disagree with the ones
obtained by Weimer & Col. (18), who found that C. fhermoceffum culture was badly
affected by agitation. Also, the concentrations of acetic acid and ethanol were
increased 30% and 90% respectively on the agitated cultures.

Figure 4 — Effect of pH on the Figure 5 -
production by C. theamccelffum. Degradation of
Symbols: P = Products; XP = Total differents cellulosic
amount of  products; ZIP/¢S; = materials,
Products yield related to degraded Symbols: RB = Raw
cellulose, bagasse 10g/l; TWB =

Treated washed
A sze bagasse 10g/l; C =
3 CaH5OH Whatmann cC 41
| = chycood : alg cellulose 10g/1.
K O RS Nl

] acp

3| ® caHson

8| © CH3CO0H

3} B RS

The pH influence on cellulose degradation is shown in
Figure 4. The total amount of products is increased as
the pH is increased and at lower values the production of '
neutral metabolites (ethanol) 'is favoured. The ratio ethanol/acetic ac1d changes
from 0.83 at pH 7.5 to 2.56 at pH 6.0, The amount of degraded cellulose was not
significantly changed.
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On the experiment with different cellulosic materials, C. Zfh2amocelfum was not
able to grow on treated and neutralized bagasse (TNB).

Figure 5 shows the effect of the different substrates on the C. Zfhemocellum
metabolism. The amount of ethanol, acetic acid and reducing sugars from treated
bagasse (TWB) are higher than from raw bagasse (RB). Production of acetic acid and
ethanol from cellulose (C) were higher than from treated bagasse. On the other
hand, the accumulation of reducing sugars is higher from TWB.

Table 1 shows the total amount of Table 1 - Total Figure 6 — Effect of
products and the percentage of amount of DMA addition on the
degraded substrate, when C. products (P) and cellulose
thermocellum grew on differents percentage of degradation.
cellulosic materials. The treatment degraded Symbols: A = Without
of bagasse was quite favorable for substrates (¢) DMA; B = With DMA
the cellulose degradation, about 50% 0,4g/1.
more than raw bagasse, and the total
accumulation of products (3.09g/1) P g/l o (%)
was sensibly close to the total rB 1.45 20 S|l wzP
obtained from cellulose (3.18g/1). we  3.09 9 21 S CoHsOH

According to Philipp & Col. (74) o 318 o2 & | @ CH3CO0H
and  Turbak & Col. (16) the - sl O RS

dimethyl-acetamide (DMA) has a strong

solubilization action on cellulose.

Al Aani (3) found that 0.4g/l1 of DMA favoured the growth
and the cellulase production by molds. In order to study
the influence of a such product on the growth of C.
theamocellum 0.4g/1 of DMA was added to the culture
medium. Figure 6 shows the results obtained in this
experiment. The addition of DMA increased the
accumulation of reducing sugars from 0.2g/1 to 1.6g/1.
The amount was 8 fold higher, although the percentage of
degraded substrate was the same in both cases (about
65%). The amount of acetic acid and ethanol did not
change significantely.

The influence of pH and DMA addition on the enzymatic
activities were also studied. In all experiments
B—glucosidase activity was absent in the medium
fermentation. These results agree with the work of aid & Col. (1) who found that
B—glucosidase of C. theamocellum is located in the periplasmic space of the cells.

Table 2 shows the maximum values of CMC or endo-glucanase activity and total or
filter paper (F.P.) activity as a function of pH. The CMC activity was favored by
the increase in the pH although the FP activity was not affected.

Figure 7 shows the influence of DMA addition on the cellulase activity and
reducing sugars production during the growth of C. theamoceffum on cellulose. The
total cellulase adtivity (FP) and reducing sugars enhanced while endo-cellulase
activity was lower.

Conclusions

C. themwmocellum was studied on the cellulosic materials transformation since this
organism can develop very fast on these substrates - the rate is comparable to the
fastest aerobic microorganisms. So, by using this process it could be possible to
reduce the degradation time of cellulose and to employ the products for fuels or
SCP production (10).

C. theamocetlum degrades purified cellulose fairly well. However, its action is
very deficient on native cellulose. A pretreatment is necessary in order to reduce
the amount of hemicellulose and lignine, '

In regard to the technological aspects of fermentation by C. theamecellum,
agitation at 450 rpm is favorable to enhance the rate of cellulose degradadion. The
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Table 2 - Maxima Figure 7 - Effect of DMA addition on
endo-glucanase  (CMC) and the production of cellulolytic
total cellulase (FP) enzymes by C. fthermocellum. o
activities as a function of Symbols: —4 A — = CMC activity;
pH. , — BB — = 7P activity.
pli 6.0 6.5 7.0 7.5 2]z wm RS (/1) 5!
=193 @ o DNA ® no DMA e
MC (UI/ml) 0.15 0.23 0.44 0,97 a5l ¢3! D asizoma o osizoMA 2

FP(UE/ml)  0.09 0.13 0.13 0.14 | & noDMA : P ]
o 004TDMA

microorganism was completely inhibited as} 02 dis

at pH below 5.5. Also the pH affected i los

the ratio ethanol/acetic acid from 0.85

at pH 7.5 to 2,56 at pH 6.0. o | 08,
The enzymatic activities during ook I

fermentation are influenced by the pH

of culture and the maxima were obtained wir 102

at pH 7.5. ! o * 100
The use of DMA increased the total tm

cellulolytic activity and the amount of

reducing sugars. The DMA action could be linked with the favorable and simultanecus
effect on the growth and production of cellulases and also in the changes of the
cellulose structure (2).
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Resumo

0 fungo termofilico do género Botnyfis (cepa EQ-55), isolado de
solo, fol testado no meio de Mandels & Reese (4), com tamponamen-—
to em valores de pH de 5,5 a 8,0, mostrando-se capaz de gerar
preparacoes celuloliticas em exo—glucanase (Cy) e endo-glucanase
(c ) com altas atividades. Modificagoes no referldo meio indica-
ram que peptona mostra-se a mais adequada fonte de nitrogenio
dentre as testadas, levando a um aumento de atividade em Cq de
aproximadamente duas vezes, independendo de tamponamento. Em ex-—
periéncias comparativas com a cepa mesofilica Trichodesma reesed
QM-9414 foi constatado que no melo contendo peptona como Uunica
fonte de nitrogenio, a cepa EQ-55, a 37°C, desenvolve atividade
em Cq cerca de doze vezes maior do que T, neesel QM-9414,

Summary
Cellulase production by Boinylis sp.: a culiwrie medium definition

The cellulolytic activity of a thermophilic filamentous fungus
(strain  EQ-55), isolated from a soil sample and classified as
belonging to the Genus Bothytis, was tested in Mandels and Reese
medium  (4), at pH values ranging from 5.5 to 8.0. The
cellulolytic complex formed was found to be highly active in C
and Cy components. Peptone in a modified medium was the best
nitrogen source among those tested, causing a two-fold increase
in C1 activity, regardless of buffering. Experiments carried out
with mesophilic strain Tadichoderma neesedl QM-9414 showed that in
the medium containing peptone as the only nitrogen source the
strain EQ-55, at 370C, generates a Cy activity twelve times

greater than that produced by the control strain T. Aeesed
QM-94 14,

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(3):277-281, Jul./Set. 1988,
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Introdugao

O isolamento e estudos preliminares de wum fungo termofilico com atividade
celulolitica (Arquivo da E.Q./U.F.R.J., n? 55), género provavel Botrytis, produtor
de celulases com atividade cerca de cinco vezes maior, a 37°C, que Talchodema
rneesedl (M-9414 a 30°C (9), estimulou a continuidade dos estudos com este fungo,
haja visto as baixas taxas de conversao a partir de preparacdes celuloliticas
obtidas de grupos mesofilicos (2). Neste trabalho visou-se, especificamente,
verificar a influéncia de parametros como pH e fontes de nitrogénio na atividade -
celulolitica da cepa FQ-55.

Inicialmente, foi feito o tamponamento do meio formulado por Mandels & Reese (4),
em valores de pH entre 5,5 e 8,0 - faixa de variacao do meioc nao tamponado nas
fermentagbes conduzidas com a cepa BQ-55 (9) - em intervalos de 0,5 unidades. Fm
seguida, foi estudada a influéncia das trés fontes de nitrogénio (peptona, uréia e
sulfato de ambonio) existentes de forma combinada no referido meio de producao (4).
Os testes foram realizados utilizando cada uma delas isoladamente e por carmbinacao
duas a duas. Finalmente, foi estabelecida uma comparagdo entre a cepa EG-55 e T.
reesedl QM-9414, no valor de pH e meio de cultura mais apropriados para a produgao
de celulases.

Material e Métodos

Micronganismos - Botwytis sp. (Arquive da E.Q./U.F.R.J., 19 55) e Taichoderwma
reesed QM-9414 (ATCC) (1).

Meio de manutencao e de prepanro de inoculo - Celose batata, de acordo com as normas
descritas pelo ATCC (1). Os indculos foram preparados segundo a técnica relatada
por Mandels & Col. (5).

Meio de cuftivo - Para producdo de celulases (4), apresentando a sequinte
composicao (g/1): celulose cristalina Whatman n® 1, 10,0; peptona de carne, 1,0;
uréia, 0,3; (NH.)2S0,, 1,4; KH,PO,, 2,0; MgS0O,.7H,0, 0,3; CaCl;, 0,3; solucio de
microelementos, 1,0ml e agua destilada d¢.s.p., 1,0 litro.

Sofucdo de microelementos (mg/ml)- MnSOx.H,O, 1,56; FeSOy.7H,0, 5,0; Coll,.6H.C,
2,0; 2nCl,, 1,67; HCL (19%), 1,0ml e agua destilada g.s.p., 1,0 litro.

Meios de cultivo modificados - Apresentando as seguintes composicSes em fontes de
nitrogénio, {nicas alteragbes em relagdo ao meio base (4) (g/1): (A) peptona de
carne, 10,34; (B) uréia, 1,05; (C) (NH.),SO,, 2,28; (D) {(NH,).S0,, 1,51 e uréia,
0,36; (E) (NH4),SO,, 1,95 e peptona de carne, 2,50; (F) peptona de carne, 4,19 e
uréia, 0,63.

Deferminacoes quantitativas - Aclicares redutores totais (ART), pelo método do DNS
(7). Atividades celuloliticas de acordo com a técnica relatada por Mandels & Col.
(5). Celulose residual, pelo método Semimicro (10).

Os ensaios foram conduzidos em. frascos de Erlenmeyer de 500ml de capacidade,
contendo 100ml de meio, em triplicata, e em agitador reciproco (amplitude de 1,4
c¢m e frequéncia de 110 batimentos por minuto) em cimara incubadora a 37°C. A
preparacao dos indculos foi feita por suspensao do cultivo, no prdopric meio de
producido, crescidos em tubos contendo gelose batata, por 7 dias e incubados a 30 e
37°C, respectivamente, para T. reesel QM-9414 e a cepa BEQ-55.

Resultados e Discuss3o

As Tabelas 1 e 2 mostram que a cspa EQ-55, a 37°C, & capaz de desenvolver maiores
atividades em exo-glucanase (C1) e em endo-glucanasé (Cx), cerca de seis e doze
vezes, respectivamente, do que T. xeesel QM-9414, a 30°C, no meio base de producao



Tabela 1 -~ Parametros referentes a
producao de celulases pela cepa EQ-55,
a 379C, no meio base (4).

Terpo (), 54 48 72 96 120

Parametros

pil 5,2 5,5 65 65 7,0 7,0

¢, (un 0 0,163 0,393 0,640 0,593 0,461

Cy (U1 0 0,99 3,093 3,685 3,630 2,133

Celulose

{g/100m1) 1,00 0,60
Tabela 3 - Atividades celuloliticas
maximas em relacao ao pH de tamponamento
do meio base (4), com tampao fosfato,

apés 72 horas de fermentacdo com a cepa
EQ-55, a 379C.

Atividades pli de tamponamento

[1619]
livre 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
I8 0,64 0,56 0,60 0,65 0,64 0,61 0,71
- 3,69 5,22 5,28 6,11 5,9 6,26 5,9
Tabela 5 - Parametros referentes a

producdo de celulases pela cepa EQ-55,
a 379C, no melo modificado contendo
uréia como unico substrato
nitrogenado.

Tenpo  {h)
PArAMEtTOS 0 24 48 72 96 120

pH 5,2 5,5 ,0 8,0 8,0 8,0
Cy {UT) 0 0,044 0,261 0,498 0,569 0,474
Cy (UT) 0 0,933 2,889 4,852 5,111 3,519
Celulose

{g/100m1) 1,00 0,62
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Tabela 2 - ©Parametros referentes a
producao de celulases por T, #ieesed
QM-9414, a 309C, no meio base {4).

Tempo {h)
Darametros 0 24 48 72 96 120

pit 5,2 6,0 6,0 6,5 7,0 7,0

Cq (UL} 0 0,003 0,035 0,09 0,116 0,104

C, WI) 0 0,007 0,489 0,924 1,289 1,356

Celulose

tg/100m1) 1,00 0,82
Tabela 4 -~ DParametros referentes a
produgao de celulases pela cepa EQ-55,
a 379C, no meio modificado contendo
peptona como Gnico substrato
nitrogenado.

Tenpo (h)

paciotros O 24 48 72 96 120

pH 5,2 , ,5 80 8,0 8,0

cq (UT) 0 0,116 0,148 1,203 0,830 0,733

Cy (UT) 0 2 3,867 7,037 7,052 6,044

Celulose

(g/100ml) 1,00 0,70
Tabela 6 - Parametros referentes a
produgao de celulases pela cepa EQ-55,
a 37°C, no meio modificado contendo
sulfato de amonio como Unico substrato
nitrogenado.

Tempo  (h)
Parametros 0 24 48 72 96 120

pH 5,2 55 5,5 5,5 5,5 5,5
Cq (UL) 0 0 0 0 0 0
Cy {UI) 0 0 0 0 0 0
Celulose

(g/100m1) 1,00 0,95

(4) , com consumo de celulose de 40 e 18%, respectivamente.
O tamponamento do meio base (4), com tampao fosfato, em valores de pH de 5,5 a

8IOI

embora tenha provocado um aumento consideravel em C, (Tabela 3),

nao implicou em alteracdes significativas na producao de atividades em Cq,

evidenciando ser

desnecessario o tamponamento do meio de producac para a cepa EQ-55, no gque diz

respeito a atividade em Cj.

Nas experiéncias conduzidas nos meios modificados, contendo uma Unica fonte de

nitrogénico e sem tamponamento,

foi observado que usando peptona, as maximas

atividades atingidas apds 72 horas de fermentagao foram 1,203 UL em Cq e 7,037 UI

em Cy (Tabela 4).

5,111 UI em Cq e Cx, respectivamente, apds 96 horas (Tabela 5).

No meio contendo uréia, foram atingidos os valores de 0,569 e

No meio contendo

sulfato de amonio, nao foi detectado desenvolvimento de atividades celuloliticas ao
longo das 120 horas de fermentagéo (Tabela 6).
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Tabela 7 - Parametros referentes a
producao de celulases pela cepa EQ-55,
a 37°C, no meio modificade contendo
uréia e sulfato de amonio como
substratos nitrogenados.

Tabela 8 -~ Parametros referentes a
producao de celulases pela cepa EQ-55,
a 379C, no meio modificado <contendo
uréia e peptona como subdbstratos
nitrogenados.

' Tempo (h)

ngg;g&; 0 24 48 72 % 120 pararetros  ° 24 48 7 % 120
- 7,5 7,5

H 5,2 5,5 6,0 6,5 6,0 6,0 PH 5,2 7,0 7,5 7.5 , ,
51 (u1) ‘o 00,128 0,45 0,622 0,29 Cy @I) 0 0,252 0,470 0,417 0,600 0,578
Cy (UI) 0 0 0,426 4,667 5,963 4,741 (ur) 0 1,956 4,511 8,29 9,126 7
Celulose - Celulose

(g/100m1) 1,00 0,64 (g/100ml) 1,00 0,76
Tabela 9 -~ Parametros referentes a Tabela 10 - Parametros  referentes a

producao de celulases pela cepa EQ-55,
a 37°C, no meio modificado contendo
sulfato de amonio e peptona como
substratos nitrogenados,

produgao . de celulases por 7. reesel
QM-9414, a 30°C, no meio modificado
contendo peptona como Unico substrato
nitrogenado,

T (n) Tempo {h)
Pai;ﬁtms 0 24 48 72 9% 120 paraetros 0 24 48 72 9% 120
pH 5,2 52 50 50 50 5,0 pH 5,2 6,0 7,0 7,5 8,0 8,0
¢y {UI) 0 0,281 0,259 0,29 0,333 0,272 €1 (UT) 0 0,008 0,009 0,013 ¢,215 0,013
Cy (UT) 0 2,111 4,044 6,281 6,163 4,326 Cy {UT) 0 0,022 0,017 0,026 ¢,028 0,024
Celulose Celulose

(g/100m1) = 1,00 0,70 {g/100ml) 1,00 0,84

Nos meios modificados onde foram empregadas duas fontes de nitrogénio, foram
observadas as seguintes atividades celuloliticas maximas, em 96 horas de
fermentacdo: no meio contendo sulfato de ambnio e uréia, 0,622 e 5,963 UI para Cq e
Cy (Tabela 7), respectivamente; no meio contendo peptona e uréia, 0,600 UI para Cq
e 9,126 UI para Cy (Tabela 8); e finalmente, no meio contendo sulfato de ambnio e
peptona, 0,333 e 6,163 UL para Cq e Cx (Tabela 9), respectivamente.

Das trés fontes de nitrogénio que compdem o meio base (4), peptona & a melhor,
podendo ser retirados uréia e sulfato de amonio para a cepa EQ-55.

Os testes realizados com T. neesel QM-9414, a 30°C, no meio modificado contendo
peptona  como Gnico substrato nitrogenado e sem tamponamento, mostraram que este
meic nao ofereceu condicles adequadas ao bom desenvolvimento de atividades
celuloliticas (Tabela 10) embora tenha sido o mais indicado para a cepa EQ-55
(Tabela 4).

A atividade em exo-glucanase (Cq) da cepa BQ-55, a 37°C, no meio modificado
contendo peptona como Unica fonte de nitrogénio, foi cerca de duas vezes maior do
que no meio base (4) (Tabelas 1 e 4) e aproximadamente doze vezes maior do que a da
cepa T. neesel QM-9414 a 30°C, também no meio base (4) (Tabela 2).
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Fesumo

Foi estudado Latossolo Vermelho-Amarelo, fase arenosa, com cultu-
ra de milho, sob treés tratamentos: vinhaga; adubo mineral e tes-
temunha, O nlUmero de microrganismos foi-determinado pelo método
indireto, com a técnica de diluigdo em série e meio de Martin com
estreptomicina. As placas foram incubadas por 72 horas a 289C, A
vinhaca e o adubo mineral ndo acarretaram mudancas do numero de
colonias flungicas, em relacdo ao solo testemunha. Entretanto hou-
ve variacoes quanto ao grupo de fungos encontrado. A densidade de
leveduras diminuiu com adicao do residuo. Os fungos com maior
densidade foram: leveduras; Peniclflium; Trnichoderma; Verticil-
Lium; Mucor; Aspernglllus; Fusarium e Chaetomium,

Summary

Aspects of fungal microglora in corn (Zea mays) crop 504iL treated
With vinasse in Rio Claro, State o4 Sdo Paulo, Brazil

A corn crop area in Red-Yellow Latosol, sand phase, was studied
under three treatments; vinasse addition; mineral fertilizer and
control, The number of microorganisms was determined by the
indirect method wusing serial dilution plate method and Martin
culture medium with streptomycin. The plates were incubated at
280C  for 72 hours. The vinasse addition and the mineral
fertilizer did not change the number of fungus communities in
relation to soil control, although variations ocurred in the
groups of fungi. The density of yeast community decreased after
vinasse addition. The most frequent fungi found were: yeasts;
Penicillium; Trdchoderma; VenticilllLium; — Mucon; — Aspergilflus;
Fusarium and Chaetomium,

Introdugzo

A vinhaca, efluente das usinas de producdo do acglicar e alcool, vem sendo
utilizada como fertilizante da cultura de cana-de-aclcar. Entretanto torna-se
necessaria a complementacdo mineral, principalmente com nitrogénio e fésforo, para
obtencao de resultados mais vantajosos (7).

Foi verificado anteriormente gue em solo arenoso, doses crescentes de vinhaca
acarretaram reducao na germinacdo de milho., Efeitos benéficos da aplicacao da
vinhaca, entretanto, tém sido citados para cultura de cana-de-aglicar, porém com
énfase nos aspectos quimicos e fisicos do solo (6).

* Financiado pela FINEP
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Estudos sobre a microbiota do solo tratado com vinhaca verificaram aumento da
cquantidade de microrganismos, havendo predomindncia, entre os fungos, dos géneros
Newrospona, Aspergillus, PenicillLium e Mucor (1, 5).

Embora nio se reneque aqui a importincia da visdo agricola que enfatiza a
produtividade, coloca-se a preméncia de reconhecer © solo como um sistema que
contém atividade propria, que possibilita a ciclagem de nutrientes, mantendo
consequentemente, sua fertilidade, na qual oOs microrganismos sdo indispensaveis.

Assim na cultura de milho utilizada para estudos sobre o efeito da vinhaga, foram
verificados varios pardmetros, dentre eles a determinacdo da densidade de alguns
grupos de microrganismos, com o cbjetivo de se entender melhor a agdo desse residuo
na dinamica do solo.

Material e Métodos

Fm uma Area da Fazenda S3o José, Municipio de Rio Claro, SP,onde a cana-de-aclicar
substituiu o cerrado hd quatro anos atrds, apds a retirada dessa cultura, o solo
foi nreparado para o plantio de milho, utilizando-se trés tratamentos: vinhaca, 80
1 /ha; adubo mineral-formula 5-30-20, 250 Kg/ha e testemunha. Estes tratamentos
foram utilizados uma Gnica vez e as parcelas correspondentes, no total de 12, foram
distribuidas ao acaso, na area de Latossolo Vermelho-Amarelo, fase arenosa.

Nestas parcelas nfo foram colocados herbicidas ou inseticidas ou ainda gqualquer
outro defensivo agricola recomendado para cultura de milho. Porém na cultura
anteriormente implantada foram utilizados aditivos durante os quatro anos de
permanéncia da mesma. Utilizou-se vinhaca do tipo de caldo misto, adicionada a
quente por toda a extensdo das parcelas enquanto o adubo mineral foli colocado
somente nas soqueiras.

As coletas foram realizadas em diferentes &pocas, tendo sido a primeira um. dia
apds a retirada da cana-de-aclicar, em novembro de 1985. O plantio do milho foi
realizado apds um més e quando a cultura se encontrava com 40, 70, 90 e 110 dias de
idade, novamente foram coletadas amostras compostas do . Solo, até 15cm de -
profundidade, das linhas e das entre-linhas da cultura. O solo foi colocado em
sacos plasticos, devidamente etiquetados e levados para O laboratdorio, onde as
amostras foram passadas em peneira com maltha de 2,83m e homogeneizadas
individualmente para o processamento imediato.

A densidade de microrganismos do solo foi determinada utilizando-se o metodo
indireto, com a técnica de diluicio em série (4), a partir de uma suspensao de 10g
de solo em 90ml de solugdo salina previamente esterilizada. O meio de cultura
utilizado foi o de Martin com estreptomicina (10), escolhido apOs varios testes
preliminares, por fornecer melhor crescimento de fungos tellricos.

As placas foram incubadas a 28°C durante 72 horas, apds as quais as colonias
foram contadas.

Os fungos foram identificados utilizando-se 13minas montadas em condicCes
assépticas e observadas em microscopio. Quando necessario utilizou-se corante azul
de Aman para evidenciagfo das frutificagdes e o meio de batata-dextrose-agar (9)
para induzir a produgdo de esporos pelos fungos. Estes foram identificados
utilizando-se chaves de identificacao (2, 3).

A analise estatistica foi realizada com o teste de variancia com dols fatores e
com réplicas e com teste do linmite da menor diferenca (11).

Resultados e Discussao

A densidade de fungos no solo antes da instalacdo da cultura de milho foi 107,
Figura 1. Quando essa cultura encontrou-se com 40 dias de idade, estes valores
foram menores para os trés tratamentos. Entretanto, cbservou-se que durante todo o
periodo de estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa para o nimero
de coldnias encontradas nas placas, em relagdo ao solo coletado nas parcelas com
diferentes tratamentos, Figura 1. Isto demonstrou que tanto a vinhaga como o adubo
mineral n3o acarretaram alteracoes na densidade de fungos do solo, nas condicoes
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especificas dos experimentos estudados.

Foi constatado que as diferencas ocorreram
quanto aos periodos de coletas, demonstrando
gue o nimero de fungos tellricos variou com a
idade da cultura, porém nac houve diferenca
em relagdo aos tratamentos usados e nem
quanto as linhas e entre-linhas da cultura,
nao ocorrendo interacao dos fatores
utilizados.

As colbnias foram individualmente
identificadas para verificar se a vinhaca,
mesmo nao acarretando alteracdes

quantitativas, nao poderia alterar a
diversidade dos fungos. Antes do plantio do
milho, o©os grupos mais abundantes foram
leveduras, Figura 7, e o género Verticiflium,
Figura 6, sendo encontrados amda
Pendelllium, Figura 9, Aspergdlllus, Figura 5,
Mucor, Figura 3 e Chae/tomw.m Figura 4.

No solodaculturade mllho com 40 dias
idade estes mesmos fungos foram observados,
havendo predominancia de Verticillium,
principalmente com adicdo de vinhagca ou adubo
mineral. RAos 70 dias, isto &, em fevereiro,
observou-se que os grupos mais abundantes
foram Penicillium, Figura 9 e leveduras,
Figura 7, sendo que a adicao da wvinhaca
favoreceu o aumento do primeiro, ao contrario
para as QOltimas, houve decréscimo da
densidade em relacdo ao solo testemunha e
aquele tratado com adubo mineral. A partir
desse periodo fol observado o género
Fusarium, no solo com diferentes tratamentos,
Figura 8. .

Figura 2 - Numero de coldonias de
Trichoderma, até 15¢cm de
profundidade, de Latossolo

Vermelho-Amarelo, fase arenosa, das
linhas (@) e das entre-linhas (ﬂ) da
cultura de milho.
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Figura 1 - Nimero de colonias de
fungos, até 15cm de profundidade,
de  Latossolo Vermelho-Amarelo,
fase arenosa das linhas ([[]) e
das entre-linhas ( ) da cultura
de milho.
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Figura 3 - NUmero de coldnias de Mucox, até
15cm de profundidade, de Latossolo
Vermelho-Amarelo, fase arenosa, das linhas
(L) e das entre-linhas ( Bd) da cultura de
milho.

4
15,09
e
14,04
$ 50]
~ 8.0
Q < o
8
o 409 F
o .01 307
w a0
2
g 3,04
@ 60 2,04
g 130
- 2
2
3 2,01
H 1.0
S brd
<1
S 2.04 4
w 1,04
e — H A Adubo
g 2.04 arn ey nan any Minerol
2 10-
; A i T
z nm v wan, wan,
2 o 1
b N et .
2 A e Vinhago
2 e ey it wir, 1986
z
= n | —
wov 195

Figura 4 — Nimero de coldnias de Chaefomium,
até 15cm de profundidade, de Latossolo
Vermelho-Amarelo, fase arenosa, das linhas
() e das entre-linhas (BJ) da cultura de
milho.
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Figura 5 - Nimero de colonias de Aspengilfus,
até 15cm de profundidade, de Latossolo
Vermelho~Amarelo, fase arenosa, das linhas
() e das entre-linhas (EA) da cultura de

milho.
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Figura 6 - Nimero de colonias de Veaticill&ium,
até 15cm de  profundidade, de Latossolo
Vermelho-Amarelo, fase arenosa, das linhas @
e das entre-linhas (@ da cultura de milho.
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Figura 7 - Numero

até 15cm  de

Vermelho-Amarelo,
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A adicdo de adubo mineral Flgura 9 - Numero de colonias de Peniciffium,
demonstrou tendéncia em aumentar até 15cm de profundidade, ~ de Latossolo
a densidade dos géneros Fusarium Vermelho-Amarelo, fase arenosa, das linhas
e Aspergillus, em relagio aos () e das entre-linhas (BZ) da cultura de

demais tratamentos, enquanto que milho.
a vinhaca fol favoravel. para

acarretar acréscimo dos demais b
grupos, exceptuando-se as

leveduras e o género Fusarium, s210) fl
Entretanto,  esses resultados b jy son , I
foram diferentes dependendo do ;
periodo no qual a amostra de solo ool m{ f
foi coletada. o
O género Trichoderma, em e soo] T . -
janeiro, apresentou-se com maior § J o8] ”‘J -
densidade no solo tratado com s S A
vinhaga, porém maior nimero desse S ”‘-‘“J so20l :
microrganismo foi observado em 2 . 25201
fevereiro/1986, Figura 3. 3 ol Tl
Os fungos acima citados foram e 36104
também encontrados no solo sob E =Im
cerrado, utilizando-se a mesma 3 ot (1]l >
metodologia agqui empregada para ¥ rof ||l o]
isolamento (Tauk, S.M. - n.p.) ou g o Lo
com a utilizacac de outros tipos & o sl [l
de meios de cultura (12). Esses £ o 5'&( ol || 1
fungos foram encontrados em solo “ aof 104
sob cerrado de outras regides (5, 2N LI . ' ﬂ B | .
8) e naquele cultivado com % 120 ol P rev as, wan 1986 Minerat
cana—de~acglicar (1). wol 4 e B FL L L I
Assim, embora a vinhaca nio 101 - o - uany 199
tenha aumentado o nimero total de ’°‘°] IS N | S i S || S
colonias de fungos observadas em - e
placas de Petri, a mesma LL

acarretou mudancas na densidade oy 1988
dos grupos desses microrganismos,
aumentando ou diminuindo seus
nimeros no solo sob cultura de milho. A densidade das leveduras diminuivc com a
adicdo de wvinhaga semelhantemente ao constatado em solo sob cerrado (Tauk, S.M, -
n.p.).

A presenca da cobertura vegetal parece n3o ter contribuido para a variacdo do
nmero de fungos do solo. Entretanto em fevereiro/1986 cbservou-se maior densidade
da microbiota flngica, quando constatou-se também maiores teores de matéria
organica, calcio, fosforo, carbono orgdnico e nitrogénio total no solo (Tauk, S.M.
- n.p.), portanto estes parametros devem ter contribuido para obtencio de maior
nimero da microbiota fingica, nesse perlOdO.

A vinhaca, na dose utilizada parece nao interferir 51gn1f1catlvamente no solo do
ecossistema em estudo, oom relagdo & microbiota fingica, mantendo inalteradas as
atividades relacionadas com a ciclagem de nutrientes.
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OCORRENCIA DE FUNGOS EM POPULACAO URBANA: AMOSTRAGEM DE UM LABO-
RATORIO PRIVADO EM PORTO ALEGRE, RS

Adelina Mezzari o . ;
Paulo Fausto Cauduro o Recebido para publicacao em 27/08/87
& Cicero Armidio Gomes Dias

Laboratorio Weinmann
Rua Ramiro Barcelos, 910 - 59 Andar
90210 Porto Alegre RS, Brasil

Resumo

Foi verificada a ocorrencia de fungos em 332 amostras de diversos
materiais clinicos recebidos no laboratorio durante o espago de
um ano. S3o citadas as espécies identificadas e a rotina de iso-
lamento. Os dermatofitos, notadamente Talchophyfon aubirum, foram
os fungos mais frequentemente observados. Foram obtidas quatro
amostras positivas para Cryplococcus neoformans, a partir de no-
venta e trés amostras de liquidc céfalo raquidiano examinadas.
Candida albicans e Malassezia furfur foram também proporcional-
mente frequentes,

Summary

Incidence 04 4ungi 4in uwiban population. Data of a private
Laboratony in Porto Afegre, RS

The presence of fungi in 332 samples of wvarious <clinical
materials in the space of an vear was verified. The identified
species and the routine of isolation are cited. The dermatophytes
were the fungi more frequently observed, mainly Trichophyton
rubsum, Four samples in ninety three cerebrospinal fluid
specimens, were positive for Cryptococeus neoformans. Malassezia
fjurgur and Candida albicans were also proportionaly frequents,

Introducdo

Com o intuito de avaliar a microbiota fingica presente em nosso meio,
pesquisou-se 332 amostras de pacientes que residem em zona urbana e possuem boas
condigbes socio econdmicas, durante o periodo de um ano (maio de 1986 a maio de
1987). A pesquisa, obedecendo critério de solicitacac médica, foi efetivada
mediante exame direto complementado ou ndc por cultura. Verificou-se ainda a
frequéncia dos fungos em relacdo ao sexo dos pacientes, porém nio foi estudada a
ocorréncia relacionada & variacao sazonal. Nao foram documentados habitos de
higiene e atividade dos pacientes, bem como a terapia eventualmente utilizada.

Como a sistematica e taxonomia fingicas s30 ainda incompletas (4), trabalhou-se
com as micoses de interesse médico e distribuiu-se os fungos encontrados como
agentes de micoses de pele, pelos e unhas e de materiais nio provenientes destas
lesoes.

Materiais e Métodos
1. Cotheita: O material foi colhido fazendo-se assepsia, em regides descamativas,

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 19(3):290-292, Jul./Set. 1988.
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com &ter sulfirico ou Aalcool. Em casos de lesCes abertas, as mesmas foram
previamente limpas com salina esterilizada. Quando o material era produto de
descamacdo, fragmento de unha ou pelo, manteve-se a amostra entre duas laminas,
envoltas em papel, por 48 horas. Quanto aos demais materiais (liquido cefalo
raquidiano, urina, e lesdes ganglionares) obedeceu-se critérios j& consagrados por
diversos autores (3, 4, 5, 11).

2. Exame dirneto: O material foi clarificado com KOH a 108 e observado ao
microscopio. Em casos especiais, foram também realizadas montagens em tinta da
China, lactofencl, coloragbes de Gram, Giemsa e Ziehl-Neelsen. Emn algumas
oportunidades, o diagnéstico foi feito através desta etapa, tendo-se em vista as
caracteristicas proprias dos elementos observados.

3. Cultura e Identificacdo: O material foi semeado em Aagar-Sabouraud glicose
(Difco) e Agar-Sabouraud glicose acrescido de cicloheximida  (0.4g/litro) e
cloranfenicol (0.5g/litro} e incubado a 25°C ou, quando necessério, a 37<C,

durante no minimo 15 dias. A identificacdo foi realizada através da observagao
macro e microscopica das coldnias, empregando-se para a esporulacdo dos fungos, o
dgar "Lactrimel" (Iondero, A.T. - comnicacdo pessoal). Quando necessario,

" recorreu-se a pesquisa de urease para a diferenciacdo de Tadlchophyfon
mentaghophytes e  Tnichophyton mubrum. Candida albicans fol presuntivamente
identificada através da prova do tubo germinativo em soro humano (8). Embora
Candida stellatoidea possa também formar tubc germinativo, levou-se em conta que a
posicdo taxondmica desta levedura é incerta, havendo autores que a consideram como
uma variante de Candida albicans ndo produtora de alfa glicosidase (5).
Cryptococeus neoformans fol presuntivamente identificado pela presenca de cipsula
observavel através de preparagdo com tinta da China. A identificacdo definitiva de
leveduras de interesse médico nao esteve entre os propGsitos deste trabalho.

Resultados

Dentre as 332 amostras analisadas, em 44 oportunidades foi realizada apenas a
pesquisa direta, obtendo-se 24 amostras positivas (54,54%) para elementos com
caracteristicas morfologicas sugestivas de fungos, Nas demais 288 amostras
efetuou-se pesquisa direta e/ou cultura para fungos, obtendo-se 75 casos positivos
(26,04%).

Quanto ao sexo dos pacientes, 167 foram do sexo feminino, com 47 casos positivos
(28,14%) e 165 do sexo masculino com 52 resultados positivos (31,35%).

Entre os materiais provenientes de lesbes de pele, pelos e unhas, analisou-se 217
amostras, sendo que em 58 (27,49%) delas foi constatada a presenca de fungos
(Tabela 1). A espécie mais frequentemente encontrada foi Trlchophyton rubrum com 25
casos (11,85%).

Un total de 121 amostras de materiais clinicos diversos (ndo incluindo lesCes de
pele, pelos e unhas) foi enviado ao laboratdrio. Destas 121 amostras, 93
corresponderam a  liquido céfalo raquidiano, nas quais identificou-se,
presuntivamente, Cryptococcus necformans, através de exame direto e/ou cultivo em 4
vezes. As demais 28 amostras originaram-se de materiais clinicos ndo especificados,
observando-se onze casos de Candida albicans, um de Aspergillus niger, um de
Asperglllus fumigatus e un de Sporothiix schenckil,

Discussao

Londero (6), observando um grande nimero de amostras ao longo de vinte anos,
encontrou Trdichophyton rubmum como dermatdfito mais frequente nc estado do Ria
Grandga do Sul. Os achados desta pesquisa foram ao encontro desta observagio.
Verificou-se tambem mails um caso de dermatofitose por Talchophyton fonsurans (9),
inobstante ser este fungo raramente encontrado .em nosso meio, sendo frequente em

estados brasileiros situados na faixa intertropical, prevalecendo nas regides norte
e nordeste (1, 2, 10).
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Somente um  caso de esporotricose foi Tabela 1 - Frequéncia de
observado. Esta casuistica incluiu pouquissimas fungos em 211 amostras :de pele,
amostras de tecido subcuténeo, © que torna pelos e unhas. Amostragem de um

impossivel analisar este dado, como por exemplo, laboratorio privado de Porto
¢ trabalho de Iondero e ool. (7) scbre a Alegre, :
incidencia desta infecgdo no Rio Grande do  Sul.

Mafassezia  furfur também foi um  achado . Fungos ne %
rOPOrCio te frequente, Observou-se ainda a
Propo nalmente frequ © Trichophyton aubrum 25 11,85
presenca de Crypfococcus neoformans em quatro Candida afbicans T os;
amostras de liquido cé&falo raquidiano, o que Malassezia furnfurn 115,21
correspordeu a 4,3% do total das amostras de ICR Epddermophyton foccosum 06 2,84
. Microsporum cands 02 0,%4
@nallsadrits para a presenca de fungos. Este Michosporun gypsewn 01 0,47
indice é aparentemente alto, porém a falta de Traichophyton mentagrophytes 01 0,47
uma melhor caracterizacdo da populacdo estudada, Trlelophyton Lonsuwrans o1 0,47
nao permitiu maiores inferéncias acerca disto. Positivos 58 27,49

Em algumas situagSes observou-se elementos com
caracteristicas morfoldgicas de fimgos ao exame
direto, sem que tenha ocorrido positividade da Total 211 100
cultura. A eventual terapia antifingica e/ou - - :
amostras ndo adequadas podem estar associadas 3 esta observacdo. Verificou-se certa
paridade na incidéncia de micoses entre homens e mulheres, embora tenha ocorrido
positividade um pouco maior para os primeiros,

Negativos 153 72,51
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Resumo

Foram estudadas 5 amostras de Paracoccidioides brasiliensis. Para
cada amostra do fungo foram imunizados 3 coelhos, obtendo-se 15
soros hiperimunes. Utilizando-se estes anti-soros e antigenos
filtrados e 1lisados, obtidos separadamente de cada amostra,
processaram-se estudos imunoquimicos através das reacoes de dupla
difusao em gel de agar, imunoeletroforese e imunoeletrosmoforese.
Foi possivel demonstrar diferencas quanto as respostas dos
animais imunizados com a mesma amostra do fungo.

Demonstrou-se, também, que as diferentes amostras do fungo
apresentavam alguns componentes antigenicos comuns da espécie e
componentes proprios de cada amostra.

Discute-se a importancia da utilizacao de antigenos complexos no
estudo imunologico dos pacientes de paracoccidioidomicose.

Summary

Five Panacocedldioides brasiliensis strains were studied. Tree
rabbits were immunized with each strain and a total of fifteen
anti-sera were obtained. With these anti-sera and filtrates and
lysates, prepared from each fungl strain as antigens,
immunochemical studies were realized by double immunodifusion in
agar, Iimmunocelectrophoresis and immunoelectroosmophoresis. By
these studies it was possible to demonstrate that different
responses were obtained in animals immunized with the same strain
of the fungl. It was also demonstrated that the P. brasilfiensis
strains have some common antigenic components of the specie and
others that are self of the strain. Comments are done about the
utilization of complex antigens in the immunological study of
paracoccidioidomycotic patients,

Introducio

As variagSes morfologicas, bioquimicas, metabolicas, de patogenicidade e
composicao antigénica que ocorrem em diferentes amostras de P. brasiliensis tem
sido pouco estudadas (3, 4, 6,8, 9, 10, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20)
f_Por ?uz.)ro lado, a cbtencao de soros hiperimunes anti- P. brasiliensis n3o é
acil (14).

Rev, Microbiol., Sao Paulo, 19(3):293-305, Jul./Set, 1988,
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O estudo sobre a complexidade, identidade e nfo identidade entre ‘os
componentes antigénicos, de varias amostras de P. brasilfiensis, utilizando soros
hiperimunes, preparados para cada amostra do fungo, € a contribuicao que
apresentamos na presente pesquisa.

Material e Métodos

1. Animais - BPmostras de  Paracoccldioddes brasiliensis. Antigenos, f£iltrado e
lisado. Soros hiperimumes. Preparados e parcialmente avaliados como em trabalho
anterior (15).

2. Agan Oxodd a 1% em agua destitada.

3. Kgar + agarose a 1% em sclucgao 4isiofogica. _
BAgar (Oxoid), 0,5g; agarose (Sigma), 0,5g; azida sodica 0,029 e solugao
fisioldgica (0,85%), 100ml.

4. Tampao veronal com acetato de sodio.
4.1. Solugdo mae
Dietil-barbiturato de sodio (Merck) 9,81g; Acetato de sédio "Mallincrodt" : 6,47g;
Acido cloridrico "Merck" 1,0qg; Azida sddica 1,0g; Agua destilada 1.000ml pH=8,6
u=0,1
4.2, Solugao de uso (u=0,04)
400ml de solucdo mae + 600ml de dgua destilada.
4.3. Solugdo para a cuba (u=0,06)
600ml de solucaco mae + 400ml de agua destilada.

5, Kgar + agarnose a 1% em tampdo de veronal, acetato de s0dio.

6. Solucao corante
Alcool metilico "Conelgo" 100ml; Acido acético glacial "B. Herzog" 20ml; Agua
destilada 80ml; Amido Schwarz "10B" 1,0q.

7. Solucac desconante ,
Alcool metilico "Conelgo" 475ml; Acido acético glacial "B. Herzog" 50ml; Agua
destilada 475ml.

Estas solugbes sac guardadas em frasco escuro.

§. Reacao de dupfa difusao em gel de agar
A -~ Em laminas de microscdpia

Laminas de microscopia de 25 x 75mm limpas e desengorduradas foram recobertas
com agar a 1% em agua destilada. Secadas em estufa. Sobre sua face recoberta eram
colocados 3ml de agar—agarose a 1% am solugdo fisioldgica com azida sddica.
Apds solidificacao do &gar-agarose foram recortados os orificios como demonstrado
na Figura 1: cinco orificios superiores com 4mm de diametro destinados aos
antigenos e quatro orificios inferiores de 6mm de difmetro destinados aos
anti-soros. A distancia entre orificics superiores e inferiores igual a 7mm de
bordo a bordo.
Os orificios superiores recebiam 20ul de antigeno e os inferiores 40ul de soro.
Neste modelo cada um dos 15 anti-soros era difundido contra os antigenos filtrado
(E) e lisado (D) das cinco amostras do fungo.
Un segundo modelo de dupla difusao sobre laminas de microscépia, foi utilizado, com
cinco orificios maiores na parte superior e quatro orificios menores na parte
inferior. Em cada orificio superior eram colocados os anti-soros para as cinco
amostras do fungo e nos orificios inferiores un mesmo antigeno de uma amostra.
Podia-se assim avaliar as diferencas entre os imune-soros. As quantidades de
antigeno e anti-soro distribuidas eram as mesmas que no modelo anterior. '
As laminas foram deixadas difundir em camara Gmida & temperatura ambiente e
leituras foram realizadas apds 24, 48 e 72 horas. :



295

Em sequida as laminas foram lavadas por 5 dias em solugio flSlOlOglCa, secadas
coradas durante 10 minutos, descoradas e secadas novamente.

Foram obtidas, assim 60 laminas, 30 para cada exame de cada imune-soro contra os
antigenos filtrado e lisado de cada amostra e 30 para a analise de cada antigeno
filtrado e lisado contra os imune-soros.

B —~ Em laminas de vidro de 75 x 100mm (Segundo Mackenzie & Cols., (7)).
Sobre estas laminas limpas e desengorduradas eram colocados 5ml de agar a 1% em
agua destilada. Em seguida eram secadas em estufa. Sobre a superficie assim
recoberta eram distribuidos 16ml de dgar—agarose a 1% em solucdo fisioldgica (NaCl
a 0,858 com azida sodica a 1/1000). Apds completa solidificacdo da camada de
agar-agarose eram praticados os orificios como demonstrado na Figura 2. Cada lamina
permitia dois modelos com orificio central de 6mm e 5 periféricos de 4mm de
digmetro. A distancia entre o orificio central e os periféricos era de 12mm bordo a
bordo.
O orificio central recebia 40ul de soro e os periféricos 20pl de antigeno. Os
orificios foram preenchidos por 3 vezes perfazendo 120ul de soro e 60ul de
antigeno.
O orificio central recebia o mesmo anti-soro a E e & D e os periféricos antigenos
filtrados a E e lisados a D das cinco amostras de P. brasiliens.is 2, 18, 192, 265 e
SN iniciando-se pelo orificio superior e seguindo-se no sentido dos ponteiros do
relogio, respectivamente.
O processamento da reagdo até a obtencao da 1dmina corada fol o mesmo que no item
anterior sendo que as laminas foram mantidas na c3mara mida por 120hs e leituras
foram feitas as 24, 48, 72 e 120hs.
A Figura 5 mostra modelo semelhante de imunodifusao. O orificio central de 6mm e
periféricos de 4mm. Distancia entre o central e os periféricos de 8mm. Um antisoroc
nos orificios centrais e o antigeno homblogo nos orificios 1, 3, 5, 8 € 9 da E para
a D, obedecendo-se o sentido do movimento do ponteiro de um reldgio e iniciando-se
a contagem pelo orificio superior a E.
Os orificios 2, 4, 6 e 7 recebiam os antigenos das amostras heterologas.
Com o primeirc modelo foram examinados todos os 15 anti-soros contra os antigenos
filtrado e lisado de cada amostra num total de 15 laminas e um anti-soro de cada
amostra contra seus proprios antigenos, total de 5 laminas.
Com a distribuigao intercalada de antigenos homblogos e heterdlogos foram feitas 10
laminas; cinco para os antigenos filtrados e cinco para os antigenos lisados de
.cada amostra contra um anti-soro de un dos trés coelhos imunizados para cada
amostra.

9. Imunoeletnofornese [(Grabar & Williams)

Utilizou-se a metodologia aconselhada por Yarzabal & Cols., (18) com pequenas
modificacoes.,

ILaminas de vidro de 75 x 100mm limpas e desengorduradas recobertas de agar em agua
destilada como descrito anteriormente. ApOs secagem, recebiam 16ml de agar-agarose
a 1% em tampao de veronal com azida sbédica a 1/1000. Apds a solidificacao do
agar-agarose, scobre este gel eram praticados os orificios e as canaletas conforme
demonstrado na Figura 6. Os orificios com 4mm de diametro, as canaletas com 2mm de
largura e 75mm de camprimento. Distancia dos orificios as canaletas de 6mm bordo a
bordo.

Os orificios recebiam 20ul de soro repetindo-se o preenchlmento por 3 vezes num
total de 60ul.

A corrida eletroforética era de 4 horas e 30 minutos empregando-se 15mA por lamina.
Apds a corrida eletroforéetica as canaletas recebiam 120ul de soro. A difusdo. era
processada em camara Umida 3 temperatura ambiente por 5 dias.

leituras eram realizadas as 24, 48 e 72 horas. Hm sequida eram acrescentados mais
120ul de soro nas canaletas e a incubagao prosseguia por mais 48 horas.

Em seguida as laminas eram lavadas, secadas e_coradas como ja descrito. Todos os 15
imune-soros foram examinados pela imunoeletroforese cam antigenos filtrados e
lisados homblogos.
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10. Imuncefetrnoosmoforese (Conti-Dias & Coks., {1}).

Foram utilizadas laminas de 75 X 100mm preparadas ocome” descrito na
imunceletroforese.

Sobre a camada de &dgar-agarose foram praticados orificios centrais com 4mm de
dismetro que recebiam 20ul de antigenos. Os orificios inferiores de 6mm de diametro
situados proximos ac polo positivo recebiam 40ul de soro.

Apbs a corrida eletroforética de 1 hora os orificics superiores de 6mm de didmetro
recebiam 40ul do anti-soro correspondente e a imunodifusao era deixada processar-se
por 72 horas em camara (mida & temperatura ambiente.

Em sequida as laminas eram lavadas, coradas e descoradas como descrito.

0 mcdelo utilizado pode ser visto na Figura 8.

Todos os 15 imune-soros foram experimentados na imunceletroosmoforese frente aos
antigenos filtrados e lisados homdlogos.

Resultados

Nao seria muito Gtil a apresentagéo de todos os resultados da imunodifusao dupla,
cbtidos sobre 60 laminas de microscdpia. Foram apresentados na tese de doutorado de
Scroferncker (14).

A Figura 1 exarpllflca os resultados obtidos com a imunodifusao dupla sobre
laminas de microscopia. Sao os resultados cbtidos com os soros dos tres coelhos
imunizados com a amostra 192 de P, brasifiensis A, B e C. Nos orificios menocres os
antigenos filtrados & E e lisadcs 3 D das cinco amostras 2, 18, 192, 265 e SN do
fungo da E para a D, em cada lamina. Verifica-se que houve homcgeneidade de
respostas nos tres coelhos inoculados com a amostra 192, Um maximo de trés linhas
de precw pltac;ao foram obtidas com os antigenos hamdlogos e heterologos E possivel
verificar reacCes de identidade, identidade parcial e nao identidade entre as
amostras do fungo. Nas laminas com o antigeno filtrado e com antigeno lisado
verificam-se faixas de precipitacac intensas gque correspondem ao antigeno proprlo
da amostra.

Nas outras laminas cbtidas com o mesmo modelo de precipitacdo importa assinalar
gque para ©s coelhos imunizados com a amostra 2 de P. brasiliensis as reagtes de
precipitacao foram mais nitidas frente aos antigencs filtrados da mesma amostra
sendo verificadas um maximo de 5 faixas de precipitacdo. Para as outras amostras do
fungo as reacSes foram mais nitidas contra os antigenos lisados.

O mesmo sucedeu com a amostra SN, sendo que as varias faixas de componentes
antigénicos proprios da amostra, foram evidenciadas com os antigenos filtrados e
lisados cam os scros de 2 coelhos.

Quando se utilizou o modelo de imunedifusac em laminas de microscdpia, em que os
15 antisoros foram wutilizados contra antigencs filtrados e antigenos lisados de
cada amostra foi possivel demonstrar que havia reacBes de identidade, de identidade
parcial e de componentes antigénicos proprios de cada amostra.

Um dos antisoros contra a gmostra SN revelou até 7 faixas de preci pltagao contra
o antigeno lisadoc homblogo. Um dos coelhos immizados com a amostra 18 ndo revelou
em seu antisoro qualguer faixa de precipitacao contra os antigenos filtrados das
‘cinco amcostras do fungo.

Un dos coelhos imunizados com a amostra SN revelou, no anti-soro obtido, & faixas
de precipitacac para componentes antigénicos proprios da amostra.

Quando se utilizou o sequndo medelo de imunodifusdo dupla scbre laminas de
microscpia, em que os 15 antisoros foram difundidos contra os antigenos filtrados
e lisados de cada amostra do fungo, os resultados de imuncdifusdc dupla  foram
semelhantes aqueles obtidos com o primeiro modelo. Verificaram-se com maior
facilidade as reac;oes de identidade dos componentes antigenicos proprios da
espécie, o malor nimero de faixas de precz.pltagao quando os anti-scros reagiam com
os antigenos homOlogos e ainda maior nimero de faixas de precipitacac quando os
anti-sorcs reagiam com os antigenos lisados do que com os filtrades. A amostra SN
foi a que revelou maior camplexidade antigénica cam 7 faixas de precipitacio com o
antigeno lisado. Houve também diferencas quanto aos anti-soros obtidos nos 3
coelhos imunizados cam a mesma amostra.



Figura 1 - Reagao de imunodifusio dupla. Laminas A, B'e C com
os anti-soros dos 3 animais imunizados com a amostra 192. A E
contra os antigenos filtrados e a D contra os antigenos lisados
das amostras 2, 18, 192, 265 e SN de P. brasiliensis. Os soros
nos orificios inferiores e os antigenos nos superiores.
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Figura 2 - Reacao de imunodifusao dupla. No orificio central
anti-soro de um animal imunizado com a amostra 18 de P,
brasiliensis. Nos orificios periféricos os antigenos filtrados
a E e lisados a D. Iniciando-se pelo orificio superior, no
sentido dos ponteiros do reldgio, os antigenos das amostras 2,
18, 192, 265 e SN.

Figura 3 - Reacao de imunodifusio dupla. Orificio central com
imune-soro de animal imunizado com a amostra SN e orificios
periféricos todos preenchidos com antigenos da mesma amostra;
antigenos filtrados a E e lisados a D.




Figura 4 — Reacao de imunodifusio dupla. Nos orificios centrais
um anti-soro de animal imunizado com a amostra SN. Nos orificios
perlferlcos antigenos filtrados a E e lisades a D. No orificio
superior os da amostra 2 e em segulda aqueles das amostras 18,

192, 265 e SN no sentido dos ponteiros do relogio.

Flgura 5 — Reacdo de imunodifusio dupla. No orificio central
imune-soro contra amostra SN. Nos orificios periféricos antigenos
1isados da mesma amostra nos orificios 1, 3, 5, 7 e 9 e antigenos
das amostras 2, 18, 192 e 265 nos orificios 2, 4, 6 e 8,
contando-se da E para a D e no sentido dos ponteiros do relogio.
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Figura 6 — Imunoeletroforese. Antigeno lisado da  amostra
192. Antisoros nas canaletas, dos 3 animais imunizados com
a mesma amostra.

Figura 7 -~ Imunoeletroforese. Antigeno lisado da
amostra SN, Nas canaletas, soros dos 3 animais
imunizados com a mesma amostra.




301

Figura 8 — Imunoeletroosmoforese, Antigenos filtrados a E e
ljisados & D da amostra SN nos orificios centrais e anti-soros
obtidos dos 3 animais imunizados com & mesma amostra nos
orificios malcres inferiores e superiores.

A Figura 2 exemplifica os resultados cbtidos com a imunodifusdc dupla realizada

sobre 1aminas de 75 X 100mm. Nesta lZmina o anti-soro de un coelho imunizado com a
amostra 18 do P. brasiliensis, reagindo contra os antigenos filtrados (lado E) de
todas as amostras revela essencialmente as faixas de precipitacac de componentes
antigénicos comuns da espécie e mais uma faixa de componente antigenico da propria
amostra.
No lado D da 13mina, este anti-soro além de revelar as reacCes de identidade, com
os componentes antigénicos das amostras 2, 18, 192 e 265, demonstrada 3 faixas de
precipitacdo de componentes proprios da amostra 192, 2 faixas de componentes
proprios da amostra 18 e 1 faixa de camponente proprio da amostra SN, Chama a
atencdo a falta de anticorpos neste sorc que reagem <om OS CUutros camponentes
antigénicos da amostra SN.

O nimerc de componentes antigénicos da amostra SN, revelados neste modelo de
imuncdifusdc dupla, pode ser verificado nas Figuras 3 e 4, Na Figura 3 a D, quando
o antisoro reage com o antigeno lisado homdlogo, podem ser vistas até 7 faixas de
precipitacac. Na Figura 4 quando o anti-soro SN reage com oS antigenos homdlogos e
heterclogos. Nesta figura se demonstra & E como os antigenos filtrados 86
apresentam oS componentes prdprics da espécie, enquanto que, & D se demonstra a
complexidade dos componentes antigénicos do lisado da amostra SN.

Com este modelo de imuncdifusdo dupla, o aspecto demonstrado na Figura 4, de que
os antigencs filtrados demonstraram essencialmente os componentes proprios da
espécie, enguanto que, os antigenos lisados, mals complexos, demonstraram, a mais,
os componentes proprios da amostra, fol verificado com anti-soros das amostras Z,
192 e 265, repetindo-se a falta de anticorpos para reagir com miltiplos componentes
da amostra SN.

A Figura 5 exemplifica os resultados obtidos com o mesmo modelo circular de
imunodifusao, mas utilizando-se os dois moldes da lamina para 1 tipo de anti-soro.
Nesta fiqura, os 2 orificios centrais receberam o anti-soro da amostra SN e oOs
orificiocs periféricos os antigenos lisados SN nos orificios 1, 3, 5, 7e 9 e
alternadamente os das amostras 2, 18, 192 e 265 nos orificios 2, 4, 6 e 8.
Verificou-se que neste modelo, idealizado para demonstrar as reacles de identidade
e n3o identidade dos componentes antigénicos das amostras, o que se obteve foi,
essencialmente, o sequinte: os componentes proprios da espécie, no maximo 3, foram
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revelados por todos os anti-soros utilizados: um anti-soro da amogtra 2  revelou
maior nlmero dJde componentes antigénicos homdlogos quando reagia com o antigeno
filtrado do que com o lisado: todos os anti-soros demonstraram maior ou menor
namero de componentes proprios da amostra.

Imunoefetnofonese

A Figura 6 mostra os resultados obtidos na imnoeletroforese cam o antigeno
lisado, submetideo 3 eletroforese e difundido contra os imune-soros obtidos nos trés
coelhos imunizados com a amostra 192, Como era esperado, a imunoceletroforese,
quando praticada com antigeno e imune-soros homblogos, revelou o maior nimero de 8
componentes antigénicos. Pela figura, verifica-se que o anti-soro da canaleta
superior demonstra que este coelho foi mau respondedor ao imundgeno da amostra 192,
enquanto que, os outros dois responderam igualmente, .

A corrida eletroforética dos camponentes antigenicos foi boa, obtendo-se faixas
de precipitacdo muito bem definidas, situadas no lado anddico e catédico da 13mina.

A Figura 7 mostra os resultados obtidos cam a amostra SN: antigeno lisado
submetido a eletroforese e difundido contra os soros dos tré@s coelhos imunizados
com a mesma amostra. Os componentes antigénicos nao migraram satisfatoriamente pela
eletroforese n3o sendo evidenciados ocamponentes catodicos. A imunodifusdo
demonstrou no entanto, a complexidade dos camponentes antigénicos dessa amostra (10
componentes) . Os trés coelhos responderam igualmente ao imundgeno. O comportamento,
a imunceletroforese, dos soros obtidos nos coelhos  imunizados com as amostras 2 e
18 fol semelhante aguele da amostra 192 (Figura 6) enquanto que o camportamento da
amostra 265 foi semelhante aquele da amostra SN (Figqura 7).

E interessante assinalar que, para a amostra SN o antigeno filtrado teve
comportamento muito semelhante ao lisado, quanto a migragao eletroforética e nimero
de componentes, e o antlgeno filtrado da amostra 2 revelou melhor progressac
eletroforética e maior namero de componentes antigénicos que o antigeno lisado. Nas
demais amostras os antigenos lisados se demonstraram mals complexos.

Imunoeletroosmoforese - Lmunodifusdac

A Figura 8 exemplifica os resultados que podem ser obtidos com esta técnica.
Mostra os resultados obtidos entre os antigenos filtrado & E e lisado a D contra os
anti-soros homdlogos da amostra SN. Foram evidenciados 13 componentes antigénicos,
7 anddicos e 6 catddicos.

Discussao

A complexidade antigénica do P. brasiliensis ja & bem conhecida gragcas aos
trabalhos de VYarzabal (21) que conseguiu demonstrar em filtrados da fase cotonosa
até 60 componentes através da imunoeletroforese bi-dimensional. Por sua: vez o
padrao de comportamento dos principais componentes antigénicos a imunoeletroforese
convencional foi estabelecido por Restrepo & Drouhet (10) e Conti-Diaz (2). Em tais
pesquisas foram utilizados soros hiperimunes de coelhos e soros de pacientes de
paracoccidioidomicose, Além da complexidade antigenica do P. brasiliensis, foram
feitas comparagdes entre as fases cotonosa e leveduriforme e a demonstracao dos
componentes antigénicos compartilhados com fungos de outros géneros.

Justificava-se, a nosso ver, pesquisa em que se procurasse demonstrar as
possiveis diferencas entre varias amostras da mesma espécie. Para tanto, foram
produzidos soros hiperimunes para cada uma de 5 amostras de P. brasilfiensis. A
técnica de producao utilizada na obtencdo dos soros hiperimunes, bem comw, a
avaliacao da poténcia dos mesmos, através de reacdes de fixacao do complemento
quantltatlvas foi objeto de publicacao anterior ({15).

Aqui sao apresentados os resultados obtidos no estudo imunoquimico por reac;oes de
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imunodifusao dupla, immoeletroforese e imunoeletroosmoforese-imunodifusdo com a
utilizacdo de soros hiperimunes proprios de cada amostra e antigénos filtrados e
lisados obtidos da fase leveduriforme. -

Inicialmente deve-se assinalar que houve diferencas de resposta entre os tres
animais imunizados com a mesma amostra, demonstradas também através do estudo
immoquimico (Figura 6).

A imunodifus3o dupla executada sobre laminas de microscopia e laminas de vidro
de 75 x 100mm fol capaz de demonstrar no minimo um componente antigénico comum a
todas as amostras (Figura 1 e 2, frente ao antigeno filtrado e Figuwa 5 com
antigeno lisado). O modelo utilizado na Figura 5 fol o gue melhor permitiu a
comparagac entre as amostras. A presenca de componentes antigénicos - proprios da
amostra pode ser demonstrada nas Figuras 1, 2, 4 e 5). 0Os modelos de imunodifusao
que permitiam melhor evidenciacao entre identidade e njo identidade dos componentes
antigénicos das varias amostras foram agueles de imunodifusao circular Figura 2, 4
e 5. 0Os antigenos lisados se demonstraram mais complexos que os filtrados e as
reacdes de imunodifusao foram mais nitidas, com faixas de precipitacao mais
intensas cam o0s antigenos lisados do que com os filtrados. A excecao se verificou
com os antigenos e anti-soros da amostra 2. BAtravés da imunodifusdo dupla as
amostras 192 e SN demonstraram maior complexidade antigénica. A amostra SN
demonstrou-se particularmente complexa sendo possivel revelar através da
Imunodifusao dupla até 7 componentes antigénicos frente a soro homdlogo (Figura 3).

A imunceletroforese, como demonstrado nas Figuras 6 e 7, pemmitiu melhor
evidenciacao da complexidade antigénica das amostras. Foram demonstrados até 10
componentes antigénicos frente aos anti-soros homblogos. A Figura 6 exemplifica o
padrao imunceletroforético obtido com a maioria das amostras e que é semelhante aos
descritos por Restrepo e Drouhet (10) e Conti-Diaz (2). A Figura 7 demonstra um
padrao completamente diferente de distribuicdo dos componentes antigénicos na
imunceletroforese de antigeno lisado da amostra SN. Aqui, ndo houve, praticamente,
a migracao eletroforética dos componentes antigénicos. A complexidade antigénica da
amostra evidenciou-se pela imunodifusao.

A Figura 8 exemplifica oS resultados obtidos com
imunoeletroosmoforese-iminodifusado. Para a amostra SN foram demonstradas até 13
faixas de precipitagao. Nao correspondiam a 13 componentes antigénicos como
demonstrado em experiencias complementares nao referidas aqui. Algumas faixas
correspondiam a imunodifusao do mesmo componente no lado anddico e catddico da
lamina.

A demonstracao de que animais da mesma espécie respondem diferentemente a
imundogenos de uma amostra de P. brasiliensis e que as amostras do fungo apresentam
constituicao antigenica diferente, permitem consideracdes sobre a propriedade da
utilizacdo de antigenos muito purificados no estudo imunoldgico dos pacientes com
paracoccidioidomicose. Se, por um lado, a presenga de anticorpos contra o antigeno
E2 pode garantir o diagndstico de paracoccidioidomicose, por outro, faltam estudos
demonstrativos de que todos os pacientes de paracoccidioidomicose apresentam .tais
anticorpos. Pelo presente estudo verifica-se, por exemplo, que soros de animais,
imunizados com antigenos de outras amostras n3o demonstraram anticorpos que
reagissem com os antigenos proprios da amostra SN (Figura 2). Supondo-se um
paciente infectado com tal amostra, seria admissivel a falta de resposta mais
intensa ao antigeno E2, e como consequéncia resultaria reacgdes negativas ou de
fraca intensidade nas provas imunologicas. Ainda se consideram como muito
apropriadas as conclusGes de Friedman & Conant (5) sobre a melhor adequacdo de
antigeno mais complexo no estudo imunologico dos pacientes de
paracoccidioidomicose. Ainda mais, considerando-se que o diagndstico da
paracoccidioidomicose se faz, essencialmente, através de exames microbioldgicos,
deve-se considerar que, para o estudo imunwldgico, importa a utilizagaode antlgenos
que tenham melhor desempenho e nao aqueles que possam firmar o diagnéstico, a nao

ser em casos muito especiais. 0 estudo imunologico dos pacientes de
paracoccidioidomicose propicia elementos essenciais na classificagao das formas de
moléstia e, em consequéncia na avaliacdo do prognostico de cada caso. Fornece ,

ainda mais, dados valiosos para se acompanhar o tratamento dos pacientes e  serve,
como nenhuma outra informacdo, de critério de cura dos pacientes.
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Resumo

Acumulaciao de residuos de metals pesados no solo e seus efeitos
sobre a microbiota constituem aspectos importantes em ecologia de
fungos do solo. Pythium splendens Braun mostrou-se sensivel ao
cobre "in vitro" em CMA-10, mas nao no solo, a 100ug/g. A popula-—
cio do fungo foi reduzida em solo contendo mercirio, a 10ug/g., e
suprimida a 100ug/g. Zinco fol pouco toxico tanto no solo quanto
"in vitro", inibindo mais acentuadamente a esporulacao do que o
crescimento miceliano. A permanéencia de cepas, por 60 dias, em
solo contendo ions de cobre, mercirio ou zinco, ou o cultivo re-
petido em meio contendo qualquer desses ions, nao induziu aumento
na tolerancia.

Summary
Sensitivity of Pythium splendens Braun to heavy meials

Heavy metals residues accumulation in soil and their effects on
microbiota constitute important aspects of the ecology of soil
fungi. Pythium spfendens Braun was sensitive to copper "in vitro"
in CMA-10 medium, but not in soil, at 100ug/g. The population was
reduced in soil containing mercury, at 10ug/g., and suppressed at
100ug/g. Zinc showed low toxicity to P. spfendens both in soil
and "in vitro", and affected sporangia production more strongly
than micelial growth. Isolates that survived for at least 60 days
in soil containing metallic iomns, or repetead cultivation in
medium containing metallic iomns, did not display increase in
tolerance.

Introdugao

Os efeitos de residuos metalicos, particularmente de cobre (Cut¥) e de mercGrio
(Hg**) sobre c&lulas flingicas, té&m interessado principalmente 3 fitopatologia,
devido a agao fungicida desses Ions (12). Fungicidas usados em tratamentos de
sementes ou pulverizacOes de partes dereas de plantas, geralmente atingem o solo
podendo afetar a atividade microbiana {(16). Fatores como pH, presenca de compostos

qrgénicos quelantes e de fermentos, e concentragdo do meio de cultura, podem
influenciar sobre a disponibilidade do ion metdlico para o fungo, afetando sua

Rev. Micrabiol., Sao Paulo, 19(3):306-310, Jul./Set. 1988,
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fungitoxicidade. Metais eletronegativos, como cobre, mercirio e prata, tém grande
afinidade com grupos sulfidrilas, amino e imino, sendo portanto muito reativos cam
diversas enzimas (12). Aspergiflus nigen foi protegido da acdo toxica do mercario
pelos compostos sulfidrilados cisteina e glutationa, © mesmo nac ocorrendo com
Pythium wltimum e Rhizoctonia solant (1).

Populacbes de PLasmodiophora brassicae tornaram-se tolerantes ao mercirio em
solos onde calomelano (HgCl) foi usado durante véarios anos, e evidéncias
experimentais indicaram que houve selegao dessa populagdo no solo {15). A aplicacao
repetida de fungicidas organo-mercuriais, induziu cepas de Leptosphaeria nodorum &
tolerancia ao mercirio, tendo o cultivo sucessivo em concentracées crescentes do
ion aumentado essa tolerdncia (7). )

Pythium splendens mostrou-se sensivel ao fenil acetato de mercirio e ao O&xido
cuproso, com inibigdo total do crescimento miceliano em concentracdes de 10 a 50
ppm, respectivamente (3). Cepas de Saccharomyces cerevisiae somente Ccresceram em
meio contendo cobre, na concentragao de 75 a 100ug, apds um periodo de adaptacao,
tolerdncia essa perdida apds cultivo repetido na ausencia de cobre (13). Com
pré-cultivo em meio contendo Ion metdlico, cepas de fungos tolerantes ao cobre,
cadmio, zinco e arsénio foram cbtidas a partir de solos poluidos com residuos de
mineracao (14).

A adicdo de zinco ao solo, na concentracao de 45 a 135ug/g reduziu a nodulagao
por Rhizobium sp e infecgao por fungo micorrizico em feijoeiros do cultivar "Pinto"
(10). Poluentes derivados de atividades agricolas, domésticas ou industriais,
acumilam—se em certos ambientes, afetando a ecologia, atividade e dinamica de
populacio da micota indigena (2). Zinco, a 10 miliomoles, inibiu o crescimento
miceliano de Rhizoctonia Aclani, e reduziu o de Fusarium sofani, Cunninghamella
echinlata, Aspergillus nigen e Trnichoderma viride.

No presente trabalho objetivou-se determinar a tolerancia de Pythium splendens ao
cobre e zinco, tanto no solo quanto em meio de cultura. Estudou-se também a
eventual ocorréncia de selecdo, a curto prazo, no sentido de tolerancia em
populagdes sobreviventes de solos contendo os jons metdlicos, ou em cepas
sucessivamente cultivadas em meio contendo o Ion. ‘

Materiais e Métodos

A cepa de Pythium splendens Braun utilizada foi obtida a partir de plantulas de
pimenta-do-reino (Piper nigrum L.)  (3), em 1979, no Estado do Para (Brasil). As
culturas de fungo foram mantidas, no periodo de 1980 a 1982, em solo autoclavado,com
umidade de 16%, correspondente a 50% da capacidade de campo, scb temperatura
anbiente, e tambem em culturas puras em tubos "Cormmeal-agar" Difco (17g/1),
adicionado de penicilina G sddica (100pg/ml), sulfato de estreptomicina (50ug/ml).,
denominado CMA-10. A suspensio de antibioticos foi adicionada ao meio fundente apds
a autoclavagem (1209C/30 min.).

Efeito de Zons mefalicos no s0fo - Utilizou-se ILatossolo Vermelho-Escuro,
procedente do municipio de Goiania (G0), argilo-arenoso, pH 5,1, baixa fertilidade,
e capacidade de campo de 32,6%. Os Ions metalicos testados foram ccbre (Cutt) e
mercirio {Hg*+) nas concentracdes de 10 e 100ug do Ion/g e zinco (Zntt) a 50 e
500ug/g de solo infestado com P. splendens. Os sais usados como fontes de Ions
foram cloretos. Foram realizados trés ensaios, sendo a populagdo inicial de P.
splendens de 1220, 995 e 1200 pv/gss (propagulos viaveis/grama de solo seco) ,
determinada pelo método de frequéncia em diluicdes em placa (6), modificado por
outros autores (9), em meioc CMA-10. Apds a incorporacdo do ion metdlico, tyés
aliquotas de 100g de solo infestado foram acondicionadas em sacos plasticos
(10x25cm) , os quais foram cuidadosamente fechados, envolvidos em papel aluminio e
incubados a- 259C, Procedeu-se a tomada da populacao de P. splendens nas aliquotas
de solo apds 15, 30, 45 e 60 dias de incubagao. '

O delineamento experimental usado foi o de parcelas subdividas em blocos
casualizados. Na analise estatistica os dados foram transformados em log v%.
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Efeito de Zons metalicos "in vitno" - Os ions metadlicos de (Cut+t), (Hg++) e (Zn++),
todos provenientes de cloretos, foram incorporados ao CMA-10 fundente (43-509C) em
suspensao no proprio meio de cultura. As concentragdes testadas, expressas em um/ml
de CMA, foram 5, 10 25 de Cut+, 10, 25, 50 e 75 Hgt+, & 200, 300, 400 e 500 de
ZIn*+, indicadas como possiveis faixas limitantes para o crescimento do fungo em
testes preliminares. A testemunha foi CMA-10 sem adicdo de fon metilico. Apds a
solidificacao do meio nas placas-de-petri, procedeu-se a inoculacdo por indexacdo,
utilizando-se a espatula dupla de Carvalho (4). ‘

Mediu-se a taxa de crescimento miceliano, utilizando régua milimetrada, e a taxa
de esporulacac (esporangios/mm?), usando o disco quadriculado aclopado a um
estereomicroscopio Zeiss (4). '

O delineamento experimental fol inteiramente casualizado, com cinco repetigbes e
trés ensaios. ' "

Toferancia induzida - Cepas de P. spfendens sobreviventes, apds 60 dias, em solo
com concentragoes mais elevadas dos ions metalicos, foram testadas "in vitro® para
verificar se houve selegao no sentido de tolerancia. As concentracgoes testadas,
expressas em ng/ml de CMA-10, foram 10 e 20 de Cu** e de Hg'*, e 250 e 400 de Zn*+,
consideradas faixas criticas para o fungo. A inoculagdo foi por indexacdo, em
culturas pareadas do isolado remanescente de solo com 0 respectivo Ion metalico,
isclado e mantido em cultura em MA-10. Nos demais aspectos, o procedimento
experimental foi semelhante ao ensaio anterior., Foram submetidos & anilise
estatistica os coeficientes de taxas de crescimento miceliano e de esporulacio de
cepas remanescentes de solos com Ion metdlico sobre taxas de cepas mantidas em
culturas em CMA-10. 1

Resultados e Discussao

Efelto de fons metalicos no s0fo - A flutuacdo populacional de P. splendens em
solos adicionados de ions metalicos estd expressa na Tabela 1. Em solo cam 16% de
unidade, ndo adicionado de ion metdlico (testemunha) a populacdo de P, splendens
mermaneceu = estavel nos primeiros’ 45 dias dos ensaios, reduzindo-se
significativamente entre 45 e 60 dias. Nos tratamentos com adicdo de cobre (10 e
100pg/g) ou zinco (50 e 500ug/g) a populacdo do fungo permaneceu estavel e
equivalente a popula¢ao inicial durante 60 dias. Fm solo adicionados de mercirio, &
100ug/g, houve efeito de impacto inicial, com reducdo significativa da populacao do
fungo nos primeiros dias, e permanecendo estavel até os 60 dias. A 100ug/g, o
mercirio causou supressao -do fungo no solo no inicio dos ensaios. Pela observacio
dos efeitos totais de tratamentos, evidencia-se a toxicidade do mercirio para P.
splendens. Nos primeiros 45 dias somente houve diferencas significativas entre as
populacces dos tratamentos que receberam mercurio e os demais, mas ndo destes entre
si. .

Esses resultados coincidem parcialmente com aqueles obtidos por Cardoso &
Albuquerque (3), em relagdo a maior sensibilidade de P. splendens a compostos
mercuriais do que cupricos. A incorporacdo de cloreto de mercirio ao  solo, na
proporcao de 0,1 a 0,5%, reduziu significativamente a micota (11).

A flutuacdo  populacional de P.. splendens na .presenca de concentragdes
relativamente elevadas de zinco (500pg/g) . ndo foi significativa. Resultados
semelhantes foram encontrados por Babich & Stotzky (2) em relagdo a diversos fungos
do solo, incluindo os fungos micorrizicos (5). Essa tolerancia (13), pode advir de
sobrevivéncia prolongada da cepa na presenca de ion metalico. ,

Efeito de Tons metalicos "in vitrno” - ‘As taxas de crescimento miceliano e de
esporulacdo, expressas na Tabela 2, mostram que, "in vitro", o fungo foi mais
sens%vel ao cobre gue ao mercirio. As concentracbes minimas de ions de - cobre,
mercurio e zinco necessarias para suprimir o crescimento miceliano foram 25, 75 e
500ug/ml de meio de cultura, respectivamente. A inibicdo da esporulacdo na presenca
de cobre ou mercurio ocorreu nas mesmas concentracdes que suprimiram o crescimento
miceliano, enquanto que, em meios contendo zinco, a concentracio minima para inibir



a formacio de esporangios foi de
400ug/g. A presenca de cobre no
meio de cultura inibiu mais
acentuadamente a esporulagao que o
crescimento mlcellano, enquanto que
na presenca de mercirio, até 25ug/
ml, a formacdo de esporangios ndo
f01 afetada 51gn1f1cantemente Zinco
mostrou-se pouco toxico para P.
splendens, revelando-se, mais
eficaz como inibidor da esporulacao
do que do crescimento miceliaro..

Togerancia induzida - Nas culturas
pareadas, conforme resultados
expressos na Tabela 3, nao se
observou a inducao de toleranc1a ao
ion nas cepas remanescentes de
solos contendo o Ion. A ocorréncia
de relacOes sempre menores que 1,0
na esporulagdo parece indicar
ligeiro enfraguecimento das cepas
sobreviventes do solo contendo Ion
metalico, mas as diferengas, em
relagio & testemunha, nao foram
significativas. Em cultivos do
fungo em meios contendo  cobre,
mercirio e zinco, em concentracoes
llgelramente abaixo do nivel
critico, nao se observou tendéncia
para elevacao da taxa de

Tabela 2 -~ Taxas de crescimento
miceliano (Tm) e de esporulacdo (Te)
de P. splendens "in vitro" na presenca
de fion metalico.

Simbolos: *
estatistica

variabilidade;

Excluidos de analise
devido a ausencia de
*% = Média de 3 ensaios
com 5 vrepeticoes; k¥ Médias
seguidas de mesma(s) letra(s) nao
diferem estatisticamente entre si,

Te (esporangios/mm?)

Tratamentos T (mm/dia)
Testemunha 24,72%% prkx 38,20 A
ug/ml

Cu 5 19,60 B 11,96 BC
Cu 10 9,50 D 1,00 C
cu 25% 0,00 - 0,00 -
Hg 10 21,36 B 32,20 A
Hg 25 12,82 C 35,60 A
Hg 50 0,54 E 4,60 BC
Hg  75* 0,00 - 0,00 -
Zn 200 13,76 C 17,00 B
Zn 300 8,50 D 2,00 C
Zn 400 1,76 E 0,00 -
Zn 500* 0,00 0,00
C.v.(3) . 10,17 35,85
DMS (Tukey 5%) 2,66 13,10
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Tabela 1 - Flutuagdo populacional de 7P.
splendens em solos adicionados de ioms
metalicos. Resultados expressos em log V7.
Simbolos: *% = Excluido de analise
estatistica ~ devido ausencia de
variabilidade; ** = Média de 3 ensaios com 3
repetigoes; #*** = Medias seguidas de
mesma(s) letra(s) na linha ou na coluna
diferem estatisticamente entre si (Tukey
5%).
. . fpocas Efeito total de
15 dias 30 dlas 45 dias 60 dias =~ Croravento
Testemunha 0,9664*%*a***  0,9742a 0,9755a 0,9145b 0,9576 B
a a a b .
vg/g
Cu 10 1,0237a ©,9975a 1,0136a 0,9932a 1,0070 A
a a a i
Cu 100 0,9770a 0,9993a 0,99%Na 0,9209:\ 0,9840 A
a a 4
Hg 10 0,8734a 0,8883a 0,"(‘;60‘1 0,8‘;9861 0,8869 C
b b b 3
Hg y 100> 8,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
9/g
n 50 0,9914a 0,9715a 0,9868a 0, 9926& 0,9856 AB
a a a N
Zn 500 0,9977a 0,9683a ©0,99%a 0, 9.))(:?1 0,9803 AR
. a a a
Efeito total de época  0,9716 0,9665 0,9801 0,9494
C.V. - Residuos A (Parcelas) = 6,25%
C.V. ~ Residuos B {Sub-parcelas) = 3,80%
DMS (Tukeyl Nivel 1% Nivel 5%
T (trat.} 0,0511 0,0424
E (épocas) 0,0225 0,0184
B (blocos) 0,0309 0,0244
TxE 0,0729 0,0645
Td E 0,071 0,0599
Ed. T 0,0531  0,0452
Tabela 3 ~ Comportamento de cepas de P.
splendens mantidas em meio de cultura
(SRM) e cepas remanescentes de solos
(RM) contendo residuos metalicos. Dados
expressos pela relacao RM/SRM em
culturas pareadas em CMA-10 adicionado
do residuo respectivo.
Simbolos: * = Excluidos da tabela devido

auséncia de esporulacao e/ou crescimento
miceliano; ** = Médias de tres ensaios
com cinco repetigoes.

Coeficiente de crescimento Coeficiente de

Tratamentos miceliano esporulagdo

Testemunha 1,005%* 1,078
ug/ml

cu 10 0,918 0,739 - . - -

Cu 20* - - -

Hg 10 1,149 0,751

Hy 20 17033 0,887

Zn 250 0,995 0,915

Zn 400 0,929 !

C.v. (%) 22,961 33,668

Tukey 5% 0,451 0,557
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crescimento miceliano e/ou de esporulacio, como relatado para Leptosphaeria nodorum
(7) e para Saccharomyces cerevisiae (13). Em se tratando de cepa. heterotalica,
mantida em solo autoclavado ou em culturas puras, é de se esperar que se trata de
material genético com pouca ou nenhuma variabilidade dai esses resultados ndo serem
totalmente inusitados. : :

Os resultados, aparentemente contrastantes, obtidos nos tratamentos com cobre no
solo e em meio de cultura sugerem a formacdo de complexos menos toxicos ou indCuos
para o fungo no solo, ou gue tenha havido interacio do cobre com estreptomicina,
com formacado de quelatos tOxicos no meio de cultura (8). Com relacdo ao zinco,
observa-se que, na concentracio de 500ug/ml houve supressdo do fungo em meio de
cultura, mas n& no solo, indicando que neste provavelmente outros fatores, além da
concentracao de =zinco, influenciaram na sobrevivéncia, conforme observacao citada
por outro autor (12).
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Resumo

Quinze soros hiperimunes, contra 5 amostras de Paracoecidiodides
brasiliensis, foram produzidos em coelhos brancos da raca Nova
Zelandia, sendo utilizados 3 coelhos para cada amostra do fungo.
0 imundgeno era constituido por mistura de 0,3ml de lisado, 0,2ml
de filtrado, 0,5ml de suspensao de células leveduriformes vivas e
0,1m1 de adjuvante de Freund completo. Inoculacoes semanais, du-
rante 10 semanas, de 0,5ml da mistura, foram aplicadas, por via
subcutanea nas regices axilares dos coelhos. Os anti-soros obti-
dos foram experimentados em reacces de fixacao do complemento,
precipitacdo em meio liquido, dupla difusao em gel de agar, imu-
noeletroforese e imunceletrosmoforese. 0s resultados obtidos jus-
tificam esta publicacgao. )

Summary

Fifteen immune sera, against five Paracoccidiodldes brasiliensis
strains, were produced 1in New Zeeland white rabbits, 3 rabbits
for each strain of the fungi. The immunogen was made up by a
mixture of 0,3ml lysate, 0,2ml filtrate, 0,5ml alive yeast-like
cells suspension and 0,1ml of complete Freund adjuvant. Weekly
subcutaneous injections of 0,5ml mixture, 10 weeks along, were
done in each axilary of the animals, The immune sera were
analysed by complement fixation, precipitin in liquid media,
double immunodiffusion, immunoelectrophoresis and
immunoelectroosmophoresis reations with very good performances.

Introducao
A dificuldade encontrada na producao de soros hiperimunes anti-Paracocclidioddes

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 19{(3):311-316, Jul./Set. 1988.
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brasiliensis & reconhecida por todos os interessados no assunto.

Varios processos de imunizagdo para producio de soros-imunes j& foram pesquisados
tendo como finalidade o estudo da composicdo antigénica  dos fungos, a
caracterizacdo de antigenos especificos e dos anti-soros obtidos, | visando
facilitar, também, o diagndstico-laboratorial das micoses (1, 2, 3, 9, 11, 12, 13,
14 e 15). .

A finalidade desta publicacdo € demonstrar os bons resultados obtidos na producao
de soros hiperimunes anti-Paracoccidiodides brasiliensis.

Material e Métodos

1. Amostras de Panacoceidioides brasifiensis - Foram utilizadas as amostras 2, 18,
192, 265 e SN mantidas pelo Prof. Fava Netto, que as usa hi muitos anos na producdo
de antigenos.

Z. Animals para  imunizacao - Quinze coelhos machos da raca Nova Zelandia
(Onyetologus cuniculus) foram imunizados. Pesavam aproximadamente 3kg e cada
amostra de P. brasifiensis foi injetada em 3 coelhos.

3. Antigenos utilizados como imundgenos

3a. Lisado - Obtido sequndo a técnica descrita por Lacaz & Col. (7), 1962,
modificada (10). O cultivo foi feito no meio de Fava Netto & Col. (6) & temperatura
de 36,59C, durante 4 semanas. A suspensao das células leveduriformes foi feita em
solugao de NaCl 0,85%, mertiolatada a 1:500m. Mantida em geladeira durante 7 dias.
Acrescentou~-se suspensao "pérolas de vidro” na produgao de 2 vezes o volume da
suspensao celuar, procedendo-se a trituracdo em Virtis  (Virtis homogeniser 45)
durante 100 minutos a 45.000rpm, com o aparelho imerso em gelo. Apds centrifugacao
e dialise durante 24 horas contra agua destilada, com trocas da  agua cada hora,
durante as primeiras 8 horas, o lisado foi concentrado aproximadamente 20  vezes,
por pervaporagao, a temperatura ambiente,

3b. Fiftrado - Obtido pelo cultivo do fungo em meio de Fava Netto & Col. (6), scb a
forma liquida, em estufa a 30°C, sob agitacdo continua de vai e vem, durante 4
semanas, acrescentando-se entdo, mertiolato a 1:5000 e agitado por mais 7 dias. O
filtrado obtido foi concentrado aproximadamente 100 vezes, por pervaporagao, a
temperatura ambiente,

3c. Suspensdo de cZlulas Leveduriformes - Cbtida apds cultivo do fungo em meio de
Fava Netto & Col. (6}, durante 4 semanas a 36,5°C. Suspensio em sclucdo aquosa de
NaCl a 0,85% ajustada de acordo com o tubo 5 da escala de MacFarland.

4. Antigenos utilizados nas reacies Aofwz'b'gzéaazsr

da. Antigeno polissacarnidico - Antigenos polissacaridicos, preparados segqunda Fava
Netto & Col. (6), obtidos separadamente de cada amostra do fungo e de uma mistura
de 8 amostras, foram utilizados em reacOes de precipitacao em meio liquido e de
fixacdo do complemento (5).

4b.lAVL/t‘(:QQJLOA $iltrado e Lisado - Preparado como descrito acima foram usados em
reacoes de imunodifuszo dupla e imunoeletroforese e contra-imumoeletrosmoforese, Os
resultados obtidos com estas técnicas serdo objeto de publicacao posterior. .

4c. Concentracao proteica dos antigenos Lisados e {§iltrnados - Determinada pelo
método de Iowry & Col. (8).

5. Sonos hipenimunes - Foram preparados, essencialmente, sequndo técnica
preconizada por Yarzabal & Col. (14). Cada injecdo, realizada por via sub-cutinea
nas regices axilares, continha a seguinte mistura antigénica: 0,5ml de suspensdo de
células leveduriformes vivas; 0,3ml de lisado: 0,2m1 de filtrado e 0,Iml de
adjuvante completo de Freund. Cuinze coelhos, brancos, pesando em média 3Kg, de
raca Nova Zelandia, receberam injecoes de 0,5ml da mistura antigénica em cada
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regido axilar, semanalmente, durante 10 semanas. Foram inoculados 3 coelhos para
cada amostra de P. b/Lachenxsu Sangramento por pungdo cardiaca. A- separagao dos
soros foi feita assepticamente. AdicZo de mertiolato a 1:5000 e conservagao em
congelador a menos 15°C. '

6. Avaliacao dos 50104 hx.pe/wumu - A atividade dos soros hlperxmunes foi avaliada
através de reagoes de fixacdo do complemento e de precipitacao em meio liquido.

7. Reacao de gixacao do complemenio - Realizada pela técnica quantitativa de
Wadsworth, Maltaner & Maltaner, conforme padronlzada por Fava Netto (4, 5) para o
sistema paracoccidioidomicose.

8. Reacdo de precipitacao em meio Liquido - Realizada conforme Fava Netto (5).

9. Dosagem de protelnas - Realizada segundo Lowry & Col. (8).

Resultados

Inicialmente foi avaliada a poténcia dos 15 soros hiperimunes, frente ao antigeno
polissacaridico obtido de 8 amostras de Paracocedidioddes brasilfiensis, pela reagao
de fixacao de complemento quantitativa.

Os resultados estdo representados na Tabela 1. Os titulos obtidos, segundo a
reacdc quantitativa de Wadsworth, Maltaner & Maltaner, variaram de 21 a 492. A
mesma Tabela demonstra o fraco desempenho dos soros hiperimunes em reagoes de
precipitagdo em meio liquido.

Tabela 1 - Caracterizagao imunologica Tabela 2 - Titulos dos antigenos
dos 15 soros hiperimunes, obtidos contra (polissacaridico) das 5 amostras
5 amostras de Paracoceldioides de Paracocclidiodides brasiliensis
brasiliensis. Reacoes realizadas com (2, 18, 192, 265 e SN), frente a
antigeno polissacaridico misto, obtido 10 unidades de anticorpos dos
de 8 amostras de Paracocceldioddes soros hiperimunes, homologos e
brasifiensis. : heterdlogos. :

Simbolos: Titulo do soro = unidades (50% Simbolos: Titulos dos antigenos =
de hemolise) de complemento, fixadas por unidades (50%Z de hemolise) de
0,05ml de soro. complemento, fixadas por 1ml

antigeno.

Reacdo de fixacdo do

1INOGE W )
Iaundgeno  Soro complomento

Reagdo de mrostras de

Anostra ne Fitulo do soro* proecipilagio Tmundgeno Sggo Paracoceddioides brasifiensds
2 18 192 265 SN

1 146 *
2 2 377 + 15000 5000 7500 7500 1500
3 155 - 2 21000 1500 5000 3000 1500
4 90 - 3 600 1500 5000 5000 600
18 5 316 o 4 2250 3000 5000 3000 1500
6 492 ++ 18 5 3000 4000 5000 4000 600
7 145 - 6 1250 3000 5000 5000 800
192 8 62 - 7 2250 1500 5000 4000 = 800
9 2 - 192 8 2250 1250 4000 450 1500
10 414 * 9 6250 5000 6250 3000 1000
265 I 168 o 10 1500 800 4000 2250 800
12 206 + 265 11 1500 4000 5000 4000 800
13 119 - 12 1250 800 1500 3000 600
SN 1 240 - 13 8000 8000 8000 8000 800D
15 178 - SN 74 7500 1500 8000 80QC 7500

15 180 1250 3000 3000 800

Com a utilizacgdo de 10 unidades fixadoras de complemento, para .cada Soro
hiperimune, foram avaliadas as atividades dos antigenos polissacaridicos homdlogos
e heterdlogos, obtidos, separadamente, das 5 amostras de- P. brasdiliensis, Os
resultados estdao referidos na Tabela 2 e demonstram que os antigenos
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Tabela 3 - Titulagao dos antigenos filtrados Tabela 4 — Concentragio
(F) e 1lisados (L), obtidos de 5 amostras de proteica dos antigenos
Paracccedldioddes . brasiliensis, contra 10 filtrados e 1lisados, obtidos
unidades de anticorpos de soros homélogos e de -5 amostras de P.
heterclogos. ' brasiliensis.

Simbolos: Titulo dos antigenos = unidades (50%H)
de complemento fixadas por 1ml de antigeno.

Amostra  AntIgeno Concentragdo protéica

T

. Soro 3 Soro ¢ Soro 9 Soro 11 Soro 15 — g/l
Antigero (Anti-2)  (Anti-18)  (Anti=192) {ANLi-2065) (Anti-SN) 5 {iltrado 59,02
N U, - - lisado 5,86
5 F 31248 375 46800 2812 6125 18 £iltrado 55,74
8 6240 792 7500 300 7500 lisado 3,72
18 F 3996 1000 7500 5000 3000 £iltrado 54,66
L 7500 8246 7500 7500 7500 192 lisado 413

is .
192 F 3750 1252 39060 7800 3750 265 £iltrado 59,92
L 9375 9375 31248 3375 9375 Jisado 8,23
265 F 5000 200 7500 3960 900 o filtrado 62,77
L 4500 2988 22500 7500 996 1isado 4,41

I3 3750 375 46875 1875 31248 o .

SN, 31275 14000 46875 45875 46872

polissacaridicos apresentam componentes comuns, poOis, em numerosos casos, 0S
anticorpos, obtidos contra uma amostra de Paracocedldioddes brasiliensis, revelam
maiores titulos para os antigenos cbtidos de outra amostra. Dos resultados da
Tabela 2 & possivel, ainda, concluir que a amostra SN constitui, Stimo imundgeno,
pois os coelhos 13 e 14 desenvolveram anticorpos que revelaram os maiores +titulos
para antigenos homologos e heterdlogos. Na coluna correspondente & amostra SN
verifica-se que o antigeno polissacaridico obtido desta amostra foi o que se
mostrou menos ativo contra os anticorpos heterdlogos. :

A Tabela 3  refere os resultados obtidos em reagdes quantitativas de fixacdo do
complemento, nas titulagoes dos antigenos filtrados e lisados de cada amostra de P,
brasiliensis. Utilizou-se somente uwm anti-soro para cada amostra do fungo.-
Verifica-se que os antigenos cbtidos das 5 amostras apresentam componentes .comuns,
pols reagem com anti-soros homblogos e heterdlogos. O que chama a atencao nesta
Tabela € o antigeno lisado obtido da amostra SN, que revelou altos titulos frente
aos soros homSlogo e heterdlogos. Ja como imundgeno a amostra SN ndo foi tdo
eficiente como demonstram os resultados da Gltima coluna.

A Tabela 4 refere as concentracgoes proteicas dos antigenos f{ltrados e lisados
obtidos de cada amostra de P. brasiliensis. Verifica-se que os antigenos filtrados
apresentavam concentragao proteica muito mais elevada que os lisados.

Discussao

A produgao de soro hiperimunes anti-P. brasifiensis sempre constituiu problema
para investigadores que trabalham em imunologia da paracoccidioidomicose, A técnica
mals —comumente utilizada consistia na inoculagio de suspensao de células
leveduriformes vivas de P. brasiliensis por via endovenosa em coelhos. Os
anti-soros assim obtidos apresentavam poténcia mediocre em reacdes de fixacao do
complemento e de precipitacic em meio liquido.

A utilizagao de técnica de imunizacao, semelhante 3 recomendada por Yarzabal &
Col. (14), usando como imundgeno mistura de células leveduriformes vivas, lisado
fll;rado e adjuvante completoc de Freund, permitiu o preparoc de anti-soros potenteé
aqul  analisados através das reagGes de fixacdo do Ccomplemento (Tabela 1). Os
antl—sorgs n2o revelaram boa atividade em reacio de precipitacdo em meio ligquido
com antigeno polissgcaridico. Tais anti-soros, no entanto, quando utilizados em
reacoes de precipitacdo em gel de agar provas de Ouchterlony, imunceletroforese e
1munoele§rosmoforese foram eficientes, como sera mostrado em publicacdo postérior.

A partir das titulacdes dos anti-soros, fol possivel demonstrar que a resposta

f;gbefifefente nos 3 coelhos imunizados com a mesma amostra de P. brasi{liensis
a 1). k
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Utilizando 10 unidades de anticorpo de cada soro, foram titulados os antigenos
polissacaridico, filtrado e lisado obtidos de cada amostra do Paracoceloddes
brasiliensis. Tais titulagdes apresentadas nas Tabelas 2 e 3 vieram demonstrar a
complexidade dos anti-soros e dos antigenos obtidos para cada amostra. A
complexidade dos antigenos, e as diferencas da composicao antigénica de cada
amostra de P. brasiliensis serzo mostradas através das reagdes de dupla difusao em
gel de agar, imunoeletroforese e imunoeletrosmoforese, em publicagdo posterior.

Fn tais reacdes foram utilizados os antigenos filtrado e lisado, Jja que, ©
antigeno polissacaridico nio difunde bem em gel de &gar. Referimos, também, neste
trabalho as concentracdes protéicas dos antigenos lisados e filtrados (Tabela 4)
para demonstrar que elas nao guardaram relagao com a atividade imunolégica (Tabelas
2 e 3) e nas reacdes de imunodifusdo dupla e imunceletroforese como sera
mostrado em publicagao posterior.
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Resumo

0 trabalho refere-se ao estudo da microbiota fungica de manteiga
vendida no municipio de Sio Paulo. Noventa e quatro por cento das
amostras estudadas revelaram a presenga de fungos, sendo que em
857 se detectou leveduras e em 467 bolores.

Candida jamata (26%); Rhodotoruda glutinis (18%); Candida Lipoly-
tiea (12%); Candida pmapédoéu (10%) ; Candida diddensiae  (10%)
e mals 13 diferentes espécies foram as leveduras encontradas.
Cladosporium (18%); Penicillium (12%); Geotrichum (8%); Aspergll-
s (6%) e Trnichoderma (6%) foram os generos de bolores identifi-
cados. Os resultados demonstram que os fungos ocorrem em alta
frequéncia em manteigas, observando-se uma maior incidencia de
leveduras e uma grande variedade de genéros e espécies.

Summary

Occwrence of fungd in buttern available fon public consumption Ln
the city of Sao Paulo

In order to identify the fungi which part of the aerobic micro-
biota of dairy products, 50 samples of butter available for
public consumption were analised. Of these samples, 947 presented
fungi colonies. Candida famata (26%); Rhodoforula glutinis (18%);
Candida Lipolytica (12%); Candida paﬂapé&ﬁob&é (10%) ; Candida
diddensiae (10%) and more 14 different species of yeasts were
isolated. Cladosporium (18%); Penlcillium (12%); Geotrichum (87);
Aspengitlus (6%) and Trichoderma (6%) were the genera of moulds
identified.

These samples demonstrated that the fungi occured in high fre-
quency in butter presented bigger frequency of yeasts and large
variety of genus and species.

Introducao

A manteiga & o produto comercial mais importante derivado do leite. Os
microrganismos presentes nesse produto podem afetd-lo e a fim de se evitar
problemas este alimento deve ser preparado a partir de creme de leite pasteurizado,
empregando-se microrganismos selecionados (7).

Os alimentos com alto teor de gordura sdo mais sensiveis aos agentes quimicos do
que aos agentes microbianos, no entanto, certas bactérias e fungos sao capazes de
ocasionar rancidez como Candida Lipofytica (2). '

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 19(3):317-320, Jul./Set. 1988.
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Do ponto de vista bacterioldgico o nimero de bactérias do grupo coliforme é
utilizado para se avaliar as condig¢les sanitarias do produto. A qualidade de uma
manteiga, por outro lado, pode ser verificada também a partir do estudo qualitativo
€ quantitativo de bolores e leveduras (5, 15).

Sob o aspecto de Salde PGblica deve-se salientar a possibilidade de transmissio
de doencas através da ingestdo de manteigas contaminadas com microrganismos
patogénicos (9).

Com relagao a identificacao da microbicta fingica da menteiga, raros sdo os
trabalhos publicados. A maioria deles relata a contagem total de fungos neste
produto, a descricdo de Candida Lipofytica como agente de rancificacao ou o
encontro casual de bolores que alteram a coloragdo do mesmo, tais como
CLadosporium, Peniclliium e Asperngiflus (6, 8, 10). \ ?

Diante do exposto e devido a inexisténcia de dados taxondmicos mais precisos
sobre a microbiota flngica, o presente trabalho teve como objetivos verificar a
presenca de bolores e leveduras e a identificacdo destes microrganismos em
manteigas oferecidas ao consumo plblico do Municipio de S3o Paulo.

Material e Métodos

Amosinas analisadas - De varios supermercados do Municipio de Si3o Paulo foram
coletadas 50 amostras de manteiga, de marcas diferentes. As amostras eram colocadas
em caixa de material isotérmico, contendo gelo, e transportadas ao laboratério onde
eram mantidas sob refrigeragdo até o inicio das analises micoldgicas, cujo tempo
nao excedia de 2 horas. ,

Obtencao da gase aquosa e preparo das difuicies - Cada amostra fol transferida
assépticamente para frasco de boca larga, o qual era mantido em banho maria, até
fusao total do material. :

A mantelga fundida era centrifugada, a fase gordurosa desprezada e a fase aquosa
separada. ,

A 1ml da fase aquosa foram adicionados 9ml de aqua fosfatada (pH 7,2), a fim de
se <63bter uma diluicdo de 107! e a partir desta, realizaram—se diluicGes de 10~2 a
107" (18).

Isofamento e ddentificacdo das culturas - Cada diluicdo do material (Iml) foi
colocado em placas de Petri e a sequir vertia-se 15ml de agar batata acidificado.
ApGs homogeneizacdo e solidificacdo do material, as placas foram incubadas a 259C
por 5 a 10 dias (3).

ApGs este periodo escolhia-se as placas que permitiram o isolamento dos diversos
tipos morfoldgicos, selecionados segqundo cor, tamanho, consistencia, bordos, brilho
e topografia das colénias. '

Os tipos morfologicamente representativos eram semeados em  tubos contendo , agar
Sabouraud—dextrose (Difco), incubados & 25°C e armazenados até posterior
identificacao.

0 estudo taxondmico das leveduras seguiu os métodos preconizados por Lodder,: 1970
e Kreger-van Rij, 1984, envolvendo aspectos morfologicos e fisioldgicos. A
identificacao dos bolores foi realizada sequndo Arx, 1970.

Resultados

Das 50 amostras de manteigas analisadas 94% apresentaram presenca de fungos,
havendo crescimento de bolores em 46% e de leveduras em 853%. :

Nas Tabelas 1 e 2 encontram-se as frequéncias com que varios géneros de bolores e
varios géneros e espécies de leveduras foram isolados a partir das amostras
estudadas.
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Tabela 1 - Tabela 2 - Frequencia de
Frequéncia de diferentes -espécies de
diferentes generos leveduras isoladas em amostras
de fungos isolados de manteiga.
em amostras de )
manteiga.
Espéeie Frequéncia

- Candida 4amata - 26%

Fungos Frequéncia Rhodetonula glutinis 18%

. - Cand {da Lipclylica 12%
Candida 62% Candida diddensiae 10%
Cladosporium 18% Candida parapsiosis 10%
Rhodotorula 18% Cand ida sp' 8%
Pondieddlium 12% Cand ida haemulonii 6%
Geotrnichum 8% Canddida fefyr %
Asperngilius 6% Cand{da lrusei 6%
Cryptocuceus 6% Cand(da {nconspicua 4%
Trichoderma 6% Cand{da sp? 4%
Hansenula 2% Cryptococeus afbidus 4%

Canddda Langeronil 2%
Candida glubosa 2%
Candida suvlani 2%
Candida tenuds: 2%
Crytucoecus undgutulatus 2%
Discussdo e Conclusdes Hansenula anomala 2%

Na presente investigagéo pode-se notar a alta
frequéncia de fungos (94%) nas  amnostras
estudadas, indicando a possibilidade de condlc;oes
insatisfatorias de processamento ou de conservagao do produto. Estes microrganismos
podan ser oriundos de equipamentos e utensilios com limpeza madequada da matéria
prima contaminada, de manipuladores (pele e mucosas) , de agua ou de exposicao
prolongada ao ar atmosférico. Foster em 1957 (7) assinalou que 99% dos bolores e
leveduras presentes no creme de leite utilizado na fabricacao da manteiga devem ser
destruidos pela pasteurizagao. McDowall, em 1953 (14) constatou ainda a auséncia de
leveduras em manteigas de boa qualldade fato que n3o ocorreu neste estudo.

Os géneros de bolores encontrados ja foram isolados de manteigas, alterando a cor
do produto, assim como rancificando o mesmo (8). Excecao ao genero Tadichodeama,
observado em 6% das amostras analisadas, e ndo descrito neste produto por outros
autores (8, 10).

Jaym, em 1973 (10) descreveu a alta frequéncia, dos generos Alfernaia, Mucor e
Rhizopus, em manteigas, mas nesta pesqulsa nao se identificou tais fungos.

Com relacdo as leveduras isoladas, os géneros Candida e Rhodotorula (Tabela 1)
apresentaram as maiores frequen01as sequidos de Cryptococeus e Hansenula, Gnico
género na fase ascosporada. As espec1es de leveduras isoladas podem ser enoontradas
no ar, solo, agua, alimentos, animais domésticos e no proprio homem (pele, unhas,
mucosas, escarro), fazendo parte de sua microbiota normal ou transitoria (1, 11,

3, 17).

O isolamento de Candida Lipolytica (12%) ocoincidiu com os achados de outros
autores, sendo a mesma reconhecida como ativo deteriorante de produtos lacteos,
pela producao de lipase (6, 10). C. Lipolytica também & descrita como agente de
candidose ocular apos traumatismo (16).

E interessante ressaltar ainda o isolamento de C. pa/uxpéu,oz),w (108); C, luwsel
(63) e C. ke4yr (6%), espécies até entdo ndo citadas em manteigas e classicamente
descritas como leveduras de inporténcia médica, ocasionando quadros de candidoses
superfJ_CJ.aJ.s e profundas (12, 17).

A maioria das espécies isoladas s3o responsaveis pela oxidacdo e fermentagao de
varias fontes de carbono, podendo perfeitamente ocasionar a deterioracac do produto
(12),

A realizacdo de outros estudos qualitativos e quantitativos se faz - necessaria
nestes - derivados do leite, para que se venha estabelecer novos padrdes com relagao
a microbiota flngica, sem prejuizos para o produto e/ou para.a salde piblica.
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Resumo

A lipase secretada no meio de cultura por Rh{zopus 0LAgesponus
apresenta maior velocidade de hidrélise nos tempos iniciais da
reacido enzimitica ou em concentracoes menores de enzima. O efeito
do pH da reagdo enzimatica sobre a atividade lipolitica propicia
uma curva com maior velocidade de hidrdlise em valor de pH 8,5 e
nitidamente descendente do lado alcalino do pH da reagao. Sais
minerais, como o cloreto de sodio e o cloreto de calcio, adicio-
nados & mistura de reacao, aumentam a atividade 1lipolitica em
cerca de 457 em média. Por sua vez, os sais biliares (taurocolato
e desoxicolato de sédio) ativam a enzima em 22-257 quando em con-
centracoes baixas e inibem acentuadamente quando em concentracoes
altas. A enzima secretada no meio de cultura suplementado com ex-
trato de farelo de soja, 6leo de soja ou Tween 80 apresenta uma
pequena atividade de esterase em niveis correspondentes a ativi-
dade de lipase. '

Summary
Characterization of Lipase secreted by Rhizopus 0£igosporus

The lipase secreted by Rhizopus 0Ligosporus is most active during
the inicial times of reaction or low levels of enzyme solution in
the reaction mixture. The lipase exerts its maximum effect at pH
8.5, CaCly and NaCl exert an activating effect of about 457 on
the enzyme. By the other hand, bile salts enhanced the lipolytic
activity when in low concentration but depressed when in high
concentration. The lipase of soybean meal extract, soybean oil
and Tween 80 culture media has a small esterase activity
corresponding to the levels of lipolytic activity.

Introducao

Resultados prévios deste laboratdrio (15) indicaram que a producao de lipase por
Rhizopus oligosporus estd sujeita ao controle pela fonte de carbono e de nitrogénio
e bem como pelas condigdes de cultivo. No entanto, em Penicillium chrysogenw. foi
demonstrado que a atividade lipolitica aumenta na mesma proporgdo em que aumenta a
concentracio da enzima (3) enquanto que as lipases de P. oxalicum e Asperglflus
favus s3o mais ativas em pH 5,0 (12). Varios trabalhos mencionam que a atividade
lipolitica & afetada pela adicdo de sais minerais (3) ou biliares (23) ou os dois
juntos (17) na mistura de reagdo. Devido as suas caracteristicas proteoliticas (22)
ou lipoliticas (21), R. ofigosporus tem sido utilizado para fermentar soja para
produzir "tempeh" (16). No entanto, considerando a importancia desse fungo, poucos

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 19(3):321-326, Jul./Set. 1988,
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estudos tem sido conduzidos para melhor caracterizar a sua atividade lipolitica.

O objetivo deste trabalho foi o de ampliar os conhecimentos sobre o fungo
Rhizopus oligosporus com particular énfase ao estudo dos fatores que influenciam a
atividade lipolitica.

Material e Métodos

Inoewlo - O fungo Rhdzopus ofigospoaus Saito, NRRL 2710 foi utilizado neste estudo.
Cultura estoque e o preparo do indculo foram descritos anteriormente (15).

Cultivo em melo Ligquido - Para os cultivos em meio liquido foi utilizado o meio de
Crocken & Nyc (4) com o pH ajustado para 6,0 e tendo como fonte de carbono Tween 80
a 0,5% (v/v). Em alguns ensaios, o Tween 80 foi substituido por &leo de soja a 0,5%
(v/v}) ou extrato de farelo de soja desengordurado a 30% (v/v), preparado conforme
Iwai & Tsujisaka (9). O procedimento utilizado para.os cultivos liquidos foi
descrito previamente (15). Apds 72 h de incubacdo, a temperatura de 3097, as
culturas foram filtradas através de papel de filtro Whatman n® 1, & vacuo, através
de funil de Buchner, para retencac do micélio. O meio de cultura filtrado, apds ter
o pH corrigido para 8,5, foi utilizado nos ensaiocs enzimaticos. O crescimento do
fungo foi quantificado em termos de peso seco. Para isso, apds lavagem do micélio,
foi seco em estufa a 98°C por 24 h. i

Ensaios enzimaticod - A atividade lipolitica foi determinada cop base no
procedimento de Akhtar & Col. (1) com algumas modificacSes (15). Uma unicade de
atividade lipolitica foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a
liberagao de 1umol de &cido graxo livre por hora. v

A atividade de esterase fol determinada de acordo com a técnica descrita por
Egelrud & Olivecrona (6). © substrato consistiu de uma solucido de
p-nitrofenilacetato em tampao acetato 0,1M pH 5,0. A mistura de reacdo continha
2,0ml de substrato, 2,0ml de tampao TRIS/HC1 0,05M pH 8,5 e 1,0ml da solucgdo de
enzima. Apds 10 min , & 30°C, a absorbancia do Ion p-nitrofendxido foi medida em
400mm  (E = 16440 mol™! cm'). Subtraindo o valor do controle (enzima inativada por
fervura) , obtinha-se a atividade de enzima. Uma unidade de atividade de esterase
foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a liberacdo de 1umol de
p-nitrofenol por hora.

Atividades especificas foram expressas como unidades por mg de peso seco de
micélio.

Resultados

A Figura ‘1 resume os resultados de atividade enzimdtica em fungao do terpo de
reacao da enzima. O perfil da curva obtida demonstra uma maior velocidade de reacao
durante os primeiros 30 minutos, quando se alcangou cerca de 36% da atividade
maxima, aqui considerada como a atividade medida aos 180 minutos de reagaoc. A
segulr, observou-se um decréscimo da velocidade de reacdo, com a curva obtida em
fungao do tempo mostrando-se linear a partir dos 60 minutos até os 180 minutos de
reagao.

Em outro conjunto de ensaios, a atividade foi determinada para volumes de solucdo
enzimatica variando de 0,1 a 3,0ml. Como se observa na Figura 2, volumes inferiores
a 1,0ml mostram valores superiores na velocidade de reagdo enzimitica. Assim,
adotando-se um valor de 100% para a atividade observada com 3,0ml de lipase,
obteve-se uma atividade de, aproximadamente, 26% para 0,tml, 46% para 0,3ml = 56%
para O,6ml. A partir de volumes superiores a 0,6ml e até 3,0ml verifica-se uma
linearidade em funcao do volume da solugdo de enzima na mistura de reacao, = uma
redugao na velocidade de hidrdlise. :

A influénecia do valor do pH da reacdo enzimitica scbre a atividade lipolitica de
R. oligosporus desenvolvido em meios de cultura suplementados com Tween 80 e com
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Figura 1 - Influencia do ~tempo de Figura 2 - Influencia da
reacdo sobre a atividade lipolitica. concentragao da enzima sobre a
atividade- lipolitica.
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extrato de farelo de soja como fontes de carbono € mostrada na Figura 3. os

resultados demonstram que a enzima & relativamente ativa numa ampla faixa de pH,
sendo completamente inativa em pH 10 e apresentando maxima atividade em pH 8,5.

Tendo por - objetivo experimentar a influéncia de sais sobre a atividade
llpolltlca , foram, também, realizados ensaios com os sais minerais cloreto de
calcio e cloreto de sddio e com sais biliares desoxicolato e taurocolato de sadio.
Na Tabela 1 estdo relacionados os resultados obtidos com a adigdo das solugdes de
sais minerais a mistura de reacgfo. Os valores médios para a lipase dos meios de
cultura suplerrentados com Tween 80 e extrato de farelo de soja, demonstram que o
CaC12 ativou a enzima de 40%, o NaCl de 50%, enquanto que a mistura dos dois sais
propiciou um valor de 44% (em média).
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Com relagdo & influéncia dos Tabela 1 - Efeito de sais minerais na
sais biliares (Figura 4), atividade da 1lipase de Rhlzopus oligosoorus.
verificou-se que para
concentracbes menores do sal,
isto €, da ordem de 0,63mg/ml e Atividade lipolitica
0,90mg/ml a ativagado da enzima AdicS :

. Goes .
T : o Tween 8C Extrato farelo de soja
alcancou os niveis de 1_250 e U/ml meio % U/ml meio .
122% (admitindo-se uma atividade
enzimatica de 100% para uma Controle 55,2 100 45,8 100
centracs dla  do s 1) CaCl, 0,24 7702 140 6402 140
-concentragao  nula al), NaC1 2,0M 89,5 162 63,3 138
respectivamente para [e] 80,8 147 64,7 141

desoxicolato e taurocolato.

Com

o aumento da concentracdo do sal

biliar, ocorreu
atividade lipolitica.

reducéo

gradual da
Desse modo, para

una concentracao de 9mg/ml a atividade
enzimatica constatada foi da ordem de

14-16%.
Com o propdsito
efeito de diferentes

de se wverificar o
fontes de carbono na

atividade de esterase do meio de cultura
inoculado com R. oligosporus, utilizou-se
como substratos o p-nitrofenilacetato e a

triacetina,
relacao a
solucdo ou emulsao)
atividade
p-nitrofenilacetato

dissolvidos em &agua.
triacetina

enzimatica.,

Com
(preparada em
nao se constatou
Com o
obteve-se os

resultados discriminados na Tabela 2 que
mostram uma atividade de esterase que

decresceu do Tween
extrato de farelo de

80 (100%)
soja (81%)

para o
e deste

para o Oleo de soja (6 e 15%), utilizados

como  fontes
cultura. Com relacdo

de carbono no meio de

ao Oleo de soja,

CaCly 0,2M + NaCl 2,0M

Tabela 2 —~ Efeito de diferentes fontes
de carbono 12a atividade esterase de R.

oligosporus @

Simbolos: a) As  culturas foram
incubadas em placas (estaciondria) ou
em erlenmeyers (sob agitagcao 110

oscilagdes/min, 6cm de amplitude).

Atividade de esterase

Fonte de carbono

U/ml % U/me 3
meio micélio
Tween 80 0,5%
{estacionaria) 1,56 100 1,89 100
Extrato de farelo de soja
30% (estacionaria)’ 1,26 81 1,88 %9
Gleo de soja 0,5% 0,09 6 025 12
{estacionaria)
Olco de soja 0,5% - 5
(a1 tada) 0,23 15 0,12 6

cbservou-se que culturas agitadas propiciaram 2,5 vezes maior atividade que
culturas estacionarias (U/ml).

Discussao

A relagdo ndo linear obtida entre a atividade lipolitica e o tempo de reagdo, € a
concentragdo da enzima na mistura de reagdo encontra paralelo em algumas lipases de

fungos (7, 12),

de leveduras (19) e de bactérias

(11). A maior velocidade de

hidrolise é observada nos tempos iniciais de reagdo ou concentragdes menores da

enzima. A partir dail, a velocidade de reagdo vai decrescendo.

Esses resultados

podem sugerir que a menor velocidade de reagzo (Figuras 1 e 2) seja decorrente do

aclmmulo de proteases que seriam liberadas concomitantemente com as

desnaturando-as ou,

ainda,

lipases

‘ a inibicao pela oconcentracdo de produtos finais da
reacdo ou de inibidores encontrados no meio de cultura (11,

20) .

Os perfis das curvas apresentadas na Figura 3 mostram que a lipase de R,
oligosponus apresenta maior atividade em pH 8,5 e uma queda maior do lado alcalino
do pH otimo do que do acido. Resultados proximos aos encontrados neste fungo foram

obtidos por Eitermiller & Col.

(7) que obtiveram um pH Stimo igqual a 8,0 com a

lipase do meio de cultura de crescimento de Pendclflium hoquefornti e As peﬂgd,ﬂws
niger. Ainda nesse sentido, Kirsh (12) apresenta relatos de pH Stimo entre 8,5 e
9,3 para a lipase de Aépejtgd,&ws oryzae. Valores de pH Otimo entre 8,5 e 9,5 foram

também obtidos por

Jonsson & Snygg

(10)

e Mencher & Alford (14) em d:.versas

bactérias, Outros fungos e bactérias apresentaram valores de pH Otimo variando

entre 5,0 a 7,8 (3,

12, 19).

E provavel que alguns fatores como substrato, tampdo,
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tempo e temperatura de reacgao possam ter conduzido a resultados tdo diversos como OS
observados na literatura.

Em R. ochOApofwA tanto o CaCly como o NaCl, quando introduzidos na mistura de
reacdo, propiciaram uma ativacdo lipolitica. E possivel que essa ativagao seja ou o
resultado da remogdo de acidos graxos na mistura de reacdo pela formacdo de sais
insoliveis, ou o favorecimento da estabilidade da enzima (18) ou, ainda, a
manutencao da forca idnica (3). Confirmando os resultados agui obtidos, Shipe (20)
verificou un aumento da atividade da lipase de Penicillium hoquefornti e A/.> perglLLus
nigen por efeito de CaCly. Resultados semelhantes foram também obtidos por Chopra &
Col (3) . Outros autores mencionam, porém, uma inibicdo enzimdtica pela adigac
desses sais no meio de cultura, empregando-se Staphyfococcus awreus {13).

0 efeito observado pelos sais biliares sobre a atividade llpolltlca de R,
OLLgoApOIwA isto &, uma pequena ativacgdo de 22-25% para concentragdes baixas dos
sais e uma inibigao para concentragoes altas, coincide com o relato de Desnuelle
(5). E provavel que a reacdo de hidrdlise ocorra desde que a enzima seja adsorvida
por seu substrato emulsionado, sendo a velocidade inicial da racdo uma funcao do
niamero de mwoléculas de llpase adsorvidas na interfase (2). Dessa forma, os sais
biliares atuariam como aceptores dos dcidos graxos quando em concentragbes baixas
e, quando em concentragbes altas, exerceriam um efeito competitivo pelas micelas do
lipideo emulsionado (5). Cbservagdes semelhantes as encontradas neste trabalho
foram feitas por Mates & Sudakevitz (13).

A atividade de esterase & caracterizada pela acdo da enzima sobre o substrato
sollvel em agua, diferenciada da atividade de lipase em que O substrato, insolivel
em agua, necessita ser emulsionado para a sua dispersao (5). Como em algumas
enzimas microbianas t&m sido constatadas essas duas atividades (8, 23), foram
realizados ensaios com esse propdsito, com a enzima de R. o0figosporus.

Fmbora Hedstrthm & Nilsson-Ehle (8) mencionem que ndo had relagdo convincente entre
a atividade de lipase e a de esterase, os dados da Tabela 2 mostram, pelo menos,
uma certa correspondéncia, entre a atividade de esterase com a atividade
lipolitica. Dessa forma, verifica-se que em ambos os casos a atividade decresceu do
Tween 80 para o extrato de farelo de soja e deste para o Oleo de soja, quando
empregados como fonte de carbono. Ainda mais, cbservou-se um aumento da atividade
de esterase (U/ml de meio) da cultura estacionéria (0lec de soja como fonte de
carbono) em relacdo a cultura sob agitagdo e um decréscimo quando se considera a
atividade em U/mg de micélio da mesma forma que a atividade lipolitica. Esses
resultados sugerem que a lipase do meio de cultura de crescimento de R. 0£igospo/ius
poderia apresentar atividade de esterase.
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Resumo -

Foi realizado um estudo preliminar na incidencia de rotavirus em
suinos na regiao de Campinas, SP. Noventa e duas amostras de
fezes diarréicas foram coletadas durante o periodo de 1985 a
1986. As técnicas utilizadas para a deteccao de rotavirus foram a
imunoeletromicroscopia (IEM), ensalio imuncenzimatico (EIE) e a
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Das 92 amostras
estudadas, 18 (19,5%Z) foram positivas para rotavirus, em pelo
menos doils dos testes utilizados. O teste de PAGE mostrou-se mais
sensivel que os outros dois metodos, uma vez que das 18 amostras
positivas, 17 (94,4%) apresentaram um perfil eletroforético
tipico de rotavirus do grupo A. O EIE foi positivo para 14
amostras, sendo que uma delas nao fol detectada em PAGE, Das 54
amostras analisadas em IEM, somente 11 amostras (20,3%) foram
positivas, todas elas também diagnosticadas em PAGE e/ou EIE.
Sendo assim, podemos concluir que no presente estudo, a técnica
de PAGE foi mais sensivel que os testes de EIE e IEM para a
dete¢gao de rotavirus em fezes suinas. A analise do perfil
eletroforético das amostras mostrou que as mesmas apresentaram 5
tipos diferentes, sendo que em um deles foi possivel a
visualizacao de uma mistura de rotavirus do grupo A e do grupo C.

Summary

Tneddence 0f porcine rotavinuses at hregion of Campinas, S.P.,
Brazil

A preliminary survey incidence of porcine rotaviruses in the
region of Campinas, S.P,, Brazil, was carried out. Ninety-two
diarrheic stools were collected between 1985-1986., The technics
used for rotaviruses detection were imuno-electromicroscopy
(IEM), enzyme-immunoassay (EIE) and polyacrylamide gel
eletrophoresis (PAGE). ’

Nineteen (19,5%) out of the 92 faecal samples were positive for
rotaviruses in at least two of the methods evaluated. PAGE was
more sensitive than the other two tests since among 18 samples
positive in this test, 17 (94,47) showed an eletrophoretic
pattern typical of group A of rotaviruses. The EIE assay was
positive for 14 samples being one of them not detected by PAGE.
Only 11 (20,3%) out of the 54 stools samples examined were
positive in the IEM being all also positive by PAGE and/or EIE.
Therefore according to the present investigation we can conclude
that the PAGE method was more sensitive than EIE and IEM ones. As
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far as the detection of rotavirus in porcine diarrheic stools in
concerned the analysis of the eletrophoretic patterns of
rotavirus strains studied revealed that they could be grouped
into 5 different types and in one of the samples it was possible
to detected a mixture of rotaviruses belonging to groups A and C.

Introducao

Os rotavirus tém sido identificados como um dos principais agentes etioldcicos de
gastroenterites agudas tanto em criancas (2, 8, 15) como em varias espécies

animais, tais como bovinos (13), aves, (9) e suinos (1, 11, 18). A maicria dos
rotavirus presentes nos diferentes animals e no homem pode ser detectada atraves de
técnicas sorologicas tals como - ensaio imunoenzimatico (EIE) (15),

imunofluorescencia (IF} (19), fixacdo de complemento (FC) (13) e imumomicroscopia
(IEM) (15), por apresentarem um antigeno de grupo comum (13, 19). Estes mesmos
rotavirus também podem  ser detectados em eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE).,, pela mlgracao tipica de seus 11 segmentos de RNA (12, 15). Mais
recentanente tém sido encontrados nos diferentes animais rotavirus atipicos, sem
este a.ntlgeno comum (4, 18). Estes sZo indistinguiveis dos rotavirus do grupo A em
microscopia eletrénlca, mas tém sido classificados em outros grupos sorclogicos
diferentes (4, 20) onde cada um deles apresenta um padrao de migragao diferente
quando analisado em PAGE.

O presente trabalho tem por objetivo, além de avaliar as técnicas de IEM, PAGE e
EIE na deteccao de rotavirus de origem suina, na regiao de Campinas, S.P., @nalisar
os tipos eletroforéticos encontrados.

Material e Métodos

Amosinas de fezes . Foram coletadas de suinos com diarréia na regidoc de Campinas,
S.P., no periodo de marco de 1985 a janeiro de 1986. Estas amostras foram divididas
de acordo com a idade do animal, Assim 26 amostras (designadas A) eram provenientes
de animais com diarréia neonatal (diarréia da 12 semana), 18 amostras (designadas
B) de animais com diarréia por volta do 159 dia (diarréia da 22 semana) e 48
amostras (designadas C), obtidas de animais com diarréia apds a 22 semana até
aproximadamente 60 dias de idade (diarréia do desmame). Depois da coleta, todas as
amostras foram mantidas a 4°C até o preparo de extratos fecais a 10% em PBS pH 7,4
(2), que foram posteriormente estocados a ~20°C. Os extratos assim obtidos foram
utlllzados nas trés técnicas por nds avaliadas para o diagnbstico da rotavirose
suina.

Insalo dmunoenzimatico (EIE) - Este teste foi realizado com um "kit" da Fundacao
Oswaldo Cruz, R.J., gentilmente cedido pelo Dr. H.G. Pereira.

Imunoeletromicrnoscopia (IEM) - Para a realizacao deste teste foram seguidas as
recomendacOes de Gaspar & Col. (5), com algumas modificacbes. Resumidamente, 3s
telinhas foi adsorvido soro antirotavirus diluido a 1:1000 em PBS pH 6,8 por 5
minutos a temperatura ambiente. Depois de lavadas por 3 vezes no mesmo tampao,
corou-se o material com acetato de uranila por 20 segundos. O material assim
preparado foi observado ao microscopio eletronico (Zeiss - M-9 com aumento de
27.000 vezes).

Eletrofonese em gel de pouac/v(,&mmlda (PAGE) - Foi realizada de acordo zom as
recomendagoes de Laemmli (10) com algumas modificagles. Os extratos de RNA obtidos
segundo Herring & 1. (7), foram analisados em gel de poliacrilamida a 7,0% apds 18
horas de corrida a 10mA, & temperatura ambiente. O gel foi corado pela prata,
sequndo método de Sammons & Col. (17), modificado por Herring & Col. (7).

classificagao utilizada para o estudo dos tlpOS eletroforéticos foi a de Iourencgo &
Col.(12) que consiste em dividir os 11 segmentos do RNA de rotavirus em 4 grupos
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Tabela 1 - Correlagac entre os testes de
imunoeletromicroscopia (IEM), ensaio imuncenzimatido (EIE)
e eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), para a
deteccao de rotavirus em fezes diarréicas de origem suina,
na regiao de Campinas, S.P. ’
Simbolos: 1 = Lote A- Amostras de fezes diarréicas de
suinos com até uma Semana de idade (diarréia neonatal); 2 =
Lote B- Amostras de fezes diarreicas de suinos com
aproximadamente 15 dias de idade (diarréia da 29 semana) e
3 = Lote C- Amostras de fezes diarréicas de suinos apos a
29 semana até 60 dias de idade.

Nimero de amostras Corrslagdo entre

e d e orTelace PAGE'EIE' PAGETETE” PAGEEIET PAGEEIE TOTAL
1 1v* 3 0 0
wrE A 26 T2 0 0 0 1 11
2 : 1= 2 2 o 0 4
5 18 = 2 1 0 14 17
3 . I 3 0 1 4
wrE ¢ 48 = H b ! . A
TOTAL 92 — 13 4 1 36 54
onde pequenas variagoes dentro de Tabela 2 - Tipos eletroforéticos de
cada grupo pode significar tipos rotavirus encontrados em amostras de fezes
eletroforéticos diferentes, diarréicas de suinos de 1 a 60 dias .de

(diagrama da Figura 2) (11). A idade na regido de Campinas, SP., no
amostra de. rotavirus SA 11 foi periodo de marco de 1985 a janeiro de 1986.
inclufda como padrao em todos os Simbolos: * = Os asteriscos. correspondem a
testes estudados. uma banda a - mais nos grupos I e II,
conforme mostra a Figura 1, linha 6.

Resultados e - —
. Amostoas Sorogrupo  Cipo cletrolordtico  hurcent.wjom
Em 92 amostras de fezes dlarréicas r%wmgr(mgw,
. - . s 1108,110B ny,
de origem suina, obtidas de animals 110[19,110&;,113R1, A Ia,ITb,TITh,IVa 64,70
entre 1 e aproximadamente 60 dias de 13ig, 1140,
idade ’ ‘]8 amostras (‘]9’56%) foram GC(4) ,65C,80C A Ib,IIc,IXia,IVa 17,64
positivas para rotavirus, em pelo 110, A 1,110, 1 1e, 1Va 5,88
menos dois dos testes utilizados, ou QL) A Ia,lTb,IIle,IVa 5,88
seja IEM, EIE ou PAGE, conforme - % . b+ Tav,TIbY,IIID,IVa 5,88
’ e

mostra a Tabela 1. Dentre as 18

amostras positivas, 17 (94,4%) foram )
detectadas no teste de PAGE, 14 amostras ' (77,77%) foram positivas no EIE para
rotavirus do grupo A, sendo que uma delas n3o foi detectada em PAGE e 7 outras
positivas em PAGE n3o foram diagnosticadas em IEM. Das 54 amostras analisadas em
IEM, somente 11 delas (20,37%) foram positivas. As duas amostras PAGEY EIE-, assim
como aquelas negativas na IEM mostraram um padrac eletroforético tipico das
amostras do grupo A de rotavirus., Entre todas as amostras positivas, 3 foram
obtidas de animais com diarréia neonatal (lote 3), 7 de animais com diarréia da 22
semana (lote B) e 8 foram provenientes de animais com diarréia apds a 228 semana até
aproximadamente 60 dias de idade (lote C). Entre as 17 amostras de fezes positivas
para rotavirus no teste de PAGE, foram identificados 5 tipos eletroforéticos
diferentes, pertencentes ao grupo A de rotavirus conforme mostra a Tabela 2. O tipo
eletroforético mais freqlente foi designado Ia, ITb, IIIb, IVa, com 11 amostras,
sequido do tipo Ib, IIc, IITa, IVa com 3 amostras e dos tipos Ib, IIa, IITlc, IVa,
Ta, Ib, IITe, Iva e Ia*, ITb*, ITTb, IVa, com uma amostra cada. Este Gltimo tipo
eletroforético corresponde & amostra indicada na Figura 1, 1linha 6, onde
observam-se 13 segmentos no genoma viral. Ha um segmento a mais no grupo 1 {(Ia*) e
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um terceiro segmento no grupo II (IIb*) o
que é caracteristico do grupo C de
rotavirus. Esta amostra de fezes fo
positiva nos 3 testes por nos utilizados na
presente investigacao, © que indica que
havia na mesma uma mistura de particulas
virais do grupo A e do grupo C.
Discuss3ao ,
0Os resultados apresentados neste trabalho
vém confirmar outros relatos da literatura,
que demonstram uma alta sensibilidade de
alquns testes para a deteccdo de rotavirus
em fezes de animais (1, 11) e do homem (15).
No nosso trabalho, vemos gque tanto o EIE
como o teste de PAGE s3o bastante sensiveis
para o diagnostico desta virose suina (Tab.
1). O teste de PAGE demonstrou ser
ligeiramente superior ao EIE pois, dentre as
18 amostras detectadas como positivas, 17
delas foram reveladas neste teste enquanto
que no EIE somente 14 amostras foram
positivas., Todas as amostras positivas
pertencem ao grupo A de rotavirus, uma vez
que as 3 amostras PAGE™ EIE™ apresentaram um
perfil eletroforético tipico deste grupo de
rotavirus (4). Uma explicacao para o teste
de TEM ter sido menos sensivel que nos
outros dois testes estudados pode ser devido
ao fato das fezes diarréicas de origem suina
serem, na maioria das vezes, abundantes em
"lipidios, o que dificulta a realizagao do
- teste de IEM., Para tentarmos contornar o
obstaculo, tentamos utilizar o cloroformio
para a delipidacdo das fezes (3), mas mesmo
assim, nao obtivemos resultados
satisfatorios (dados nao apresentados).
‘Outra justificativa & de que existiria nas
fezes, de alguns animais estudados, um,

Figura 2 - Diagrama mostrando

migracao dos 11 segmentos de RNA de rotavirus
na regiao de Campinas, SP. de suinos com
conforme resultados obtidos na

poliacrilamida (Lourenco & Col.(12)). As diferencas

os diferentes padroes

Figura 1 - Tipos eletroforéticos em
eletroforese em gel de poliacrilamida

de rotavirus de origem suina
detectados na regiao de Campinas -
SP, e da amostra SAqq.
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nimero muito pequeno de particulas virais, dificultando a sua visualizagao pela
técnica de IEM, mas nao -impediria, contudo, a sua deteccao por outros metodos,
aparentemente mais sensiveis, como EIE e o PAGE. Diante dos nossos resultados,
acreditamos ser o teste de PAGE o mais indicado para a caracterizacdo de rotavirus
como agente causal de gastroenterites agudas em suinos, pois além de sua
sensibilidade relatada por outros autores (15) e comprovada por nds na presente
investigacio, este método permite a andlise dos tipos eletroforéticos dos
rotavirus. Foram detectados 5 tipos eletroforéticos diferentes entre as amostras
estudadas com uma malor frequéncia do tipo Ia, IIb, IITb, IVa (11 amostras) (Fig. -
2). F interessante ressaltar que esse tipo prevaleceu entre as amostras isoladas no
periodo de margo a abril de 1985, entre animais dos lotes A e B ou seja, com
diarréia neonatal e da sequnda semana, que como se sabe, maiores prejuizos tém
~causado aos suinocultores. A demonstracao de uma amostra com 13 segmentos no seu
RNA (Fig. 1, linha 6) pode ser interpretada como devido a uma infecgao simultanea
por duas ou mais particulas virais ou ao aparecimento de recombinantes (12), isto
porgue, a amostra em questao (84 A) foi positiva nos 3 testes por nds utilizados.
Provavelmente, ha neste caso, a presenca de rotavirus do grupo A (IEM*/- EIE™
PAGEY) e particulas virais do grupo C (EIM'/~ EIE- PAGEY), J& que & possivel a
visualizacio de 3 bandas no grupo II, caracteristico deste grupo de rotavirus (20).
Cbserva-se tamb@m um 59 segmento no grupo I, o que pode confirmar a mistura de 2
tipos diferentes de rotavirus. Para uma confirmacdo deste resultado, seria
necessario o cultivo da amostra em linhagens celulares, o que ndo foi possivel de
ser realizado, até o presente.

Sob o ponto de vista epidemiolbgico, nossos achados indicam ainda que, na regiao
de Campinas, S.P. a alta incidéncia (19%) da rotavirose suina sugere ser esta
enfermidade diarréica de leitdes jovens tdo ou mais importante que a colibacilose
suina, que tem apresentado incidéncia semelhante (6, 16). . ‘
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Summary

The leucocyte migration inhibition (LMI) test described in the
present paper proved to be appropriate for the evaluation of an-
ti-Newcastle immunity in chicks. The hemagglutination inhibition
(HI) test was used as a comparative parameter to measure the hu-
moral immune response. The results showed that there is no rela-
tionship between cell immunity and humoral immunity.

Resumo

Teste de inibicdo da migracdo de fLeucocitos (IML) para deteccao
"in vitro" da Amunidade cefular na doenca de Newcastlfe :

O teste de inibicdo da migracdo de leucocitos (IML), descrito
neste trabalho, mostrou-se apropriado para avaliacdo da imunidade
anti-Newcastle em aves. O teste de inibicdo da hemaglutinagao
(HL) foi usado como parametro de comparagao para medida da res-
posta imune humoral. Os resultados mostraram nao haver correspon-
déncia entre as imunidades celular e humoral.

Introduction

The search for and titration of hemagglutination-inhibiting antibodies was the
first humoral aspect studied in the immunological response to active immunization
against Newcastle disease. However, the results reported in several experimental
studies have been frequently controversial or inconclusive with respect to the
participation of circulating antibodies in anti-Newcastle immunity (1, 3, 7, 8).

Other biological reactions such as local antibodies present in the respiratory
and digestive systems and especially cell-mediated immunity should be considered
with special attention in the evaluation of anti-Newcastle resistance. Some
investigators (5, 10) have studied the role of cell-mediated immunity which is
probably involved in the immunological response to vaccination against Newcastle
disease, In view of these considerations, the present study was undertaken with the
objective to correlate the titers of hemagglutination-inhibiting antibodies with
the indices of blood leucocyte migration inhibition, as well as to correlate the
latter indices with the values of total protection against challenge.

*This work was extracted from the Doctor Thesis of the first author.
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334
Material and Methods

Experimental birds and handling - A total of 780 broiler—chicks of a commercial
strain were used. Animals were distributed at random among 13 treatment groups with
three replications (20 birds per parcel). During the experimental phase, the 13
groups were fed a commercial ration and submitted to identical routine aviculture
management conditions.

Vaecines - We used live vaccines of the LaSota sample and inactivated oil vaccines
coming from the same laboratory and consisting of a single lot of 10 vials each,
all of them at the beginning of their period of validity. .

Vaccination and sampling - The experimental
o o birds were distributed at random into 13
Blood coflfection - A total of 156. groups of 60 chicks each as follows.
blood samples were collllectec?, Symbols: LSV = Live LaSota vaccine; OIV =
corresponding to 20% of the birds in 0il inativated vaccine.
each group scheduled for challenge
(69th day of life of the

All serumn samples obtained during
the experimental phase were tested e
for hemagglutination-inhibiting (HI)
antibodies with live antigens
containing, 4 HA units, using the microtechnique of Cunningham (2).

experimental birc_is) . N - vaccine age at gyvt;)e‘g::l]l.a);
The sera were inactivated at 569C Group Mdministration vaccl}natlon Toute with
for 30 minutes to remove nonspecific FouLe o) LSV (days)
hemagglutination inhibitors = and A ocular sV 1
ced i 1114 - 1iki s B Subcutanecus 01V 1
p'-.l'a n pemcj'lln € sterile C  Ocular s+ Subcutaneous ISV + 0TV 1
vials and stored frozen at -20°C b Geular 15v 1 2
3 3 E  subcutanéous . oLV 1 1
until the time of use. F  Ocular + Subcutaneous ISV + OV 1 21
G Ocular sy 14
0 subcutaneous ol 14
I Ocular + Subcutaneous ISV + OV 14
; : ; A J  Ocular . sy 21
Hemagglulination inhibition test - K Setroraneous oty s
1, Ocular + Sulxutaneous ISV + oV 21
T

Unvaccinated control group

Chatlenge - On the 70th day of the experiments, 20% of the chicks in each group
were challenged with the "Sao Jodo do Meriti" velogenic strain of the Newcastle
disease virus (NDV). Half a milliliter of the viral suspension containing 10%-3?
EID50/0.1Tml was administered intramuscularly following the recommendations of the
National Research Council (6).

Resistance to the challenge is reported as percent total protection and refers to
the absence of any clinical signs or of mortality among  the animals challenged
after vaccination in relation to control animals. ’

Test of blood Leucocyte migration inhibition - We used the technique of Timms (9)
and of Timms & Alexander (10), with some modifications. The antigen used was the
NDV strain "Sao Joao do Meriti" itself, partially purified by adsorption and
elution in chicken red blood cells (4) and applied at a concentration of 100ug/ml.
The control antigen was normal allantoid fluid (NAF) from specific-pathogen-free
(SPF) embryos incubated for eight to ten days.

Blood leucocyte cells were obtained by cardiac puncture from 50% of the animals
in each group scheduled for challenge on the 69th day of life. A total of 30ml
blood (10ml per replication) was obtained from each group using a heparinizéd
syringe (Liquemine Roche, 50 IU/ml). Total and differential leucocyte counts were
carried out in a Neubauer chamber and on smears stained by the method of Rosenfeld,
respectively. Differential counts revealed a predominance of mononuclear cells.
These cells were left to stand for 1 hour at room temperature and then prepared and
resuspended in complete TC-199 medium containing 100pg/ml antigens prepared with
NDV or NAF or containing no antigen, at a proportion of 107 cells/ml. The cell
suspension was compacted in a polyethylene capillary tube with the aid of a
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syringe. The capillary tube was attached to a special cell migration chamber using
‘silicone grease and the chamber was filled with complete TC-199 medium with or
without antigen at the concentration mentioned above. The cell migration chamber
was then incubated in a moist chamber at 379C for 14-16 hours. Leucocytes from
non-immunized birds (control group) and from birds hyperimmune to NDV were used as
negative and positive control, respectively. Only leucocyte migration inhibition
indices (IMI) higher than 20% were considered to be significant in the present
study.

Experimental design - The correlation of HI titers with IMI indices and of IMI
indices with total protection against challenge was calculated by estimating the
linear correlation coefficient (r), whose significance was tested by the t test,

Results and Discussion

The cell-mediated immunity in response to anti-NDV vaccination with both
inactivated and live vaccines; reported in the present study as percentage
migration or IMI indices, is described quantitatively in Tables 1 and 3. Cell
immumnity levels were measured on the 69th day of life in experimental birds.

Table 1T - Blood, ' Table 2 - Blood leucocyte migration
leucocyte migration in in control experimental birds (69th
experimental birds. (69th day of age) 1in the absence or
day of 1life) 1in  the- presence of antigen prepared with
absence or presence of NDV or NAF.

antigen prepared with Symbols: NDV = Newcastle disease
NDV. ' virus; NAF = Normal allantoid fluid
Symbols: NDV = Newcastle extracted from SPF chick embryos
disease wvirus. after 8 to 10 days of incubation; C~

= Non-immunized birds {(Controls); C*
Hyperimmune birds.

. % Migration
% Migration Control Antigen
. Without antigen With antigen
GroYp without With ?
MDV antigen ~— NDV antigen c NDV 100,00 120,28
+
A 100,00 103,23 C NAF 100,00 121,30‘
B . 100,00 92,62 c* NDV 100,00 46,45
e 100,00 85,17
D 100,00 90,07
E 100,00 81,73
F 100,00 84,69
G 100,00 092,92
4 100,00 60,99
I 100,900 61,26
J 100,00 91,99
K . 100,00 75,67
L 100,00 76,25
T 100,00 - 120,28

The blood leucocyte migration inhibition assay used in birds for the Newcastle
system was fully as expected. Thus, the leucocytes of the experimental animals
migrated well both in the absence and presence of 100ug/ml antigen prepared with
NDV. In the latter case, migration oscillated between 81.73 and 103.23%, except for
groups H, I, K and L, which showed migration values ranging from 60.99 to 76.25%,
considered significant in the present assay (Table 1).

Table.2 shows percent leucocyte migration values for the control birds (69th day
of 1life) in the absence or presence of 100ug/ml antigens prepared with NDV or NAF.
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This result demonstrates the absence of cell Table 3 ~ Comparative study of
immunity in the presence of antigen prepared mean HI titers with the LMI
with NAF since the leucocyte migration index for indices and of LMI indices with

the positive control group was 121.30%, as percent total pretection
compared to 100.00% for the positive control against challenge with the
group incubated without antigen. velogenic neuroviscerotropic

Percent leucocyte migration for the negative strain of Newcastle disease
control group was higher in the presence of virus in broilers aged 70 days.
antigen prepared with NDV than in the absence of  Symbols: a = Day before
the antigen (120.28% versus 100.00%) (Table 2). challenge; b = Geometric mean

Blood leucocyte migration was significantly (Log2); ¢ = Without titer.
inhibited in the positive control group in the
presence of antigen prepared with NDV, with a
value of 46.45% (Table 2). The blood leucocytes
of the positive control group migrated well in = = ‘ v
the absence of antigen prepared with NDV (Table Group e e Zzillstyzﬁziggg
2). These results (Tables 1 and 2) also indicate MG (b) (%) (%)
that NDV (the velogenic neuroviscerotropic

strain called "S3o Jodo do Meriti") proved to be Do TYB e
an appropriate antigen for the Ileucocyte c 3,50 14,38 75,00
migration inhibition test employed in the study D s 13'2 32'88
of the anti-NDV cell response in immunized F 516 15,31 75,00
birds, by inducing the release of leucocyte G 3,58 7,08 50,00
migration  iphibition = factor by immune Tooan B 10900
lymphocytes of avian origin. J 450 8.0 50,00

Table 3 shows a comparative study of the IMI K 4,33 24,33 100,00
indices of experimental birds obtained on the o 08 B 100,00

day before challenge (65th day of life) and the
percentages of total protection against
challenge in the different treatments employed.
The linear correlation coefficient was 0.948 (significant by the t test at the 1%
probability level) indicated the presence of a close correlation between cell
immne response and total protection against challenge.

Analysis of Table 3 in terms of mean values shows that higher protection values
corresponded to higher IMI indices as follows:

IMI% Total protection
23,75 - 39,01 100,00
14,83 - 18,27 75,00
7,08 - 9,93 50,00

- 3,23 16,66

~ 20,28 0,00

It should be pointed out that only the inhibition values considered significant
in the present experiment (> 20%), i.e. those for groups H, I, K and L,
‘corresponded to 100% total protection against challenge, These results also clearly
explain the fact that birds with low HI titers were resistant to challenge in the
presence-of the velogenic neuroviscerotropic Newcastle disease challenge.

Table 3 also shows a comparative analysis of IMI indices and mean HI titers
obtained for the sera of experimental animals on the eve of the challenge (6%th day
of life). The linear correlation coefficient was 0.462 (nonsignificant by the t
test), indicating no correlation between the serolologic response and cell-mediated
immunity in the present experiment. This result agrees with that reported by Timms
& Alexander (10), who observed that there was no close correlation between TMI
indices and HI titers, but disagrees with data reported by Moreau & Col. (5) who
detected a relatively close parallelism of the cell response kinetics with the
humoral response kinetics.

The degree of cell-mediated immunity measured by the IMI test has shown variation
with bird age, type of vaccine utilized and number of vaccinations (10).

In the present study, even though the birds were all from the same batch they
were immunized with different types of vaccine combined or not at different ages,
Justifying the lack of correspondence between the cellular and serologic responses.
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Resumo

Foram estudadas 15 substancias de estrutura naftoquindmica obti-
das de sintese quimica: a prépria 1,4-naftoquinona sem substi-
tuintes, um derivado com um radical hidroxila na posicao 2 e 13
derivados hidroxilados apresentando diferentes grupos metileno-a-
mino na posicao 3. As culturas de células foram protegidas com as
drogas antes da titulacdo dos virus (polio 1, Coxackie B, e ECHO
19). Pela determinacdo do indice de inibicdo virdtico (I1V) mos-
trou-se . que o ECHO-virus 19 foi o mais inibido. Dos 14 compostos
testados, 3 deles mostraram.um IIV significativo contra ECHO-vi-
rus como segue: IIV de 1,75 para 2-HO-1,4-naftoquinina e 2-HO-3
(N-morfolil)-metil-1,4-naftoquinona e IIV de 3,75 para
2-HO~3-N-benzil-N'(N-benzil-2-etilamina) -1,4-naftoquinona. Este
Gltimo composto mostrou atividade virucida, em experiencia para-
lela, significando que a droga afeta diretamente a particula vi-
ral.

Surmary

Antivinal activity of naphthoquinones. 11 - 1,4-naphthoquinones
dernivatives againdt enterovinuses

Fifteen substances obtained by chemical synthesis were studied,
named 1,4-naphthoquinone without chemical radicals, one derivati-
ve with a hydroxyl radical in the position 2 and thirteen hydro-
xylated derivatives presenting different methilene amine groups
in the position 3. The cell cultures were protected with the
drugs before viral titration {polio 1, Coxsackie By and ECHO 19).
The determination of viral inhibition index (VII) showed that
ECHO-virus type 19 was the only one inhibited. Out of forteen
compounds tested, three of them showed a significative VII
against ECHO-virus as follows: VII of 1,75 to 2-HO-1,4-naphtho-
quinone and 2—HO~3—(N-morpholil)—methy1—1,4—naphthoquinone and

*Trabalho realizado no Instituto de Microbiologia UFRJ, com - recursos. do CEPG
(Conselho de Ensino para Graduados, UFRJ), CNPg e FINEP.
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VI of 3,75 to  2-HO-3-N-benzyl-N'(N-benzyl-2-ethylami-
na)-1,4-naphthoquinone. The latter compound showed virucidal ac-
tivity in a parellel experiment, wich means that the drug affec-
ted directly viral particle. '

Introducdo

Compostos tais como, lapachol, a-lapachona, xiloidona, 4-hidroxi- o-lapachona,
g-lapachona, entre outras naftoquinonas, sao encontrados na natureza, muitos deles
apresentando atividades bioldgicas distintas. Das citadas, com excecao -da
B-lapachona que & 1,2-naftoquinona, as- demais pertenCem a0 grupo das
1,4-naftoquinonas.

0 lapachol (2—h1drox1—3—(3—metll—2-mtenll) 1,4-naftoquinona) , substancia obtida
do extrato de cerne de plantas pertencentes a familia Bignoniaceae, possul
propriedade anti-cancerigena (12, 15, 17), antimicrobiana (1, 4, 11, 14) e
antivirética (9). Devido & atividade antlvn_rotlca do lapachol, foram estudados no
Laboratério Experimental de Drogas Antivirais e Citotdxicas (LEDAC) do Departamento
de Vlmlogla da UFRJ, 19 derivados resultantes de sua transformacao qunmlca, frente
a enterovirus, demonstrando que alguns derivados também exibem acao antivirdtica
(8).

Nos estudos realizados, in vitro, com o lapachol (9) e com seus derivados - (8),
nfo foi possivel encontrar uma correlagao entre a presencga de radicais na estrutura
1,4-naftoquinona e a inibicao dos virus.

Com a finalidade de obter mais dados sobre a reatividade biolbdgica da estrutura
naftoquindnica, neste trabalho foram pesquisades outros compostos naftoqumomcos,
diferentes daqueles derivados do  lapachol. - Foram estudados: a propria
1,4-naftoquinona, a 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (lawscna) e 13 derivados aminados da
lawsona tamb@&m contra enterovirus (pdlio tipo 1, Coxsackie Bg e ECHO tipo 19)

Material e Métodos

Substaneias estudadas - As quinonas de nimero 1 e 2 foram obtidas comercialmente do
Laboratério Aldrich (Tabela 1). As demais (Tabela 2) foram sintetizadas no Nicleo
de Pesquisa de Produtos Naturais (NPPN-UFRJ) pela reacdo de Manich, a partir da
lawsona, tratando este composto com formaldeido e a amina apropriada, em etanol,
sequndo o processo descrito por Leffler & Hathaway (10).

Vs empne,gadob - Poliovirus tipo Tabela 1 - Naftoquinonas nao  aminadas,
1 (P1S), Coxsackievirus do grupo B obtidas comercialmente*, para estudo da
tipo 4 (Cox B4) e ECHO-virus tipo atividade antivirdtica.

19 (ECHO 19), todos procedentes do ~ Simbolos: ~ * = Substancias obtidas do
National Institute of Allergy and laboratério aldrich. . »

Infectious Diseases, Maryland,
USA.

FORMULA ESTRUTURAL NOME QUIMICO

Linhagem de celufas -  Foi

. @ ’
empregada cultura de células R ¢ 4 - neogenona
LIC-MKy crescida em meio minimo g T neTeRven
o]
¢

essencial de Eagle (MEM) ,
suplementade com 10% de  soro .
bovino,  100ug/ml de estreptomicina Y™
0,25ug/ml de funglzona e 100UL/ml E S

de penicilina., As células foram ; °
cultivadas em microplacas
descartiveis (2) e em -tubos - de
ensaio 13 x 100mm.

Determinacdo da citotoxicidade - As substéncias, apbs pesagem, foram solubilizadas
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Tabela 2 - Naftoquinonas aminadas sintetizadas a
partir da lawsona para estudo da atividade antiviral.
Simbolos: * = Substancia em forma de Gleo.

AOH

ol €101 A
+ CH,0 +  HNR R, B | N\R
I 2
)
SUBSTANCIA , . ; P.F. | RENDIMENTO
) FORMULA NOME QUIMICO (¢ o
NUMERO - °
3 Ry @ Rp=~CHp~Cli=CHip 2-bldeoxl -3~ (N, N'- giokit) ominomg | 136 - 140 58
1il - 4,4 nof toquitiona :
4 Ry "Ry »~CHy~City" Cily 2-hidroxi - 3~(N, N~ di- propil omino- | 143 - 145 55
metit ~ 1,4~ noftoquinona
5 Ry~ H; 2Z~hidroxi - (N - ciclo hexil 1 aminometit | 183 - 185 83
Rp=~GH~CHy~ CHy~CHy=CHa=CHp | 14~ noftoquinona
6 Ry=H 2 hidroxi - 3 ~ [ N —propit Jominometil | 238 - 240 15
Rp=CH = Cl=CHy -1,4-nattoquinona
7 Ry=Rp=~CH(CH 3}, 2 - hidroxi - 3-{ 11, 1"~ diiscpropil ) aming| 240 52
metil - 1,4 - nattoquinong
~Chy
8 Ry H, Rp» 2-higroxi -3-{ N~ desidroabictil) » 80
aminometit - §,4-noftoquinona
]
Y
9 Ry *Rp=~CH,—CH,~CH, ~CHy=Cily [ 2-bidroxi -3~ N~ piperidi Jmefil~ | 196 - 200 90
1,4 - noftaquinona
o Ry fip=~City = CHy ), 0 2= hidroxi-3- (N~ mor folitimetil - 1,4- | 184 ~ (86 88
naftoquinong
i R *Rp~CH,~ CHi, OH 2« hidrogi =3- (N,N'~ 2"~ tidroxietil} 180 68
1PRF T Cly ! .
T aminometii - 1,4 naltoguinong
. 2" Y2
12 RizRg=  “CH, — @4 CH=—CHy {2-hidroxi =3 - (14 ~bigiclo - 070-2,2,3~ 186 78
octanc) metil - 1,4 - nofloquirona
Ciy—City
13 Ay~ 2-Hidrori=3= (8 - isopropil : ~ amino- 158 45
R~ CHICH 3l metil - 1,4- naftoguinona
14 Rl 2=tidtiond -3 (N - biddrond -teec.~butit) [ 148 ~ 150 28
t<2-~c(c|x3)2 (cllz-onl omingimetii -,4 - notluquinona
is n,=~cuz—©
Rp=Chy=Clip - HHCI by - /_> 2 birond -3 [N henait N N ot 142 63
= 2 atitmalng Yominamelit -1, ~ nalloms
nona)

em pequeno volume de etanol e diluidas em MEM, sem soro bovino, de modo a obter uma
concentragao final de 160ug/ml. A concentracao mixima ndo téxica (CMNT), de cada
droga, foi determinada colocando-a em contato com a monocamada celular, como
descrito por Lagrota (5).

Determinacao da atividade antivirditica - Esta atividade foi avaliada por reducdo no
titulo de virus (TCD5g) e determinacdo do indice ‘de inibicdo virdtico (IIV) ’
sequndo trabalhos anteriores (5, 6, 7). Os virus foram titulados em cultura de
celulas, pelo método de Reed & Muench (16) e o ITV foi obtido usando a seguinte
formula: _
IV = Titulo de virus em cultura de células sem substincia - Titulo do virus em
" cultura de células com substancia

O IIV foi calculado em log do TCD5g e considerado como significativo quando iqual
ou maior que 1,7 (5). : . _

Determinagao da atividade virueida - Foi empregado o método descrito por Sidwell &
Huffman (18), com algumas modificacles.

Os virus, em diluicles seriadas, apds misturados com as substancias na CMNT e que
apresentaram atividade antivirdtica, foram incubados a 379C por 60 minutos. Cada
diluicao foi inoculada (0,1ml) em tubos de cultura de células, fazendo-se
paralelamente controle do virus (virus e MEM). Apds incubacdo a 37°C durante 72
horas, o titulo do virus foi calculado (16). Foi considerada atividade virucida das
substancias quando foi obtida a reducdo de 2,0 log no titulo do virus comparando
com o controle.
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Resultados e Discussao

A concentracic maxima nao téxica (CMNT), determinada pelo contato de varias
concentracdes da substancia com a monocamada celular, estd registrada na Tabela 3.
A maior concentracao possivel de ser empregada foi 40ug/ml para as substancias de
nimero 4, 5, 6, 8, 9, 13, 14 e 15, A CMNT das substancias 1, 3, 10, 11 e 12 foi 20
ug/ml e a da substancia 2 foi 10ug/ml. A substancia de nimero 7 ndo foi estudada
porgue apresentou-se insolivel no solvente empregado. _

0s indices de inibicdo virdtico (IIV) das naftoquinorias .em relagao aos
enterovirus, estfo listados na Tabela 3. Entre as naftoquinonas estudadas, apenas
as de nimero 2, (2-HO-1,4-naftoquinona) , 10,
(2-HO-3— (N-morfolil) metil-1,4-naftogquinona) e _ 15,
(2-HO-3-N-benzil-N' (N-benzil-2-etilamina)-1,4-naftoquinona) , apresentaram atividade
antivirdtica para os virus ECHO-19, com IIV acima de 1,7. Quanto a0 polio 1 e
Coxsackie By, nenhuma das naftoquinonas estudadas apresentou indice de inibicao
virdtico significativo (maior ou igual 1,

7). Das trés naftoquinonas que apresentaram  1abela 3 - Indice de inibicao viral
atividade antivirdtica, somente a de nimero  (IIV) dos derivados naftoquinonicos
15 apresentou capacidade virucida, ou seja, ffente aOS*EHterOVlruS- ~ L
agiu diretamente sobre o virus. Entretanto, ~ Simbolos: * = Concentracao maxima
apesar de seu alto IIV (3,75) ndo  servira 2?0 toxica para as celulas LLC-MKp;
para provavel emprego clinico, pois devido * = Expressac log de TCDsgp.

3 sua acdao virucida este tipo de

atividade é mais interessante no estudo de P

desinfetantes. No entanto, como 'se  trata de (ag/ml)  ByS  Cox. by ECHO 19
de um estudo de triagem, esta avaliagao é Nmero

pertinente e itil. ] 2 S oz 100 0%

A substancia de nimero 2 (lawsona) e a 2 10 045 1,00 1,75
de nimero 10 inibiram o ECHO 19 com v 3 20 0,45 0,80 1,50
iqual a 1,75, mas nao apresentaram : - ?:38 8:2‘53 2)38
atividade virucida. 6 40 0.85 0,00 1720

Estudos realizados por outros g 38 8’(3)(5) 8 ,88 g, ;g
pesquisadores demonstraram que a lawsona 10 20 000 1700 1:73
atua em tumores de camundongos inibindo O 1 20 0,00 0,00 1,50
sarcoma 180 e age também em bactérias gram E 28 8';3 g,gg 3,88
positivas (11). Em relagdo a estes tipos 11 0 100 100 138
de bactérias o lapachol atua da mesma forma 15 40 0,30 0,00 3,75
que a lawsona, sendo porém mais eficaz.

Isto leva a crer que a cadeia lateral

isopentenil da molécula do lapachol parece ser importante neste sistema {13) . Com
relacio aos enterovirus, estas duas naftoquinonas apresentaram atividade diferente,
o lapachol inibiu o poliovirus tipo 1 (9) enquanto que a lawsona ndo inibiu, porém
mostrou atividade antivirdtica para o ECHO-virus tipo 19. Para estes virus, parece-
que a presenca da cadeia lateral isopentenil ndo influencia a eficdcia da
atividade, vez que a inibicZo se deu sobre virus diferentes.

A substancia de nimero 10  (2-HO-3- (N-morfolil)-metil-1,4-naftoquinona, também
apresentou  atividade para ECHO-virus, com um IIV igual a 1,75. Comparando os
resultados do presente trabalho com os de outros pesquisadores, verifica-se que
esta substincia que inibe virus, € inativa para o Plasmodium Lophurae (3}, enquanto
que a 2-HO-3-(N-piperidil)-metil-1,4-naftoquinona (substancia de nimero 9), embora
nao apresentando atividade antivirética, fol ativa sobre esse microrganismo.

Pode-se observar, neste trabalho, que a 1,4-naftoquinona ndo apresentou atividade
para os enterovirus (poliovirus, Coxsackie B4 e ECHO 19), porém quando uma
hidroxila foi introduzida na posigdo 2 o camposto resultante (lawsona) inibiu o
virus ECHO. Quando sobre esta estrutura hidroxilada, radicais aminados foram
adicionados & posicdo 3, observou-se que poucas variagoes puderam ser feitas, sem
que houvesse perda ou diminugdo da atividade. Esta observacao confirma aquela feita
por Fieser & Richardson (3) em relacao ao P. Lophuwrae. Para melhor elucidar tals
suposiches, estas naftoquinonas serao estudadas, juntamente com os derivados do
lapachol, frente a outros virus que tenham sido testados para o lapachol.
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Errata

A new medium for the detection and enumeration of Baciffus cereus in food. Rev.
Microbiol. (S. Paulo), 18(4), p.330-334, 1987,

pag.331. ONDE SE IE: The formula in grams/liter is as follows: Trypticase (BBL) or
Tryptone (Difco) or similar casein-peptone — 1.0; Methylene blue (George T. Gurr} -
5x10~%; D(s+) Glucose (Reagen) — 0.2; NaCl (Reagen) - 3.0; NapHPO4 (J.T. Baker) - 7
x 102 ; MgSOs.7Ho0 (Reagen) -2 x 10™%; ZnSO4.7H0 - (J.T. Baker) - 5 x 10-® and Agar
(Difco) — 1.8 x 10 — pH is adjusted to 7,9 with NaOH prior to autoclaving (1atm-
20 min.).

IEIA-SE: The formula in grams% is a follows: Trypticase (BBL) or Tryptone (Difco)
or similar casein-peptone - 1.0; Methylene blue (George T. Gurr) -0,5x107%; D(+)
Glucose (Reagen) -0.2; NaCl (Reagen) — 3.0; NapHPO4 (J.T. Baker) - 7 X 1072;
MgSO4.7H20 (Reagen) -2 x 107%; ZnSO4.7H20 (J.T. Baker) - 5 x 10—%and Agar (Difco) ~
"1,8 x 10! — pH is adjusted to 7,9 with NaOH prior to autoclaving (latm— 20 min.).



344
INFORMACAO TECNICO-CIENTIFICA SBM

Centro Brasileiro Argentino de Biotecnologia.

O Centro Brasileiro-Argentino de Biotecnologia promoverd durante o decorrer 1989
08 seguintes cursos: .

1-) Enzimas Imobilizadas.
Periodo: 9 a 27 de janeiro 1989
Local: Univ. Estadual de Maringad-Maring&,Pr, Brasil.
Responsavel: Prof. Dr. Flavic F. de Moraes
Prof2 Gisella M. Zanin
Vagas: Brasileiras (6) - Argentinas (4)

2-) Técnicas de Biologia Molecular para a identificacdo e caracterizacdo de virus
de interesse agropecuario.

Periodo: 6 a 17 de marco de 1989

Iocal: INTA-CASTELAR ~ Argentino.

Responsavel: Dr. H.E. Hopp

Vagas: Brasileiras (4) - Argentinas (6)

3-) Cultivo de Células e de Tecidos Vegetais.
Periodo: 20 de fevereiro a 31 de margo 1989
Local: Instituto Agrondmico do Parand-Parana PR, Brasil.
Responsavel: Dr. Luiz Fernando de A. Kalinowski
Vagas: Brasileiras (9) -~ Argentinas (6) :

4-) Tratamento bioldgico de residucs organicos liquidos.
Periodo: 6 a 17 de marco 1989
Iocal: IPT ~ Sao Paulo SP, Brasil.
Responsavel: Hugo Moreira Soares
Vagas: Brasileiras (12) - Argentinas (8)

Informacdes e Inscricgdes:

Centro Brasileiro Argentino de
Biotecnologia

Av, W/3 Norte — Quadra 513 -~ Bloco D
Edif. Imperador, 32 andar

Telex: 613938 MCT

Tel. (061) 273-1028/7117 R.33

70760 Brasilia DF

Eventos promovidos pela Sociedade Brasileira de Microbiologia 29 Semestre de 1988.

1-) II Encontro Nacional de Microbioclogia Ambiental.
SBM, CIAMA e Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP.
13 a 16 de outubro
Hotel Majestic, Aquas de Linddia, SP.

Informacoes: SBM. Tel. (011) 813-9647,

2-) Iv simpdsio Nacional de Microbiologia Clinica.
SBM, Instituto de Microbiclogia da UFRJ
6 a 8 de novembro
Hotel Gloria, Rio de Janeiro, RJ.
Informagoes: Inst. de Microbiologia UFRJ. Tel. (021) 260-4193,

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 19(3):344-346, Jul./Set. 1988.
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3-) I Simpdsio Nacional de Controle Bioldgico de Pragas e Vetores.
SBM, Instituto Oswaldo Cruz, Sociedade Brasileira de Virologia.
16 a 18 de novembro
Hotel Gléria, Rio de Janeiro, RJ,
Informagoes: Inst. Oswaldo Cruz. Tel. (021) 270-6565/280-8787 R.341

4-) IIT Simposio sobre Microbiologia de Alimentos.
SBM, Universidade Federal de Santa Catarina.
23 a 27 de novembro
Universidade Federal de Santa Catarina-Floriandpolis, SC.
Informacbes: Dr. Rubem de Abreu Machado. Tel. (0482) 33-4888/9357

Roth, J.A. (ed.} - "Virulence Mechanisms of Bacterial Pathogens" - American Society
for Microbiology - Washington D.C. — 1988, U$ 75,00.

0 livro é o resultado do "International Symposium on virulence mechanisms of
veterinary bacterial pathogens" ocorrido em 1987 em Ames, Iowa, Estados Unidos.
BAparentemente o interesse seria somente veterinario. Mas € um assunto de grande
importancia também em medicina humana pois, muitos dos fendmenos de agressao
bacteriana estudados em animais encontra correspondéncia estreita com o que ocorre
no homem. Trata-se de um campo em franca evolucao.

0Os assuntos sao divididos em 6 grandes Segoes, contendo varios capitulos em cada
uma.

A primeira Secdo trata dos mecanismos bacterianos dJde aderéncia, colonizacdo e
invasdo. O primeiro capitule dessa Secao faz um apanhado dos mecanismos celulares e
moleculares da infecgao sobre mucosas em geral. Segue-se um capitulo sobre as bases
genéticas e moleculares da aderéncia da E. cold. As enteroinvasivas mereceram um
item a parte.

A resisténcia bacteriana aos mecanismos de defesa humoral e celular do hospedeiro
& o contelGdo das duas Secoes seguintes.

As toxinas bacterianas sao assuntos da quarta Segao. Destaque-se um capitulo
sobre as toxinas citocidas produzidas por bastonetes Gram negativos. A patogéenese e
as enterotoxinas da E. cofd szo discutidas em separado. Seque-se um capitulo sobre
toxinas como fator de viruléncia nas bactérias Gram positivas como Baciflfus,
CLostrnidium, Corynebacterium, Listernia, Staphylococcus e Streptococcus. O Gltimo
jtem dessa Secao trata dos aspectos fisiopatologicos da  enterotoxina B
estafilococida em macacos.

Nas duas SecgOes restantes sio abordadas as estratégias e os estudos necessarios
para entender e combater as doengas de origem bacteriana.

S3o 390 paginas com farta referéncia bibliografica recente que certamente
facilitard o estudioso ou nao do assunto a se atulizar e a compreender esses
importantes aspectos da agressdo-defesa nas infecgbes bacterianas. Pela extensdo e
pela forma didatica dos temas apresentados o livro passa a ser obrigatdrio nas
bibliotecas especializadas.

Paulo H. Yasuda

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

05508 Sao Paulo SP

Schook, Lawrence B., ed. - Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications. New York, Marcel Dekker, Inc., 316p. 1987.

Desde a descoberta e aplicacdo por Kohler and Milstein, do processo de hibridacao
de células linfdides para a producdo de anticorpos monoclonais, sua importancia nas
Ciéncias Biomédicas se tornou inguestionavel, principalmente no que se refere ao
seu valor em diagndstico e terapéutica.



A obra de Lawrence B. Schook, vem sem dGvida nenhuma cobrir uma/ lacuna em nosso
meio cientifico, dos métodos de nrodugao e apllcac;ao dos anticorpos monoclonais.
Desmistificou-se de vez,. uma técnica que & de suma’ Jmportanc:.a para o
desenvolvimento técnico, cientifico e biotecnolégico do nosso pais. : :

O livro, pertencente ao volume n® 33 da "Immunology Séries", & escrito por
pesquisadores de grande experiéncia na area, procedentes de centros de pesquisa e
Universidades rencmadas dos Estados Unidos da América, Canada e Japdo.

A prJ.me1ra parte do livro ensina as estratégias e técnicas para & selecao e
manutencao de fusos celulares e clones, com capitulos especificos sobre a
construcao de hibridomas de c2lulas T de Humanos € de Murinos, bem como a producao

- de heterchibridomas associado a mieloma "Rato-Humano”.

Na ' segunda parte, aborda-se os métodos de- caracterizacdo, purificagdo e
modificacdo dos anticorpos monoclonais e ' outros produtos dos linfécitos. Nesta
parte, estdo incluidos capitulos relacionados a produgdo de anticorpos monoclonais
em ascites de ratos; modificagdo de anticorpos monoclonais por enzimas, biotina e
fluorocromos,, além da producdo e purificacdo de Llinfocinas e seus anticorpos
monoclonais,

Finalmente a Gltima explica os métodos de aplicagao dos anticorpos monoclonais.
dentro do sistemas experimentais. Os capitulos contidos nesta parte, abordam temas
de aplicacdo, como o uso de anticorpos monoclonais para triagem de bancos genomico
e produtos de oncogene, bem como a utilizacao desses antJ.corpos em Imunocitoquimica
e para a caracterizacao de antigenos de. células humanas normais e Ieucemicas.,

Em sintese, esta obra & indispensavel nio sO para quem trabalha com anticorpos
monoclonals, mas também - para Microbiclogistas, Imunologistas, Bioguimicos,
Patologistas e Profissionais da Area Biomédicas que direta ou indiretamente estio
envolvidos com métodos de d;l.agnostlcos, no qual os anticorpos monoclonais
constituem uma ferramente cada vez mais (til na resolugao dos problemas destas
areas.

Edison Iuiz Durigon

Dept? de Microbiologia ICB/USP
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
05508 Sac Paulo SP, Brasil
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