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EDITORIAL

ENSINO DA MICROBIOLOGIA

Paulo de Géms (D

A propésito de ensino permitam-me locar sumariamente em trés outros pontos
fundamentais: quando, como e o que ensinar da Microbiologia.

No tocante & época de quando comegar o ensino da Microbiologia, acredito
que tal possa fazer-se dentro do contexto geral da educagéio cientifica. Nos paises
mais avancados, hoje em dia, é iniciada no jardim da infancia. Fssa é a con-
duta seguida, por exemplo, na Unido Soviética e EUA. Quando estive na Rus-
sia, integrando um grupo de peritos da OMS, para fazer a avaliagho do ndvo
sistema de educacio médica ai implantado e, procurando inteirar-me de aspectos
dos problemas da educacfo geral, fiquei impressionado com as chamadas “casas
pioneiras”, para onde sio enviados, depois das aulas regulares, as criangas que
revelam curiosidades incomuns para quaisquer fenGmenos naturais, como os que
dizem respeito ao mundo dos microbios. Vi al muilos meninos e meninas de 8
a 12 anos, em torno do microscopio, deleitando-se com a observagio de microrga-
nismos vivos, como protozodrios, bactérias, etc.... Esta é uma estratégia para
despertar vocagBes, também seguida nos FEUA, onde nos programas de Biologia
dos “Junior High School”, parte dos estudos abrange os microrganismos.

Minha filha, por exemplo, que freqiientou as 7.% e 8.* séries {grades), teve
oportunidade de vealizar diversos trabalhos praticos tais como cultura de bacté-
rias, exame a fresco, coloragbes, isolamento de fungos, etc., enfim um conjunto
de praticas simples elementares, mas que, admito estariam num nivel muito acima
do que no momento se esti fazendo em muitas das escolas médicas recém-fun-
dadas, em conseqiiéncia dessa desgracada e malfadada politica de expansdo néo
planejada de educagdo superior, com o inflacionamento de novas Faculdades.

Passamos dos “metabolic pathway” para os “diabolic pathway” e acredito
que, se Pasteur ressuscitasse hoje e compulsasse, éle que era quimico, um dos
compéndios — ja nfo digo trabalhos especializados — sdbre metabolismo bacte-
riano, nada entenderia.

Em um exagéro também indesejavel, ha os do outro lado votados exclusiva-
mente aos aspectos aplicados, cuidando especificamente, seja da Microbiologia
Médica — tratando somente dos agentes etiolégicos das doengas dos homens e
dos animais — seja dos que fazem s6 Microbiologia Alimentar ou do Solo ou
ainda os que se restringem a setores ainda mais limitados, como a Microbiologia
do Petréleo, para ndo citar muitos outros exemplos, em que uma atitude pragma-
tica leva a que sejam, muitas vézes, descurados aspectos basicos ou fundamentais.

E 6bvio que uma orientagio extremada, polarizada num ou noutro sentido,
é indesejavel. Mas, o que néio se pode compreender é aue um cientista se diga

Excerto de conferéncia no encerramento do II Congresso Brasileiro de Microbiolo-
gia, S&o Paulo, julho de 1970
(1) Professor-Titular de Microbiologia e Imunologia da U.F.R.J., Rio de Janeiro, Brasil



microbiologista quando s6 conhece e trabalhou cxclusivamente, por téda sua vida,
com Escherichia coli, e todos nés sabemos que ha uma série de “escherichio-colistas”.
Certamente, ndo me estou referindo aos que estudam o grupo dos coli-éntero-pato-
génicos, mas sim aqueles que se dedicavam tnicamente a um particularissimo
pormenor da genética ou da bioquimica désse microrganismo, que, diga-se de
passagem, ¢ hoje, talvez, o ser vivo mais conhecido. Estariam também no caso
certos “virologistos”, que em tdda sua vida s6 estudaram a amostra do fago “T-7
(lambada) n.° 436, Variedade Frankfurt, mutante 483-966 — b’”, mas que sio
incapazes de isolar um virus da influenza, tal a sua distincia dos problemas da
Virologia Médica. Nem tanto ao céu, nem lanlo & lerra; claro estd que ao
microbiologista médico, hoje, nfio podem escapar certas nogbes fundamentais
de citologia, bioquimica e genética, seja dos virus, seja das bactérias, sem o que
néo podem bem compreender os substratos e as razbes de sua patogenicidade e
viruléncia, ou ainda o mecanismo de agio de agentes terapéuticos anti-micro-
bianos. Mas, por outro lado, é também inadmissivel que um daqueles super-sofis-
ticados- microbiologistas; bioquimicos, geneticistas “ou citologistas nfo - possuam no-
cdes fundamentais sébre a biologia dos microrganismos, mal sabendo como e
porque podem é&les ser agentes patogénicos,

Uma orientagdo equilibrada & particularmente importante para os que ensi-
nam a especialidade. Se é errado dar uma excessiva énfase nos aspectos bésicos
ou fundamentais, ndo menos errado € a de s6 considerar aspectos aplicados.
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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE ACTINOMYCES VISCOSUS

DO SULCO GENGIVAL HUMANO

Luiz Carlos BIER (1) e Wilson Chagas de ARrauJjo (2

RESUMO

Em diluiches elevadas de material ndo calcificado, colhido do sulco gengival
de 4 pacientes formadores de tartaro, foram isoladas bactérias filamentosas, Gram
positivas, catalase positivas, facultativas, VP negativas, amido positivas e fermen-
tadoras de lactose, galactose, inulina, arabinose, inositol e rafinose, caracteristicas
do Actinomyces wviscosus (Odontomyces viscosus), microrganismo isolado inicial-
mente de hamsters com doenga periodontal.

Algumas amostras isoladas tinham as caracleristicas bioquimicas e {fisiolé-

gicas de Rothia dentocariosa.

fstes microrganismos isolados do sulco gengival humano apresentaram pro-
priedades bioquimicas semelhantes as das amostras-padrio de O. viscosus (ATCC
15987) e R. dentocariosa (W. 1311), além de relacionamento soroldgico demons-

trado pela aglutinagio em lamina.

As amostras de A. viscosus, isoladas do sulco gengival, formaram placa “in
vitro”, quando cultivadas em caldo contendo 5,0% de sacarose, propriedade que
poderé explicar sua colonizagiio no sulco gengival humano.

INTRODUCAO

Jorpan & Keyes'® ™ isolaram certas bac-
térias filamentosas, pleomorficas, Gram posi-
tivas, catalase positivas, de hamsters doura-
dos (Cricetus auratus) alimentados com uma
dieta contendo elevado teor de sacarose e que
apresentavam certo tipo de doenga periodon-
tal. Fstas bactérias filamentosas foram, pos-
teriormente, classificadas como Odontomyces
viSCOSUS.

De ratos, com alteracio periodontal, foram
isoladas bactérias filamentosas semelhantes
aquelas isoladas de hamsters; quando ino-
culadas em hamsters do tipo “albino” (livres
de doenca periodontal) demonstravam o po-
tencial de patogenicidade, provocando retra-

f0 gengival e destruicio dssea *°
b o) e}

GERENCSER & SLACK '? estudaram as ca-
racteristicas morfologicas e as propriedades
bicquimicas e sorolégicas de 19 amostras de
actinomicelos catalase positivas, isoladas de

material humano, comparando seu comporta-
mento com o de amostras de 0. viscosus iso-
ladas anteriormente de roedores. Como eram
semelhantes no aspecto morfologico, tipo res-
piratério, reagbes bioquimicas e composicao
da parede celular, sugeriram que as amos-
tras de origem humana e as de roedores
fossem classificadas mais apropriadamente
como Actinomyces viscosus, de acdrdo com a
definicdo atual do género Actinomyces.

O presente trabalho relata o isolamento e
caracterizaciio de bactérias filamentosas do
sulco gengival humano, semelhantes ao O.
viscosus, identificado como agente etiolégico
da doenca periodontal em roedores. Em
adigiio, outras bactérias filamentosas foram
identificadas como Rothia dentocariosa, o
que permitiu comparar caracteristicas mor-
folégicas e bioquimicas das amostras isola-
das, com a [inalidade de estabelecer um cri-

Extrato da tese de Doutoramento (L.C.B.) apresentada & waculdade de Odontologia da Uni-
versidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil
(1) Professor-Assistente do Instituto de Microbiologia da U.F.S.M.

(2) Professor-Conferencista
neiro, Brasil

do C.N.Pq.

no Instituto de

Microbiologia da U.F.R.J., Rio de Ja-
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tério de diferenciaciio entre A. viscosus e
R. dentocariosa.

MATERIAL E METODOS

De quatro pacientes formadores de tarta-
ro foi colhido depésite ndo calcificado do
sulco gengival, com auxilio de -curetas
McCall, esterilizadas por autoclavacio. Se-
paradamente, foi colhido material de varios
sulcos relacionados com a face lingual dos
incisivos inferiores, bem como de varios sul-

critos com auxilio de microscopio estereos-
copico (aumento 32X ), empregando-se luz
refletida.

Amostras representativas dos lipos bioqui-
micos foram cultivadas em caldo Bl, incuba-
das a 37°C até 5 dias, com a finalidade de
se observar aspectos da morfologia celular
em esfregagos corados pelo Gram (Kopeloff-
Beerman).

Tipo respiratério — As amostras foram
semeadas em duplicata em meio Bl, incuban-
do-se uma placa em aerobiose e a outra em

cos relacionados com a face vestibular  dos
incisivos e caninos superiores.

A homogeneizagio e diluicio do material
em salina fisiologica estéril (até 107%) se-
guiram as etapas técnicas anteriormente des-
critas por SCHNEIDER & col.®. De cada
diluigdo 0,1 ml foi espalhado, em duplicata,
sobre a superficie de dgar-infuso de coracio
bovino (meio Bl), preparado com uma base
de “Beel Heart-Infusion” (Difco), adiciona-
da de proteose-peptona (Difco) - 1,0%,
glicose — 0,29, cloreto s6dio — 0,5%, fos-
fato de potassio dibasico — 0,25%, “phyto-
ne” (BBL) — 0,3%, extrato de levedura
(BBL) — 0,2%, agar (Difco) — 1,5% e
com pH ajustado a 7,3. As placas foram
incubadas a 37°C, durante 4 dias. Numa
oportunidade, as placas foram também in-
cubadas em anaerobiose, em jarra tipo Bre-
wer, contendo 95,00 de nilrogénio e 5,09

de gas carbonico.

As placas que apresentavam o méximo de
200 colonias isoladas foram escolhidas para
a seqliéncia de obtencio de cultura pura,
transferindo-se tédas as colonias para cal-
do BL. Os tubos foram incubados a 37°C,
durante 48 h. Pela bacterioscopia de esfre-
gacos corados pelo Gram as formas filamen-
tosas foram separadas das culturas de outros
microrganismos,

Amostras-padrdo — A amostra de Odon-
tomyces wviscosus, originalmente isolada por
Howert Jr. & col.'’, foi adquirida da
“American Type Culture Collection” (ATCC
15987) e a amostra de Rothia dentocariosa
(W. 1311) foi gentilmente enviada pela Dra.
Lucille K. Georg, do “National Communi-
cable Disease Center”, Atlanta (Georgia).

Morfologia — Para estudo da morfologia
colonial as amostras foram semeadas por es-
gotamento em meio Bl, incubando-se as pla-
cas a 37°C durante 48 h, em aerobiose. Os
aspectos da morfologia colonial foram des-

anaerobiose, Neste caso, as placas foram co.
locadas em jarra tipo Brewer, da qual o ar
foi removido por vacuo; 3 vézes consecuti-
vas a jarra foi “lavada” com a mistura de
nitrogénio (95,0%) e gas carbénico (5,0%),
que ficou retida na jarra apés a quarta insu-
flago.

Provas bioguimicas — Os testes para pes-
quisa de catalase, redugdo do nitrato e do
nitrito, produgio de H.S e indol, hidrélise
da gelatina, fermentagio de carboidratos,
provas do vermelho de metila (VM) e Vo-
ges-Proskauer (VP), hidrélise do amido e
hipurato de sédio foram realizadas, obser-
vando-se as recomendacdes técnicas do “Ma-
nual of Microbiological Methods™ 24,

No estudo da reducio do nitrato a nitrito,
as amostras foram cultivadas em caldo Bl,
sem glicose, e com 0,19% de nitrato de po-
tassio (Merck). A reducdo do nitrito foi
investigada segundo as recomendagtes de
Brown & col.*, inoculando-se as amostras
em {Trypticase-Soy-Broth” (BBL), adicio-
nado de 0,019 de nitrito de potassio (Fi-
sher), procedendo-se a leitura apds 7 dias
de incubagfo. A pesquisa do indol foi rea-
lizada colocando-se uma tira de papel com
o indicador de Braun-Silberstein (Suassu-
NA, I. — Tese Docéncia-Livre, Instituto de
Microbiologia, U.F.R.J., Rio de Janeiro,
1962), incubando-se os tubos até 10 dias,
As provas de fermentago dos carboidratos
foram realizadas em meio basico (caldo Bl
sem glicose), adicionado de indicador de
Andrade e do substrato teste na concentracio
de 0,59 a 1,0%. Todos os tubos foram in-
cubados até 14 dias, procedendo-se a leitura
cada 24 h. Quando se notava uma intensa
coloracfio vermelha, media-se o pH do meio
em potencidmetro (Beckman, Zeromatic),
comparando-se éste resultado com o pH re-
sultante do crescimento no meio basico e
também, comparando-se com o pH original
dos meios ndo inoculados. O abaixamento
do pH, igual ou superior a 0,5, foi conside-
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rado como fermentacdo do substrato-teste.
Inicialmente, os testes de VM e VP foram
tentados no classico meio de Clark-Lubs
mas, como o crescimenio era escasso, foi
adicionado 0,05% de extrato de levedura;
amostras de Escherichia e Klebsiellr foram
inoculadas neste meio como contréle das
provas. A hidrolise da esculina foi estu-
dada em caldo Bl sem glicose, mas adicio-
nado de dgar (0,1%) e esculina (Mann Re-
search Laboratories) (0,19%) ; apos 7 dias de
incubagio a 37°C, 5 a 6 gdtas da solucdo
aquosa de citrato férrico a 10,0% foram adi-
cionadas ao meio, de acoérdo com o trabalho
de BrowN & col. .

Hemdlise — A atividade hemolitica foi
investigada em meio Bl adicionado de 5,0%
de sangue desfibrinado de coelho, apos 48 h
de incubacfio e com auxilio de microscopio
estereoscopico.

Pigmento — A produgio de pigmento
pelas amostras foi pesquisada no meio Bl
inclinado, deixando-se os tubos a temperatu-
ra ambiente durante 15 dias; todas as amos-
tras foram também inoculadas no “Penassay
Seed Agar” (Difco) que, anteriormente, mos-
trou-se Gtil na pesquisa de pigmento em
Staphylococcus (Aravjo, W. C. -—— Tese Do-
céncia-Livre, Faculdade de Odontologia —

U.F.R.J., Rio de Janeiro, 1961).

Crescimento em meio hiperténico — As
amostras foram inoculadas em caldo B1, adi-
cionado de cloreto de sodio, para atingir as
concentra¢bes finais de 2,09, 4,0%, 6,5%
e incubadas a 37°C, durante 48 h.

Crescimento @ 45°C e 10°C — Uma gota
de cultura de 48 h foi inoculada em caldo
B1 e os tubos incubados durante 48 h.

Resisténcia a 60°C — Tubos de caldo Bl
foram inoculados como no item anterior e
foram mantidos em banho-maria a 60°C, du-
rante 30 min.; posteriormente, os tubos fo-
ram incubados a 37°C, anotando-se, apds
48 h, a turvagio do caldo que indicava as
amostras que resistiram ao aquecimento,

Crescimento em meio com bile — Ao meio
B1 foi adicionada bile de boi (“Oxgall” —
Difco) até atingir a concentragio corres-
pondente a 100,09 de bile. O meio fol es-
terilizado a 115°C durante 15 min., depois
vazado em placa. As amostras foram semea-
das em estria sbbre a superficie do meio, a
partir de cultura recente em caldo BI.,

Sensibilidade « corantes — Ao meio Bl
foram adicionadas diferentes concentracdes
de verde malaquita (Merck), eosina (E. de
Haen), fucsina héasica (National Aniline
Division) e azul de metileno (BBL). Uma
alca de cultura recente em caldo foi espa-
lhada sbbre a superficie dos meios, Apds
48 h de incubagdo, a leitura foi realizada
anotando-se a presenga e a auséncia de cres-
cimento.

Antibiograma — Um “swab” de algodéo
esterilizado foi umedecido em cultura recente
dos microrganismos e, imediatamente, esfre-
gado sbébre a superficie do meio Bl; apés
evaporagdo do excesso de liquido, os discos
com antibidtico (Multodisks, Oxoid) foram
colocados. Apés 24 h de incubacgio, a lei-
tura foi realizada medindo-se o halo de ini-
bi¢do com uma régua milimetrada.

Os discos empregados tinham a seguinte
composi¢io: gentamicina (CN) — 10,0 ug,
polimixina B (PB) — 300 U., lincomicina
(MY) — 10,0 pg, eritromicina (E) — 15,0
ug, kanamicina (K) — 30,0 pg, estreptomi-
cina (S) — 25,0 ug, vancomicina (VA) —
30,0 ug, acido fusidico (FD) — 10,0 pg,
novobiocina (NV) — 30,0 pg, dcido nalidi-
xico (NA) — 30,0 pg, nitrofurantoina (F)
— 50,0 ug, sulfadimidina (SZ) — 500,0 ng,
cloromicetina (C) — 50,0 pg, cefaloridina
(CR)y ~— 25,0 ug, tetraciclina (TE) —
50,0 pg, cloroxacilina {OB) — 10,0 ug, ben-
zil-amino-penicilina (PN) — 25,0 ug e pe-
nicilina G (P) — 10 U.

Sintese de amilopectina — A capacidade
de acumular polissacarideo iodofilico como
material de reserva foi investigada de acdr-
do com as técnicas recomendadas por Gis-
Bons %, Como contrdle, foi utilizada a amos-
tra de Streptococcus sanguis (ATCC 10556)
reconhecida como sintetizadora de amilopec-
tina e que permitia a notacdo (-+ +) indi-
cativa de abundante actmulo de polissacari.
deo. As colonias que apresentavam colora-
¢do amarela foram consideradas ndo sinteti-
zadoras, recebendo a mnotagio (=), enquan-
to aquelas com tonalidade marrom recebe-
ram a notagdo (+), para indicar o discreta
aciimulo de amilopectina.

Formagdo de placa “in vitro” — As amos-
tras foram inoculadas em caldo com sacaro-
se %, esterilizada por filiragdo e adicionada
assépticamente ao meio basico para atingir
a concentragao final de 5,09%. Uma seccio
de tubo capilar (4,0 cm), com uma das ex-
tremidades em gancho, para facilitar as
transferéncias com a alga de platina, fol in-
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troduzida no caldo sacarose. Cada 48 h,
com auxilio da alca esterilizada e resfriada,
a “bengala” era transferida para outro tubo
com caldo sacarose, Cérca de 4 passagens
em sacarose foram realizadas anies de se
anotar o resultado, & semelhanga do que fora
relatado para Streptococcus cariogénico, por
Camarco & col.®

Caracterizagio do polissacarideo extracelu-
lar — A amostra-padro de O. viscosus e
a amostra 2527, isolada no presente traba-

Preparacio de anti-séros — Coelhos bran-
cos, com aproximadamente 2 k., foram ino-
culados por via iniravenosa com a amoslra-
padrdo de O. viscosus e com a amostras 227,
3i3 e 0s2, isoladas no presente irabalho,
observando-se o esquema de imunizacio de
Krorcrr & Sipar #3,

Reagiio de aglutinagdo — Os sbros foram
diluidos em salina isotdnica estéril até 1:32.
Séro normal de coelho foi também diluido
e usado como conirdle. Com pipeta Pas-

lho, foram cultivadas -em - frasco - contendo
1 litro de caldo sacarose a 5,09 ; apds 4
dias de incubagfo, as células foram cole-
tadas por centrifugacio em Sorvall RC-2
{16.300 X g). O sobrenadante foi concen-
trado a vacuo, a 37°C, reduzindo-se o volume
para 300,0 ml. Igual volume de etanol foi
adicionado e durante 4 h, a mistura foi
agitada a temperatura de 10°C; outro volu-
me de etanol foi acrescentado deixando-se
agitar até o dia seguinte, quando nova por-
¢io foi adicionada, deixando-se em agitagio
por mais 24 h. O precipitado obtido foi
dissolvide em aproximadamente 100,0 ml de
agua destilada e, com adigio de 3 volumes
de etanol, o material foi reprecipitado. O
deposito foi desproteinizado com acido triclo-
roacético e depols dializado em agua desti-
lada. O precipitado resultante da adigio de
3 volumes de etanol foi dissolvido em agua
destilada e, finalmente, liofilizado.

As células foram tratadas com solucéo de
NaOH (0,2 N) por agitagdo em liquidifica-
dor (Waring Blendor), durante 30 min.,
seguindo-se a separagfo das células por cen-
trifugacdo e a pesquisa de polissacarideo no
sobrenadante, observando-se a segiiéncia des-
crita acima.

O teor de carboidrato no material liofili-
zado foi determinado pelo método da an-
trona **,

Amostras do material liofilizado (2,0 mg/ml
de H.S0, 0,1 N) foram hidrolisadas a
100°C em ampolas seladas, durante 1 h,
2 h e 3 h, neutralizando-se imediatamente
com carbonato de bario e clarificando o
hidrolisado por centrifugacio. Os componen-
tes foram separados por cromatografia des-
cendente usando-se dois sistemas solventes
— butanol-dcido acético-dgua (40:10:22) e
butanol-piridina-agua (2:2:1). As manchas
foram reveladas com solugfo saturada de ni-
trato de prata-acetona-agua, hidréxido sodio
a 1,09 e solugdo de tiosulfato de sodio a

20,0%.

teur, uma gota de cada diluicio dos soros foi
dispensada sébre uma placa de vidro mis-
turando-se em seguida com uma géta da sus-
pensdo bacteriana. A leitura da aglutina-
¢io foi realizada até 3 min. fazendo-se movi-
mento oscilatério da placa s6bre um foco de
luz. Em todos os testes a suspensiio de cé-
lulas em salina foi observada préviamente
para afastar as suspensBes nfo estaveis.

RESULTADOS

Das placas semeadas com aliquotas das
diluigbes 107% a 1078, cérca de 808 cold-
nias foram transferidas para caldo Bl. A
bacterioscopia revelou a predominincia de
cocos Gram positivos (06,2%), enquanto
13,8% eram de baclérias filamentosas Gram
positivas.

No caso em que o material foi semeado
em duplicata e as placas foram incubadas em
aerobiose e anaerobiose, os resultados indi-
caram que as condigbes de incubagio nao
tinham influéncia no isolamento das bactérias
filamentosas.

As 106 amostras de bactérias filamentosas,
isoladas dos 4 pacientes, foram separadas em
3 grupos distintos, considerando as caracte-
risticas de suas colénias: Grupo I — colé-
nias circulares, borda ondulada, planas,
butirosas e com a superficie apresentando
“velas”; Grupo II — colénias irregulares,
convexas, de superficie rugosa e quebradi-
gas; Grupo III — colbnias circulares, con-
vexas, de borda inteira, superficie lisa e bu-
tirosas. Na bacterioscopia, os microrganis-
mos do Grupo I apresentavam-se como lon-
gos “filamentos” Gram positivos, com acen-
tuada labilidade, retilineos ou encurvados;
0s microrganismos dos Grupos II e III apre-
sentavam-se como “filamentos” Gram posi-
tivos, retilineos ou encurvados, com dicoto-
mizagdo em Y, as vézes apresentando as ex-
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TABELA I

Caracteristicas bioguimicas das bactérias filamentosas iscladas do sulce gengival humano

Teste Grupo I Grupo IT Grupo III chqgscl(;‘;léi . [i;?t;gﬂmsa
Catalase + + + (48/50) + +
Respiracio A F F F F
Nitrato - + (16/17) + (49/50) + +
Nitrito - + (11/15) + (47/48) - +
HaS - - - - -
Indol - - - - -
vV M - + (16/17) + (49/50) + -
vV P - + (15/17) - - +
Gelatina - - (18/17) - - -
Amido - - (12/17) + (37/45) + -
Hipurato + + + + +
Esculina - + + + +
Hemolise + (3/4) * ~ (16/17) - - -
Pigmento - - (16/17) - -
A — néo cresceu na jarra Brewer com 95,09, de nitrogénio e 50% de COs.

F — cresceu em condi¢des de anaerobiose e em aerobiose,

-— namero positivo sbébre ntmero de amostras provadas.

TABELA II

Caracteristicas fisiolégicas das bactériag filamentosas isoladas do sulco gengival humano

) ) 0. wiscosus R. dentocariosa
Teste Grupo I Grupo II Grupo III ATCC 15987 W. 1311
Cresc. 10°C - - - - -
Cresc. 45°C - - (18/17) -~ - -
Resist. 60°C/30 min. - (3/4) - (14/17) - - -
Cresc. 29 CINa + + + (40/50) + +
Cresc. 49, ClNa + - (9/17) + (84/50) + -
Cresc. 6,59, ClNa + = (15/17) - + -
Cresc. bile (10%) - - - - -
TABELA III
Fermentacdo de carbolidratos pelas amostras de bactérias filamentosas isoladas
do sulco gengival humano
Substrato Grupo I Grupo T1 Grupo TIT 0. wiscosus R. dentocariosa
ATCC 15987 ‘W. 1311

Glicose - + + + +
Frutose - + + + +
Sacarose - + + + +
Maltose - + (16/17) + + +
Lactose - - (16/17) + + -
Galactose - - (15/17) + + -
Sorbitol - - — (46/50) - -
Manitol - - (12/17) - (47/50) - -
Xilose - —- (16/17) - - -
Dulcita - - ~ (49/50) - -
Inulina - - + -+ -
Ramnose - - (13/17) - -

Arabinose - - (15/17) + (48/50) + % -
Trealose - + (13/17) + + +
Glicerol — + (10/17) + + # +
Inositol - - + + -
Rafinose - - (16/17) + + -
Salicina - + (14/17) + (44/50) + +

# A alteracfo do pH néo excedeu

a 0,99 unidades.
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tremidades intumescidas e, freqiientemente,
apareciam bastonetes curtos, dispostos a se-
melhanga dos “difterdides”.

As caracteristicas fisiologicas e bioquimi-
cas das amostras dos Grupos I, II e III estdo
relacionadas nas Tabelas I, Il e III, que
permitem compara-las a&s propricdades das
amostras de 0. viscosus (ATCC 15987) e
R. dentocariosa (W. 1311).

As 4 amostras do Grupo I, isoladas de
um mesmo paciente, cresceram apenas em
aerobiose e apresentaram resultados negati-
vos - para- os- lesles—bioquimicos-empregados;
o que permitiu distingui-las das amostras
dos Grupos Il e III. As caracteristicas fi-
siolégicas e bioquimicas eram semelhantes
as dos difterdides aerobios do Grupo 1 da
classificagdo de Morris *?, pois néo fermen-
tavam os carboidratos, eram catalase positi-
vas, resisliam a concentragio de 6,5% de
cloreto de sédio, eram VM e VP negativas,
nao cresciam em bile a 10,09 e ndo hidro-
lisavam gelatina. Estas amostras também
apresentavam propriedades semelhantes as das
nocardias do tipo 1, descritas por Morris *7,
porque ndo fermentavam carboidratos, néo
cresceram em meio bileado, cresceram na
concentracio de 6,59 de cloreto de sédio,
nio reduziram nitrato a nitrito e davam pro-
vas de VM e VP negativas.

As 50 amostras do Grupo III eram dife-
renciadas das 17 amostras do Grupo II, por-
que fermentavam lactose, galactose, inulina,
arabinose, inositol, rafinose, davam prova de
Voges-Proskauer negativa, hidrolisavam ami-
do e cresciam em meio com 4,09 de clo-
reto de sédio. FEstas caracteristicas, também
anotadas na amostra-padrdo de O. viscosus,
permitiam diferencid-la da amostra-padrio de

R. dentocariosa, observando-se ainda que a
amostra isolada de hamster néo reduzia ni-
trito, dava a prova do vermelho de metila
positiva e crescia em meio contendo 6,5%
de cloreto de sbdio.

As 17 amostras do Grupo II apresenta-
vam propriedades fisiologicas e biloquimicas
semelhantes as da amostra-padrdo de R. den-
tocariosa, havendo divergéncia apenas na
prova do vermelho de metila; entretanto, en-
tre as amostras do Grupo II, wma também
dava a prova de VM negativa, assemelhan-
dosse completamente _a amostra-padrao.

Sorologia — O relacionamento sorolégico
entre as amostras isoladas do sulco gengival
humano estd apresentado na tabela IV.

O anti-sdro preparado com a amostra 0s2,
representativa do Grupo I, reagiu apenas
com as demais amostras do grupo.

O anti-sdro preparado com a amostra 3i3,
do Grupo II, aglutinou a amostra homologa
até a diluigdo 1:32 (100,0%) ; considerando
4 amostras representativas déste grupo, uma
nio foi aglutinada, duas foram aglutinadas
até a diluicio 1:8 (100,09%) e outra até
1:16 (100,0%), anotando-se que havia aglu-
linacio mais fraca (50,09) até a diluicdo
1:32. A amostra-padrio de R. dentocariosa
foi fortemente aglutinada até 1:8 e fraca-
mente aglutinada até 1:16. A amostra-pa-
drfio de O. viscosus nio foi aglutinada pelo
anti-séro 3i3. As amostras representativas
do Grupo TII deram aglutinagio de 50,0%
até a diluigdo 1:4.

O anti-sdbro 2s27, preparado com amostra
representativa do Grupo III, aglutinou 11
amostras do Grupo III, dando forte reagdo
de aglutinagiio (considerada 100,09 até a

TABELA IV

Reacdes cruzadas entre as bactérias filamentosas Gram positivas isoladas
do sulco gengival humano

Antisoros
Amostras 6s2 3i3 2527 0. wiscosus
Grupo I Grupo IT Grupo III ATCC 15987
Grupoe I +4+ (1:32) - - -
_ ++ (1:8) _ _
Grupo II + (1:32)
++ (1:16
Grupo III = + (1:4) ++ (1:32) + 215;’;
0. viscosus ++ (1:8)
_ - + 4 : 3
ATCC 15987 + (1:16) (1:32)
R. dentocariosa _ ++ (1:8) _ _
W. 1311 + (1:16)
(++) indica 100,0% de aglutinacéo.

(+) indica 50,0% de aglutinacdo.
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diluicio 1:32 e aglutinou a amostra-padrio
de O. viscosus até a diluicio 1:16 (aglutina-
¢do considerada 50,0%). Néo houce reagio
com as amostras representativas do Grupo 11
e com a amostra-padrio de R. dentocariosa.

O anti-séro preparado com a amostra-pa-
drio de O. viscosus deu forte aglutinagio
(100,0%) com as amostras representativas
do Grupo III até a diluigio 1:16, enguanto
a aglutinagio considerada 50,0% foi obser-
vada até a diluigio 1:32. Nio houve aglu-
tinagio com as amosiras representativas do
Grupo 11 e com a amostra-palrio de R. den-
tocariosa.

Sintese de amilopecting — De 57 amos-
tras testadas, apenas as 4 amostras compo-
nentes do Grupo I, uma do Grupo II e
duas do Grupo III deram reagio negativa
com o id6do; 4 amostras do Grupo III deram
reagio intensa e comparavel ao padrdo de
Streptococcus sanguis, a qual foi atribuida
o valor (++).
com o iédo, uma reagio menos intensa, apa-
recendo a tonalidade marrom, atribuindo-se
entdo o valor (+) & discreta capacidade de
sintese de amilopectina pelos microrganis-

As demais amostras deram,

mos.

Fig. 1 — Placa “in vitro” formada na superficie do capilar pela amostra de

Actinomyces viscosus (2827),

isolada do sulco gengival humano.

Ap6s quatro

passagens em caldo com sacarose (5,0%) havia deposicdo de abundante ma-
terial mucilaginoso.
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Formagio de placa “in vitro” — As amos-
tras do Grupe | nfo formaram placa “in
vitro”, apés 4 passagens sucessivas em meio
contendo 5,0% de sacarose. Apenas 3 amos-
tras do Grupo II (16 testadas) formaram
depdsito sdbre a superficie lisa do capilar.
De 48 amostras do Grupo III, cérca de 21
formaram placa “in vitro” (Figura 1). As
vézes, na primeira transferéncia, havia um
discreto depésito viscoso sdbre o capilar que
se desprendia da “bengala” nas transferén-
cias seguintes. As amosiras-padrio de O.
viscosus e R. denlocariosa ndo formaram de-

tragio de 1:1.000, com excegio das amos-
tras do Grupo 1.

Antibiograma — As amostras dos Gru-
dos II, IIT e a padrdo de R. dentocariosa
resistiram & polimixina B. Tédas as amos.
tras resistiram ao Acido nalidixico. Ape-
nas a amostra-padrdo de O. viscosus resistiu
a estreptomicina. De um modo geral, as
amostras foram consideradas sensiveis (halo
superior a 19 mm) ou moderadamente sensi-
veis (halo até 19 mm) aos diversos anti-
bidticos.

posito mucilaginoso séhre o capilar,

Sensibilidade o corantes — Os resultados
da sensibilidade das bactérias filamentosas,
isoladas do sulco gengival humano, as diver-
sas concentragbes de azul de metileno, verde
malaguita, fucsina e eosina estio expressos
na tabela V.

Apenas as amostras do Grupo II e a amos-
tra-padrio de R. dentocariosa cresceram na
presenga do azul de metileno (1:100.000).
Nesta concentragio de verde malaquita, ape-
nas a amostra-padrdo de R. dentocariosa
cresceu, ao contrario das amestras do Gru-
po I e da maioria das amostras dos Grupos
IT e III. Uniformemente, as amostras cres-
ceram na presenga da fucsina na concentra-
¢io 1:100.000, mas nfo resistiam & concen-
tragao de 1:10.000,
na as amoslras cresceram até a concentracio
1:10.000, embora nfo resistissem & concen-

Entretanto, com a eosl-

Caracterizagdo do polissacarideo extracelu-
lar — Foram infrutiferas as tentativas para
extrair polissacarideo das células pois, quan-
do eram tratadas com NaOH (0,2 N) ¢ pos-
teriormente recolhidas por centrifugacio, nio
aparecia qualquer precipitado pela adicdo de
etanol ao sobrenadante.

Entretanto, do sobrenadante do meio de
cultura, apés concentragio e dialise para
remover os contaminantes do meio nutritivo,
obtinha-se um precipitade branco com a
adi¢io de 3 volumes de etanol.

A dosagem de carboidratos lotais, pelo
método da antrona, revelou, no material ex-
traido da amostra-padrio de O. wviscosus,
cérca de 100,09% de carboidrato e, no mate-
rial da amostra 2527 havia aproximadamen-
te 90,09 de carboidrato.

A cromatografia do hidrolisado déstes po-
lissacarideos revelou manchas com Rf com-
paravel ao da frutose e ao da glicose.

TABELA V

Sensibilidade das bactérias filamentosas isoladas do sulco gengival humano a diversas
concentracdes de corantes

0. viscosus B, dentocariosa
Corantes Grupo r ] 3T I '
t: rupo I Grupo 1I Grupo IIT ATCC 15987 W. 1311
Azul metileno
105 - + (12/15) - - +
10—+ - -
Verde malaquita
10—6 + + (14/15) + - +
105 - - (12/15) - (16/19) +
Fucsing bdsica
10-5 + (2/4) + + + +
10—+ - ~ (14/15) - -
Eosina
1038 + + + + +
10—+ + + (14/15) + + +
10—3 + ~ (11/15) - (15/19) - -~

(+) crescimento do microrganismo.
(=) auséncia de crescimento.
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DISCUSSAO

Keves & col. ?? relataram que varias cria-
cbes de hamsters acumulavam depésito mu-
cilaginoso supra e subgengival, quando con-
sumiam uma dieta especial contendo elevada
concentragio de sacarose.

Os depositos (placa dental) estavam asso-
ciados a um quadro periodontal caracteri-
zado pela alterago do contbrno gengival,
migraciio apical da aderéncia epitelial, ero-
sio do cemento, inflamacio, bélsa periodon-
tal, alveoloclasia e mobilidade dos dentes ** *'.

O microrganismo predominante nas placas
era uma bactéria filamentosa, Gram positi-
va, nio alcool-dcido-resistente, ramificada e
essencialmente aerébia, com propriedades
bioquimicas e fisiolégicas semelhantes as da
Nocardia dentocariosus e a Nocardia salivae,
nio se assemelhando & Nocardia asteroides,
espécie-tipo do género Nocardia ™ **.  Como
o microrganismo tinha caracteristicas da fa-
milia Actinomycetacea, embora ndo pudesse
ser incluido nos géneros Nocardia ou Acti-
nomyces, Howert Jr. & col.'” sugeriram
género e espécie novos — Odontomyces vis-
cosus — para classificar a bactéria filamen-
tosa associada 3 doenca periodontal de hams-
ters, que aparecia quando consumiam dieta
rica em sacarose '".

Posteriormente, GEorG & col. ', atenden-
do & redefinicio do género Actinomyces, re-
comendada pelo “Subgroup on Taxonomy of
Microaerophilic Actinomyces”, sugeriram que
os microrganismos classificados como O. vis-
cosus fdssem incluidos no género Actino-
myces (com a nomenclatura 4. viscosus) que
incluiria também microrganismos filamento-
sos catalase positivos.

Nao ha divida de que, entre as 808 co-
lonias isoladas de 4 pacientes formadores
de tartaro, muitas eram de bactérias fila-
mentosas com caracteristicas morfolégicas e
bioquimicas semelhantes as do Actinomyces
viscosus, originalmente isolado de roedores
com doenca periodontal.

A ocorréncia de bactérias filamentosas se-
melhantes ao “microrganismo dos hamsters”
fora inicialmente sugerida por SNYDER &
col. 3, em 1967, empregando a técnica indi-
rveta de imunofluorescéncia, quando procura-
vam identificar as bactérias filamentosas da
placa dental.

Mais recentemente, quando se desenvolvia a
presente investigagio, GERENCSER & Srack *?
relataram o isolamento de actinomicetos de
varias fontes humanas (cavidade oral, escar-
vo, eic.), muito semelhantes ao “microrga-

nismo dos hamsters”; como as culturas de
origem humana {6ssem semelhantes as dos
roedores, na morfologia, tipo respiratorio,
reagbes bioquimicas e composi¢io da parede
celular, tddas foram classificadas como 4.
vISCOSUS.

De maneira semelhante, as amostras do
Grupo IIT, identificadas como A. wviscosus,
apresentaram comportamento fisiolégico e
bioquimico semelhante ao da amostra iso-
lada de hamster (ATCC 15987), com ela
apresentando ainda semelhanga morfologica
e certo relacionamento soroldgico, conforme
mostram as Tabelas I, 11, 11l e ITV. A diver-
géncia quanto a ndo redugio do nitrito e
quanto ao crescimento da amostra-padréo
em meio com 6,59 de cloreto de sbdio pa-
rece irrelevante, considerando o nimero de
provas concordantes, mesmo porque, entre as
amostras isoladas do sulco gengival humano,
uma também nfo reduziu nitrito.

A comparagio do comportamento destas
amostras isoladas do sulco gengival humano
com o de 62 amostras isoladas de hamsters,
descrito por Howern Jr. & Jorpan ', mos-
tra alguns pontos de discordancia que pode-
rdo ser explicados pela diferenca das técni-
cas empregadas: as amostras dos hamsters
rfo fermentavam glicerol e arabinose, néo
reduziam nitrato a mnitrito, nem cresciam
em meio contendo 4,09% de cloreto de so-
dio. A infludncia do método empregado sb-
bre os resultados do bioquimismo bacteriano
estéd documentada no proprio trabalho de
HowerL Jr. & JomrDAN **, cujas amostras néo
reduziam nitrato a nitrito, quando culliva-
das em meio de Loglicolato com 20,0% de
infusdo de cavalo e 0,1% de nitrato de po-
tassio. Entrelanto, de 23 amostras, 11 redu-
ziram nitrato, quando cultivadas no meio de
Howerr Jr. & PN ' para Actinomyces.
No presente trabalho foi também pesquisada
a redugiio do nitrato a niirito em caldo Bl
com 0,5% de glicose, anotando-se resulta-
dos negativos mesmo para as amoslras que
se apresentavam redutoras do nitrato, quan-
do cultivadas no caldo Bl sem glicose. O
abaixamento do pH pelas amostras na pre-
senca da glicose e da arabinose, ndo foi
igual ou superior a 1, mas a fermentagio
foi considerada positiva, atendendo ao crité-
rio do preseate lrabalho; aplicando-se, po-
vém, o critério de Howerr Jr. & Jomrpan *,
estas amoslras seriam consideradas nio fer-
mentadoras do glicerol e da arabinose.

O género Rothia foi criado por GEorc &
Brown 1, dentro da familia Aectinomyceta-
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ceae, para classificar certo microrganismo
anteriormente conhecido como Aciinomyces
dentocariosus **, Nocardia dentocariosus?® e
Nocardia salivae ®,

Brown & col.' estudaram 50 amostras
de R. dentocariosa isoladas de varias fontes
(carie, escarrn, ovo-favinge, sangue, urina,
etc.), empregando 28 diferentes testes, numa
tentativa de selecionar um esquema pratico
e rapido para diferenciar Rothie de Actino-
myces e Nocardia. Toddas as amostras eram
catalase positivas, reduziam nitrato e nitrito,
hidrolisavam esculina, fermentavam glicose,
sacarose, maltose, salicina e glicerol.

As amostras do Grupo Il eram semelhan-
tes & amostra-padrdo de R. deniocariosa na
morfologia, [isiologia e bioguimica e apresen-
tavam também certo relacionamento sorolé-
gico, de modo a sugerir a classificaciio das
17 amostras como R. dentocariosa. O com-
portamento bioquimico destas amostras foi
muito semelhante ao das amostras estudadas
por BrowN & col.* inclusive na auséncia
de hidrolise da gelatina. De maneira seme-
lhante, os resultados obtidos no presente tra-
balho discordam dos relatados por Roru &
Trurn ** e Howerr Jr. & Jorpan ™,

Por outro lado, os resultados agora rela-
tados nflo permitem dar muita énfase i re-
dugéio do nitrito como prova diferencial en-
tre Rothia e Actinomyces (Odontomyces)
viscosus, conforme sugeriram Brown & col. .
A amostra-padrio de 4. viscosus, isolada de
hamster, nido reduziu nitrito no trabalho de
Howrrr Jr. & Jorpan ', como também na
presente investigaciio. As amostras de 4.
viscosus, isoladas do sulco gengival humano,
reduziram nitrito empregando-se a técnica
recomendada por BrowN & col. !, pela qual
os microrganismos eram cultivados em “Tryp-
ticase-Soy-Broth”, adicionado de 0,019% de
nitrito de potissio.

O relacionamento sorolégico das amostras
do Grupo 1I (Rothia) com as do Grupo III
(Actinomyces), revelado pela aglutinagio
das amostras 1'eprcsentativas de 4. VISCOSUS,
de origem humana, com o antiséro 3i3, até
a diluigao 1:4 (100,09), poderd ser expli-
cado pela presenca de anligenos comuns 2
familia Actinomycetaceae, onde estdo coloca-
dos os géneros Rothic e Actinomyces (Odon-
tomyces). Segundo Srack & col. **, as téc-
nicas comuns de sorologia ndo permitiam
caracterizar 2s microrganismos [ilamentosos
da cavidade oral, objetivo que, posteriormen-
te, seria atingido com a introducio da difu-
sdo em gel e da imunofluorescéncia.

Como as amostras de Actinomyces e Ro-
thie foram isoladas do sulco gengival huma-
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no em placas de 4agar-infusio, inoculadas
com aliquotas de dilui¢bes elevadas do ma-
terial (107 ou 10%), pode-se colocar estas
bactérias filamentosas entre os microrganis-
mos mais numerosos do sulco gengival de
pacientes formadores de tartaro, segundo o
critério de GisBons & col.®.

O isolamento de Actinomyces viscosus e
Rothia dentocariosa no presente trabalho,
céreca de 12 X 10%/g de material, mostra
que a ocorréncia déstes microrganismos é
comparavel ao de Fusobacterium e Bacte-
roides-mielaninogenicus-no-sulco--gengival -de
pacientes com doenga periodontal #°,

Revelada a ocorréncia de Actinomyces
viscosus na cavidade oral humana e conside-
rando a importancia destas bactérias para
n mecanismo de agressio ao periodonto de
roedores (Cricetus auratus), compreende-se
que seja necessdrio um levantamento de sua
distribuicAo nos varios nichos da béca (lin-
gua, placa e sulco gengival), com a finali-
dade de caracterizar tais microrganismos
como anfibiontes da cavidade oral humana.

Evidentemente, para alender a éste inte-
résse da ecologia oral, serd necessario exa-
minar maior nimero de pacientes e varias
areas da cavidade oral de cada paciente, in-
vestigaglio que sera facilitada com o empré-
go de meios seletivos para os microrganismos
filamentosos.

Considerando os resultados agora apresen-
tados, sera interessante experimentar os co-
rantes nas concentragdes que permitiram o
crescimento das bactérias filamentosas (Acti-
nomyces e Rothia), por exemplo, eosina
(107* )ou fucsina (107%), com a finalidade
de analisar sua agfio impediente sébre outros
microrganismos colonizados nos varies nichos
da béca,

Os resultados néo sugerem o emprégo de
antibiéticos nos meios seletivos para Actino-
myces wviscosus e Rothia dentocariosa, pois
as amoslras isoladas do sulco gengival e as
amostras padr@o eram sensiveis aos diversos
antibidticos. A resisténcia da amostra-padriio
de O. viscosus & estreptomicina tem explica-
célo, pois é originaria da amostra “marcada”
pela resisténcia a &ste antibi6tico, usada em
trabalhos experimentais anteriores, para fa-
cilitar seu isolamento no material colhido
dos hamsters com doenga periodontal ' 19,

Nas condicbes experimentais déste traba-
lho, os microrganismos estavam presentes nas
diluigbes elevadas do malerial, mas é possi-
vel que, em outros nichos da béca, A. wvis-
cosus e Rothia sejam encontrados em niime-
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ro menor, a ponto de ndo aparecer nas pla:
cas semeadas com diluicdes elevadas do ma-
terial. Segundo MANDEL *, as bactérias fi-
lamentosas ocupam muito volume da placa
dental, porém ndo sfo os microrganismos
predominantes considerando o aspecto quan-
litativo da distribuicio dos grupos microbia-
nos no nicho.

O fato das amostras de A. viscosus e Rothia,
isoladas de pacientes, formarem placa “in
yitro” a partir da sacarose, tem muito signi-
ficado para o mecanismo de fixagdo dos mi-
crorganismos no sulco gengival, porque o
material mucilaginoso adere fortemente as
superficies lisas. Por outro lado, a capaci-
dade de formaciio de placa “in vitro” e a de
sintetizar amilopectina podem explicar a co-
lonizagio dos microrganismos no sulco gen-
gival e seu potencial de agressdo ao perio-
donto humano. Ratos alimentados com dieta
contendo 56,09 de sacarose apresentavam
abundante depdsito mucilaginoso sobre os
dentes e sbbre a margem gengival, provo-
cando lesdes de carie e alteragdo periodon-
tal caracterizada pela retragdo gengival, al-
veoloclasia e mobilidade dos dentes®. A
ocorréncia de microrganismos sintetizadores
de amilopectina na placa dental garante a
produgfo constante de Acidos orgénicos, pois
mesmo na auséncia de glicidios, os microrga-
nismos desdobram amilopectina  até acido

latico ™.

Nas condigbes experimentais do presente
trabalho, a amostra-padrido de Odontomyces
viscosus ndo formou placa “in vitro”. En-
tretanto, McCapse & col.?® mostraram que
as ‘amostras de O. viscosus (T-0 e HS-69),
anteriormente isoladas e caracterizadas por
HoweLt Jr. & col.?”, formavam placa na
superficie de um fio de aco, quando culti-
vadas em meio de tioglicolato contendo sa-
carose (5,09) e, principalmente, contendo
amido (5,0%). A formagio do depodsito in-
dependia da adi¢gio de mucina e a quanti-
dade formada era semelhante aquela formada
pela amosira de estreptococo CHT de ori-
gem humana, cariogénica para hamster, iso-
lada e caracterizada por ZINNER & col. *.

Apesar da cromatografia haver revelado a
presenca de glicose no hidrolisado dos polis-
sacarideos extraidos da amostra do hamster
e da amostra 2527 (origem humana), a pos-
sibilidade da presenga de dextrano foi afas-
tada, porque o material nio reagiu com o
séro anti-pneumococo tipo 1l (Difco), na
técnica de gel-difusdo (técnica de Ouchter-
lony). O sbéro empregado & comprovada-
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mente um soro anti-dextrano, usado por va-
rios Autores na caracterizagdo da natureza
quimica do polissacarideo extraido de es-
treptococos cariogénicos *.

Estes resultados sugerem que a capacidade
das amostras de A. viscosus formarem placa
“in viiro”, muito importante como potencial
de agressdo ao periodonto, merece oulros es-
tudos para elucidar pontos aparentemente
contraditérios, talvez provocados pela meto-
dologia empregada: no trabalho de McCaBE
& col. %5, as amostras de O. viscosus, iso-
ladas de roedores, formaram abundante pla-
ca “in vitro” e, posteriormente, HoweLL Jr.
& JORDAN ¥ caracterizaram o polissacarideo
das amostras T-6 e HS-69 como levano; no
presente trabalho a amostra-padrio de O.
viscosus nio formou placa “in vitro”, porém
do sobrenadante do meio com sacarose, onde
fora cultivado, foi extraido um polissacari-
deo caracterizado como levano, & semelhan-
ca do que ocorrera com a amostra 2s27, de
origem humana e capaz de formar placa
“in vitro”.

Isolation and characterization of Actinomyces
viscosus from the human gingival sulcus

From 4 patients selected as caleulus for-
mers, 808 colonies were isolated on enviched
Beef-Heart-Infusion (Difco) plates streaked
with high dilutions of gingival debris and
incubated in aerobic conditions.

About 106 isolates of Gram positive, cata-
lase positive filamentous bacteria were cha-
racterized by 40 separate tests. These hu-
man isolates have been classified as Actino-
meyces viscosus (0. viscosus) and Rothia den-
A. viscosus isolated from gingival
sulcus could not be distinguished from the
hamster strain (ATCC 15987) on the basis
of morphology and biochemical reactions
and they cross-react with an O. viscosus

(ATCC 15987) antiserum.

Human strains of A. viscosus differ from

tocariosa.

R. dentocariosa by hydrolyzing starch, being
acetoin-negative and by fermenting lactose,
galactose, inulin, arabinose, inositol and ra-
finose.

Most of the human strains of A. viscosus
formed abundant mucilaginous deposit (pla-
que “in vitro”) on the surface of a smooth
capillary, property which may explain their
colonization in the gingival sulcus.
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THE BEHAVIOUR OF CELLULASE IN SOIL

Adam Drozpowicz (1)

SUMMARY

Comexcial Aspergillus niger cellulase was introduced to various soils and its
fate was observed. The activity of cellulase as a whole system, cellulase (C) +
carboxymethylcellulase (Cy), may be found during 18-20 hr of incubation in
natural soil. Cy is completely inactivated during 18-20 hr in natural soil. A
fall of C, activity occurs also in autoclaved soil during the first 5 days of incuba-
tion and then low activity persists for approximately 40 days. Cy activity was
also reduced both in natural and autoclaved soil, but the decreasing rate is gradual
when compared with the inactivation of Ci. The general patterns of cellulase
inactivation are similar in various examined autoclaved soils. Some differences
were found between the rate of inactivation in the poorest in organic matter and
clay podsolic soil and in the other soils only.

INTRODUCTION

in natural soil, failed until now.

STUTZEN-

The first step in the decomposition of
cellulose is its conversion into a soluble deri-
vative. This step is necessarily exiracellular.
The decomposition occurs in laboratory con-
ditions mostly when the microorganism stays
close to the substrate and localizes the ex-
creted enzyme on its surface. The extra-
cellular bacterial cellulase adheres to the cell
wall of the cellulolytic microorganism but

fungal cellulolytic enzymes are also present
in the liquid in which the organism has
been grown.

believe that
the decomposition occurs in soil in similar
manner. The possibility exists that some
amounts of free cellulase are present in soil
solution. However, there is a lack of evi-
dence whether the free extracellular cellu-
lases are still active and participate in the
degradation of cellulose in soil.

There are some reasons to

To the best of my knowledge, no one
has yet managed to isolate {ree exoenzymes
from the soil. Even the attempts to deter-
mine the activity of free cellulase, directly

Paper presented on the Xth
1970,

(1) Divisdo de Microbiologia Geral do Instituto de

teur, 250 — Rio de Janeiro — Brasil,

International Congress for

BERG et al.” observed the carboxymethyl-
cellulase activity in extracts from the muni-
cipal composts very rich in cellulosic mate-
rials. We have found the carboxymethyl-
cellulase (Cy) but not cellulase (Ci) activity
in buffer and water extracts, from soils in-
cubated for 4 weeks with cellulose powder.
However, the water and buffer extracts from
nontreated soils, even with relatively high
cellulolytic power, did show
up free cellulase activity. The results ob-
tained by some Authors, e.g.® by using the
HormaNN’s * technique, did not elucidate
the problem of free cellulase activity mostly
because with this technique one is not able

usualy not

to differentiate between the action of free
cellulases and that of the growing cells.

The purpose of the present paper was to
find some information about the behaviour
of free cellulase in soil, by using a model
experiment: commercial Aspergillus niger cel-
lulase was introduced to the soil and its fate
was observed.

Microbiology, México, D.F., VIII,

Microbiologia da U.F.R.J., Avenida Pas-



18 DROZDOWICZ, A.

MATERIALS AND METHODS

Enzyme — Aspergillus niger cellulase, practi-
cal grade, produced by Sigma.

Cellulose — Sigmacell, microcrystalline cel-
lulose powder.

Carboxymethylcellulose — CMC of national
production, degree of substitution (D.S.)
of about 0.5.

Soils — No. 2: yellow red latosol; No. 3:
earthy red latosol, cerrado; No. 4: podsol;
No. 6: “terra roxa legitima” = lateric
Krasnozems; No. 6a: “terra roxa legitima”,
cerrado; soil A = No. 6, incubated for
3 weeks with lime; soil B = No. 6, in-
cubated for 3 weeks with cellulose powder.
Some characteristics of the soils are pre-
sented in Table I. The book, “Levanta-
mento de Reconhecimento dos Solos do Es-
tado de S@o Paulo” (1960) provides more
detailed pedological data.

Known amounts of cellulase were mixed
with the soil samples and then the enzyme
activity of that mixture was measured at
known time intervals.

Enzyme  solution — The cellulase was
suspended in distilled water. The 6.6%
suspension  prescrved  with  toluene  (2.09%

v/v) was used for most assays.

The necessity to use the fairly high en-
zyme concenlration was established in pre-
liminary tests: 1.5 ml of various concen-
trations of cellulase solution were mixed with
5.0 g samples of soils No. 4 and No. 6, in
order to determine the lowest detectable
concentration of the enzyme. The determi-
nations were performed Immediately after
the introduction of enzyme. It was found
that the cellulase (C;) activity was not de-
tectable both in soils No. 4 and No. 6, when
the concentration lower than 0.339% was
used. The carboxymethylcellulase (Ci) acti-
vity was detectable in soil No, 4 when 0.07%
solution, and in soil No. 6 when 0.339% so-
lution, were used. However, it was later
observed that, when the detectable but low
amounts of cellulase were used, significant
differences occured hetween parallel deter-
minations and confusing results were obtain-
ed during successive readings both for C,
and C activity. It was established that, in
our conditions, 6.6% was the minimal con-
centration which gave the replicable and re-
liable data, when our technique was used.

Incubation mixture — Air dried soil was
screened through 1.0 mm net. The 5.0 g
samples were placed in 50.0 ml. Erlenmayer
flasks, and mixed thoroughly (by use of
the glass rod) with 1.5 ml of the cellulase
solution, The flasks were plugged with cot-
ton plugs and incubated at room tempera-
ture in moisture chamber. Soil mixed with
1.5 ml of distilled water was used as control.
The water content of the incubated mixture
was about 50.0-60.09% of the soil water hold-
ing capacity, when 1.5 ml of liquid was
introduced. - The routine precautions were
observed to prevent the microbial contami-
nation, when autoclaved soil was wused.

Enzymatic assays — Cellulase activity
was measured both on cellulose powder (cel-
lulase activity, C;) and in carboxymethyl-
cellulose solution (CMC-ase activity, C.).

Cellulase (C;) activity determination —
0.5 g samples of incubated soil were mixed
with 10.0 ml of 1.0% cellulose suspension
in acidified distilled water (pH 4.5) and
incubated for 4 hr at 37°C. The control
contained 0.5 g of nontreated soil. At the
same time the activity of the cellulase solu-
tion was measured; 0.15 ml of enzyme solu-
tion, an equivalent of the cellulase amount,
present in 0.5 g of soil, was mixed with
cellulose suspension. After incubation the
reaction mixture was cooled, centrifuged and
reducing substances in supernatant were deter-
mined by use of Somogyi-Nelson technique.
The reducing sugar content was read from
a glucose calibration curve. The cellulase
activity was expressed as pg/ml of liberated
reducing substances.

Carboxymethylcellulase (C,) activity de-
termination — To determine the CMC-ase
activity the viscosimetric technique was em-
ployed. 1.0 g of the carboxymethylcellulose
was suspended in 100.0 ml of acidified dis-
tilled water and heated at 100°C. The solu-
tion was cooled, centrifuged at 1800 X g and
the supernatant was used for assays. The
0.1 g samples of soil, incubated with enzy-
me, were mixed with 5.0 ml of CMC solution
in test tubes and incubated for 1 hr at 37°C.
At the same time 0.03 ml of enzyme solution
was mixed with the substrate to determine
CMC-ase activity of the enzyme solution. The
conirol contained 0.1 g of nontreated soil.
The changes in viscosity were determined by
measurements of the outflow time of the
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solution, from calibrated pipette and expres-
sed in seconds or in per cent, in relation to
the outflow time of the nontreated solution
of carboxymethylcellulose.

Some modifications of the above described
technique were used in the introductory
tests, when the stability of water cellulase
solution and the effect of toluene on enzyme
activity, were examined. The 0.2% (w/v)
water solution of cellulase with and without
toluene (2.0% v/v) were kept in glass
flasks plugged with plastic plugs at room
temperature, for more than 130 days. The
reaction mixture for C; determination con-
tained 2.0 ml of enzyme solution in 20.0 ml
of 1.09% cellulose suspension, and 1.0 ml of
enzyme solution in 5.0 ml of 1.09% CMC for
C. determination. Adequate modifications
were included in the control system. The
measurements have been made at various
time intervals.

RESULTS
The stability of cellulase in water solution:

The results are shown on Figure 1. Both
components of cellulase demonstrated fairly
high stability in solutions with and without
toluene. Antiseptic preserved C, and Cq
activities on almost invariable level for 130

days. However, significant differences were
observed in behaviour of C; and Cs, in solu-
tion without toluene. Both factors lost gra-
dualy their activities: C, was completely
inactivated in 20 days while the CMC-ase
was active for more than 100 days, notwith-
standing the fact that symptoms of micro-
bial decomposition was observed in the so-
lution.

The inhibitory effect of toluene on enzy-
me activity was slight and rather transient.

The behaviour of cellulase in soil:

Figure 2 shows that cellulase (C.) is com-
pletely inactivated during 18-20 hr incuba-
tion in natural soil. A fall of C; activity
occurs also in autoclaved soil during first
5 days of incubation, and then low actitity
persists for approximately 40 days.

Carboxymethylcellulase (C) activity (Fi-
gure 3) was also reduced both in natural
and autoclaved soil, but the decreasing rate
is gradual when compared with the inacti-
vation of C;.

Figure 4 presents the rates of C; and Cq
inactivation expressed in comparable units,
as per cent of the initial activity. The dif-
ferences in the behaviour of both components
of cellulase are clear.

—— ENZYME SOLUTION (0.2 %)
ENZYME SOLUTION (0.2 2+ TOLUENE(2%)
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Fig. 1 — Cellulase activity in water solution.

Enzymatic assays were made as described

in text. The upper curves represent the Cx activity, expressed in seconds of outflow

time.

The curves in the center represent the C: activity, expressed as ug/ml of reducing

substances (R.S.) determined by Somogyi-Nelson technique and read from glucose cali-
bration curve.
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Table T summarizes the comparative infor-
mations about the behaviour of cellulase in
some chosen soils, Only autoclaved soils
were used in that experiment. C. behaves
in every soil in identical to soil No. 6 (see
Figure 3) and the data characterizing the
course of its inactivation are omitted from
the table. The general tendency in C; inacti-
vation is similar in various soils, and diffe-
rences may be found only between the rate
of inactivation in the poorest in organic
matter and clay soil No. 4 and in the other
ssoils,

160

I iy IS N S
- z ——  NATURAL SOIL
B S
S 0 S50 -~=- AUTOCLAVED SOIL
= “
s B S N ENZYME SOLUTION
PO

O 0B 17 18 24

Hours-~.____
0 8 16 24 32 40
DAYS

Fig. 2 — Cellulase (C.) activity in natural and

autoclaved soil. The curve in center presents
the course of inactivation during the first 24 hr
«©of incubation in natural soil. The upper line
presents the activity of 6.6¢, water solution of
«cellulase. R.S. = reducing substances, The assay
conditions are described in the text. The data
represent the mean of 2 experiments, each one
with 3 replications. Soil No. 6 was examined
in that experiment.

To clarify what abiotic factors are respon-
sible for the inactivation of cellulase in au-
toclaved soil, the effect of some adsorbents
and the influence of soil extracts on C, and
Cy activity were examined.

The effect of adsorbenis on cellulase activity:

The data on the effect of various insoluble
substrates on C; and C, activities are sum-

[
70 . —  NATURAL SOIL
g I AUTOCLAVED SOIL
S 7 S Y N ENZYME SOLUTION
Ly
z
~
3 20
&
3
280,
0
% 5 2 18 24 30 36 42
DAYS
Fig. 3 — Carbozymethylcellulase (Ca) activity

in natural and autoclaved soil. 'The outflow time

was measured at room temperature. Data re-

present the mean of two experiments, each one

with R replications. Three successive read-

ings were made for every determination of out-

flow time. Soil No. 6 was used in that expe-
riment.

TABLE I

The persistence of C activity in various soils (1)

Seil characteristic Preserved Ci — Activity — After days of
T N - Incubation: {in %, in relation to the enzyme
3 Organic . solution activity)
Q 2 .
n matter "C“};E’ ¢ (I{)I}f)) Texture l
/e 2
cont. % 0* 1 day / 5 days |20 days | 30 days | 40 days
Sandy clay
2 11.3 12.3 4.8 loam. 87 28 26 25 25 16
3 6.6 21.2 5.9 Clay soil 93 33 31 30 30 16
4 2.9 1.5 5.8 Sandy loam 96 83 38 35 35 35
6 121 12.0 6.0 Clay 88 31 25 25 24 16
6a. 7.6 1.6 5.3 Clay 93 35 25 25 25 16
10.9 12.0 7.5 Clay 87 30 25 24 24 16
14.4 12.0 57 Clay 84 30 22 20 16 16

(1) Autoclaved soils.
(2) Particles < 0.002 mm.
«*) Just after introduction of enzyme.
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—— C; IN NATURAL SOIL

100}
T, Cy IN AUTOCLAVED SOIL
o el === Cy IN NATURAL SOIL
! N G IN AUTOCLAVED SOIL
1 \
| A
60 | k

ACTIVITY IN 2 (IN RELATION TO INICIAL ACTIVITY)

40
201
0
DAYS
Fig. 4 — Comparison of inactivation rates of Ci
and C.. The indicators of activity are expressed

as per cent of the initial activity (at “O” time).

marized in Table 1I. All substrates, includ-
ing the inert sand, reduce to some degree the
cellulase activity. CMC-ase was not affected
by sand but the other substrates reduced its
activity.

Effect of soil extracts:

1000.0 g of soil No. 6 were mixed with
1000.0 ml of distilled water and left for 24
hr; 500.0 ml of the supernatant were fil-
trated through Seitz azbest filter (“cold”
extract) . The remaining soil suspension
was autoclaved for 15 min. and then filtered
(“warm” extract). The 6.6% cellulase sus-
pension was diluted 1:1 with the soil extracts.
The water diluted solution served as con-
trol. The enzyme solutions were incubated
with cellulose suspension and with CMC so-

The effect of

TABLE II

adsorbents on cellulase

activity (9

Preparation

C1 — Activity
(zg/ml of R.S.)

Cx —— Activity outflow
time in sec. (%)

Enzyme solution (2)

Ash (%)

30il organic matter (¥%)
Sand

Kaolinin

Charcoal

128
97
105
105
167
46

28
34
34
28
32
60

(1) Incubation mixture consisted of 5.0 g of adsorbent and 1.5 ml of cellulase solution.

Determinations were made after

ments ‘with soil.

24 hr incubation.

Enzymatic assay as

in experi-

(2) 0.15 ml of 6.69 cellulase solution for Ci: and 0.03 ml for Cx determination.

Soil No. 6 'was

procedures.

Outflow time of the control (nontreated 1.0%
incinerated.
The remains after treatment of soil No. 6

TABLE III

with HCI conc.,

CMC solution) 235 sec.

followed by washing

The effects of soil extracts on cellulase activity

Ci (M) Cx (%)
Enzyme dissolved R.S. pg/ml Outflow time in sec. (¥)
in:
24 hr (**%) 72 hr (¥*
*Cold” soil extract 68 82 35 32
“Warm” soil extract 69 81 35 33
Water 30 82 36 34

(1) Reaction mixture:
enzyme solution.

Outflow
Age of the extract.

10.0 ml of 1.0%

235 sec.

cellulose powder suspension + 0.3 ml of 3.3%

Reaction mixture: 5.0 ml of 1.0% CMC solution + 0.06 ml of 3.3% enzyme solution.
time of control:
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lution, Table TIIT presents the results. C,
was slightly inhibited by the 24 hr old en-
zyme solution in both extracts. The inhi-
bition was not detectable when 72 hr old
extract was used. C. was not affected by
the soil exlracts,

DISCUSSION

The activity of cellulase solution, intro-
duced into the soil, is detectable for some
period but it is decreasing with time. In
natural “soil the indetivation “eéan  he aftri-
buted either to the biodegradation of the
enzyme, or to the increasing rate of adsorp-
tion on soil constituents, or to the coopera-
tion of the biological and abiotic factors.

The inactivation in autoclaved soil is
caused only by the abiotic factors. It was
found in our preliminary lests that even a
short passage of enzyme solution through
a soil column reduced the C; activity of
15.09% and C, of 20.09% when soil No. 6 was
used and of 5.09% and 14.09% respectively
in soil No. 4. The time dependent rate of
inactivation suggests that enzyme is gradualy
trapped by soil organic matter or by mine-
rals crystal nets. The effect of adsorplion
on the action of cellulase was discussed by
Harriwery 2, ManpeLs & REESE ® and others.

The general patterns of cellulase inactiva-
tion are similar in various examined auto-
claved soils. Some differences were found
between poor in organic matter and clay soil
No. 4 and the other soils only. It seems that
organic matter and clay content is decisive
factor in the inactivation. Our model expe-
riment (Table II) indicated that the soil
ash affected cellulase activily stronger than
did the organic fraction.

Soil extract contains some inhibitors of
cellulase but the inhibitory effect is rather

slight.

The biodegradation of cellulase in water
solution, caused by the casual microflora,
occurs rather slowly, It is in agreement with
the observation of FrsTEnsTEIN', on the
relatively strong stability of cellulase. The
rise of the decomposition rate in natural soil,
in comparison with Llhis process in water
solution, supports the suggestion that an in-
teraction of biotic and abiotic factors occurs
in soil and accelerates the rate of hiodegra-
dation in natural soil conditions.

Many Authors indicate the differences
between the €, and C,. Liv & Kimng*
even suggested that C; may not be an enzy-
me in usual sense but only a factor altering
the native cellulose structure and making the
cellulose more susceptible for enzymatic hy-
drolysis. This study has shown significant
differences in behaviour of both components
of cellulase in soil. The factor C; seems
more susceptible to inactivation than the C,.
However, the inactivation of the first factor
determines the inactivation of the cellulase
as a whole,

The activity of cellulase as a whole systems
(Ce + C1) may be found in natural soil
during approximately 20 hr after introduc-
tion. During 20 hr, a significant decompo-
sition of cellulose may be obtained “in vitro”
by use of the fungal cellulase.

The results of this study, in which model
system has been employed, are not sufficient
to conclude about the behaviour and hole
of free cellulase in natural soil. However,
no one may exclude the possibility that not
only growing cells, but also the exoenzyme,
excreted mainly by the fungi into soil solu-
tion, can participate in the biodegradation
of cellulose in natural environments,

RESUMO
O comportamento da celulase no solo

Celulase comercial de Aspergillus niger foi
introduzida em vérios solos e seu destino
foi observado. A atividade da celulase como
um sistema global, Celulase (C;) + Carbo-
ximetilcelulase (C,), pode ser encontrada du-
rante 18 a 20 h de incubaciio, no solo na-
tural. C; é completamente inativada duran-
te 18 a 20 h, no solo natural. Uma queda
na atividade de C; ocorre também em solo
autoclavado, durante os primeiros 5 dias de
incubacfo e entfo, baixa atividade persiste
por aproximadamente 40 dias. A atividade
de C. é também reduzida tanto no solo na-
tural como no autoclavado, porém a taxa
de decréscimo é gradual quando comparada
com a inativagio de Cy. Os padres gerais
de Inativagio da celulase sio semelhantes
em varios solos autoclavados examinados,
Algumas diferencas foram encontradas sd-
mente entre a taxa de inativacio mno solo
podzélico mais pobre em matéria organica
e argila, e os outros solos,



CELLULASE IN SOIL 23

ACKNOWLEDGMENTS

The Author wishes to express gratefull
acknowledgment 1o “Conselho Nacional de
Pesquisas” and Ford Foundation for their
finnancial support.

REFERENCES

1. FESTENSTEIN, G. N. — Cellulolytic enzy-
mes from sheeprumen liquor micro-organisms.
Biochem. J., 69:562-567, 1958.

2. HALLIWELL, G. — The action of cellulo-
lytic enzymes from Myrothecium verrucaria.
Biochem. J., 79:183-192, 1961.

3. HOFMANN, E. — Enzymreaktionen und ihre
Bedeutung fiir Bestimmung der Bodenfrucht-
barkeit., Z. Pjflanzenerniihy. Diing. Bodenk,
56:68-72, 1952.

LIU, T. H. & KING, K. W. — Fragmenta-
tion during enzymatic digestion of cellulose.
Arch. Biochem., 120:462-464, 1967.

MANDELS, M. & REESE, E. T. — Inhibition
of cellulases and glucosidades. In: REESE,
E. T, ed. — Adv. Hydrolysis of Cellulose

and related Materials. Oxford, Pergamon
Press., 1963. pp. 115-151.

RAWALD, W. — Uber Zelluloseabbauinten-
sitdt, Vorkommen zellulosezerstérender Mi-
kroorganismen und Zellulaseaktivitdt in
einigen Wald-und Ackerbdden. Tagungsber.
Deutch. Ak. Landwirtschaftwissenschaften,
98:171-179, 1968.

STUTZENBERG, F. J.; KAUFMAN, A. J. &
LOSSIN, R. D. — Cellulolytic activity in
municipal sclid waste composting. Canad. J.
Microbiol., 16:553-560, 1970.

Recebido para publicacfo em 23-11-1970.






Rev. Microbiol.
2(1):25-27, janeiro-marco, 1971

NiVEIS DE SENSIBILIDADE

“IN VITRO”

DE MYCOBACTERIUM

TUBERCULOSIS A GENTAMICINA E OUTRGS AMINOGLICOSIDEOS

Paulo Pinto GonTiJo Filho (1), Mécia Nunes de AREDE (2) e Ttalo Suassuna ()

RESUMO

Foi avaliada “in vitro” a sensibilidade de 100 amostras de Mycobacterium
wberculosis a um ndvo antibidtico do grupo dos aminoglicosideos, a gentamicina,
e comparada a outros antibiéticos do mesmo grupo e a isoniazida.

De um modo geral, um alto nivel de resisténcia foi observado em relacéo
a todos os antimicrobianos investigados: gentamicina (71,09%) ; estreptomicina
(51,0%) ; kanamicina (10,0%); isoniazida (43,0%).

As diferencas entre os resultados obtidos, apreciados pelo teste do XZ, reve-
laram resistdncia cruzada em nivel altamente significativo entre gentamicina e
estreptomicina e falta de correlagio de resisténcia entre gentamicina e kana-

micina.

Os resultados obtidos “in vitro”, independentemente de consideragbes farma-
colégicas, contraindicam o emprégo da gentamicina, principalmente na terapéu-
tica de quadros provocados por amosiras resistentes a estreptomicina.

INTRODUCAO

A resisténcia do Mycobacterium  tuber-
culosis aos quimioterapicos e antibidticos uti-
lizados no tratamento da tuberculose repre-
senta uma das principais barreiras a erradi-
cagiio desta enfermidade. Como conseqiién-
cia, a terapdutica é realizada com duas ou
mais drogas, distribuidas em medicamentos
de primeira linha (esireptomicina, isoniazida
e 4cido p-amino-salicilico) e agentes antimi-
crobianos de reserva. A gentamicina, um
ndévo antibidtico de largo espectro, do grupo
dos aminoglicosideos, que vem apresentando
4timos resultados no tratamento de infecgdes
urinarias » ¢, é avaliado “in vitro”, em re-
lagio & sua atividade tuberculostatica. Ha
consideravel controvérsia quanto a sua efica-
cia em infecgbes pulmonares” e poucas in-
formaces sébre seu valor na tuberculose,
embora neste tultimo caso, antibidticos do
mesmo grupo, como a estreptomicina e kana-
micina, sejam de valor comprovado.

O presente relato refere uma avaliacio da
sensibilidade “in vitro” do Mycobacterium
tuberculosis 3 gentamicina, em comparagio
com os outros aminoglicosideos de uso tera-
péutico na tuberculose humana. Como in-
formacfo adicional, a sensibilidade das mes-
mas amosiras & isoniazida foi também ava-
liada.

MATERIAL E METODOS

Meio de cultura — Meio de Loewenstein-
Jensen sem fécula de batata.

Drogas e concentragées utilizadas — Gen-
tamicina (Garamicina-Schering): 1,5 e 10,0
pg/ml; estreplomicina  (Fontoura-Wyeth) :
2,0 e 4,0 pg/ml; kanamicina (Laborterapica
Bristol): 10,0 e 20,0 pg/ml e isoniazida
{Laboran): 0,1 e 0,2 pg/ml

Trabalho do Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de Microbiologia da Univer-

sidade ¥Federal do Rico de Janeiro.

(1) Auxiliar de Ensino do Instituto de Microbiologia da U.F.R.J., Rio de Janeiro, Brasil.
(2) Bolsista do Conselho de Pesquisas da U.F.R.J., Rio de Janeiro, Brasil. ’

(3) Professor Adjunto de Microbiologia e

Imunologia do Instituto de Microbiologia da U.F.R.J.

e Professor Catedratico de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Ciéncias Médicas

da U.E.G., Rio de Janeiro, Brasil.



26 GONTIJO F., P. P. & col.

Foram usadas 100 amostras de Mycobacte-
rium tuberculosis, fornecidas pelo Laboraté-
rio Central de Tuberculose e pelo Servigo de
Microbiologia e Imunologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas
da U.E.G., e a amostra tipo H37Rv, como
conlréle. As amostras derivadas de casos
clinicos correspondiam a isolamentos recen-
tes no Rio de Janeiro.

Para avaliagdo da atividade antimicrobia-
na foi empregado o método das proporgoes
de CANETTI & col.*, como adotado no Labo-
ratério Central de Tuberculose, Rio de Ja-
neiro, GB.

As leituras nos tubos contrdle e com as
drogas foram feitas ao fim de 4 e 6 se-
manas.

A apreciagio estatistica dos resuliados
obtidos foi [eita com o emprégo do teste

do X3,

RESULTADOS

Como mostra a Tabela I, para as culturas
examinadas, 71,0% das amostras revelaram
resistentes a gentamicina, 51,0% a estrepto-
micina e 10,0% a kanamicina. A isonia-
zida, com mecanismo de acfo sabidamente
diferente, demonstrou 43,09% de resisténcia.

A amostra de Mycobacterium tuberculosis
(H37Rv) empregada como contréle, quando
cultivada na presenca de 1,0, 5,0 e 10,0
pg/ml de gentamicina, no meio de Loewen-
stein-Jensen, apresentou as seguinles porcen-
tagens de células resistentes a éste antibio-
tico: 12,0%, 3,0% e 1,09%, respectivamente.

Foram consideradas como pouco sensiveis
aquelas amostras que se apresentaram sen-
siveis as concentragbes de 5,0 e/ou 10,0
pg/ml, embora nas concentragbes de 1,0
e 5,0 pg/ml tenha sido observada uma por-
centagem de células resistentes superior
aquela observada na amostra contrdle.

Em relagio as demais drogas, a mesma
conduta foi adotada empregando-se, no en-
tanto, os critérios de resisténcia propostos
por CaNeTTI & col.!, ou sejam: isoniazi-
da — 0,1 ug/ml (10,0%) e 0,2 pg/ml
{1,09%) ; estreptomicina — 2,0 pg/ml (50,0-
-100,0%) e 4,0 pg/ml (1,0%); kanamici-
na — 10,0 pg/ml (50,0-100,09) e 20,0
ug/ml (10,09%). TEstes Autores, entretanto,
consideram como sensiveis as amostras que
apresentam sensibilidade a concentracio mais
elevada da droga, embora apresentando re-
sisténcia a concenlragio mais baixa.

Na analise estatistica dos resultados obti-
dos com os aminoglicosideos, comparados en-
tre si, para avaliagio de resisténcia cruzada
entre os mesmos, foram obtidos os seguin-
tes resultados: gentamicina e estreptomicina
{(X* = 71,5) — as diferencas entre os va-
lores observados e os esperados nfio podem
ser explicados pelo acaso; gentamicina e
kanamicina (X* = 6,2) — as diferencas
entre os valores observados e os esperados
podem ser explicadas pelo acaso; estreptomi-
cina e kanamicina (X* = 8,1) — as dife-
rencas entre os valores observados e os es-
perados podem ser explicadas pelo acaso.

DISCUSSAO

Um dos empecilhos para que a tuberculo-
se seja curada pela medicacfo adequada com
as drogas de primeira linha é a falta de
sensibilidade bacteriana as mesmas. No Bra-
sil, por exemplo, é bastante conhecida a
gravidade da situagfo derivada do problema
da resisténcia bacteriana; os resultados obti-
dos neste trabalho vém confirmar o fato co-
mentado. [oi observada, como mostra a Ta-
bela I, uma alta porcentagem de resisténcia
aos dois medicamentos anti-tuberculosos mais
importantes — isoniazida (43,09% )e estrep-
tomicina {51,09%).

TABELA I

Sensibilidade “in vitro” do Mycobacterium tuberculosis aos aminoglicosideos
Yy

Grau de resisténcia (9)
= Total das
Drogas -
Sensivel Pouco sensivel Resistente amostras
Gentamicina 10,0 19,0 71,0 1006,0
Estreptomicina 20,0 29,0 51,0 100,0
Kanamicina 73,0 17,0 10,0 100,0
Isoniazida 51,0 6,0 43,0 100,0
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A porcentagem de amostras resistentes a
gentamicina foi ainda mais elevada (71,0%) ;
19,09 demonstraram pouca sensibilidade e
somente 10,095 foram sensiveis. Portanto,
os resultados obtidos “in vitro” indicam pou-
ca eficiéncia da gentamicina sbbre o bacilo
da tuberculose, principalmente sbbre amos-
tras vesistentes a estreptomicina.

E conhecida a ocorréncia de uma resis
&ncia cruzada e unidirecional entre kana-
micina e estreptomicina; as amostras resis-
tentes 4 kanamicina sdo praticamente todas
resistentes A estreptomicina, mas, as que sdo
resistentes a eslreptomicina s@io muitas vézes
sensiveis 4 kanamicina. Isto fol observado
neste trabalho, onde para uma resisténcia
de 51,09 a estreptomicina encontramos
10,09 resistentes & kanamicina, Todas as
amostras resistentes a4 kanamicina também o
foram & eslreptomicina.

A anélise estatistica dos resultados, obti-
dos pelo teste do X?, veio revelar resisténcia
cruzada, altamente significativa (hipétese de
independéncia rejeitada ao nivel de 1,0%),
entre a estreplomicina e o ndvo antibiélico,
a gentamicina, confirmando-se, por outro la-
do, a ausénecia de resisténeia cruzada signifi-
cante enire kanamicina e estreptomicina, e
agora, igunalmente entre kanamicina e genta-
micina.

SUMMARY

“In vitro” sensitivity of Mycobacterium
tuberculosis o gentamycin and the other
aminoglycosides.

One hundred strains of Mycobacterium
tuberculosis, recently isolated in Rio de Ja-
neiro, were tested in order to evaluate their
“in vitro” sensitivity to the aminoglycosides.
Besides, the sensitivity to Isonicotinic acid
hydrazide (INH) was also determined.

A high frequency of resistant strains was
found in each case, in the order of 71.0%
for gentamycin; 51.0% for streptomycin;
10.09% for kanamycin and 43.09 for INH.

Differences of percentages of resistant
strains between gentamycin and streptomycin
were found not significant by the X* test
and, on the basis of the present “in vitro”
studies, regardless of pharmacological consi-
derations, there is no indication of the new
antibiotic deserving clinical trial as a secon-
dary choice as an anti-mycobacterial drug
for streptomycin resistant cases. On the
other hand, no cross resistance was found
between gentamycin and kanamycin.
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COMPARACAO DO MEIO DE RAPPAPGRT E DO MEIO DE TETRATIO-
NATO DE KAUFFMANN, EM DIVERSOS ESQUEMAS PARA ISOLAMENTO
DE SALMONELLA. ISOLAMENTO EVENTUAL DE SHIGELLA

Deise P. FaLcio (1) e Ttalo SuassuNa (2)

RESUMO

A partir de 148 espécimes, abrangendo fezes humanas, de animais, e amos-
tras comerciais de carne e figado, foi realizado um estudo comparativo entre os
meios de enriquecimento de Rappaport, ligeiramente modificado, e o caldo tetratio-
nato de Kauffmann. Désses dois meios, hem como por semeadura direta dos ma-
teriais examinados, foi realizada a cultura em cinco meios diferentes de isolamen-
to, correspondentes ao Agar-Verde Brilhante, Agar-5.8., Agar-Sulfito de Bismuto,
Agar-Xilose-Lisina-Verde Brilhante e Agar-Eosina-Azul de Metileno.

Na evidenciagio de 10 casos positivos para Salmonella, encontrados no ma-
terial examinado, o meio de Rappaport mostrou-se inferior ao meio de Kauffmann,
embora demonstrasse maior poder inibidor para os microrganismos coliformes e
Proteus. Dos meios de isolamento, maior eficicia foi observada com o Agar-Verde
Brilhante ¢ o Agar-S.S. que, nesse propésito, superaram o Agar-Xilose-Lisina-Verde
Brilhante, de introdugio mais recente. Todavia, o nimero total de isolamentos
de Salmonella s6 foi atingido com o uso combinado dos caldos de enriquecimento
de Kauffmann e de Rappaport semeados em Agar-Verde Brilhante, dispensando-se
o emprégo da semeadura primaria, que revelou Salmonells em menos da metade
dos casos, todos éles positivos no enriquecimento.

INTRODUCAO

Fm trabalhos anteriores ' ** ** realizamos
experiéncias sébre a capacidade seletiva do
meio de RappaporT & col.*% ¢ destinado
ao isolamento de Salmonelle e inibigdo de
outros géneros de Enterobacteriaceae. Resul-
tados conflituosos obtidos por diversos Auto-
res foram discutidos, demonstrando-se que o
decréscimo da concentragio do cloreto de
magnésio, incluido no meio de RaPPAPORT,
fornece resultados mais favoraveis para o
crescimento de diversas amostras de Salmo-
nella, cujo crescimento fora inibido no meio
de composigio original **.

Por outro lado, meios de enriquecimento,
baseados no emprége da modificagdo pro-
posta por KaurFmann *> 2, bem como os

Parte da tese de doutoramento apresentada

Araraquara, S&o Paulo, Brasil.
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meios que utilizam o selenito *, sdo aquéles
que, aparentemente, tém tido o mais amplo
emprégo para o enriquecimento de Salmo-
nelle. Com &sse propodsito os meios com te-
trationato foram considerados satisfatorios
em numerosas investigagbes * 1% =0 6 25
38, 42, 51 yegsalvada a sua menor
para o isolamento de Salmonella typhi™
Um menor ntmero de Autores® '™ justi-
fica o emprégo dos meios & base de selenito
como adequados ao propésito. Nas investi-
gacbes de Costa & col.? o caldo tetratio-
nato, segundo Kaurrmany, foi nitidamente
superior ao caldo selenito I, para o enrique-
cimento de Salmonelle. Em todos os casos
porém, tém sido apontados defeitos em um

eficacia

25 2
25, 26
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ou outro désses meios e sfo igualmente nu-
merosas as modificagbes que tém sido pro-
postas no sentido de corrigir algumas dessas
defiCiénCIaS 6, 15, 21, 22 29, 36Y 40, 41, 46, 49, 53, 54'
Particularmente importantes parecem as evi-
déncias de que a eficacia désses meios pode
ser influenciada pelas condiges em que sfio
postos em uso, alterando-se os resultados obti-
dos de acoérdo com a composicio quimica
e bacteriana das fezes > ™47 45 5 qualida-
de dos ingredientes bésicos utilizados 2 0. 4+
e o pH resultante do indculo *%, o que obriga
a sua avaliagio em condigbes reais de uso,
para o propésito a que se destinam.

No relativo a meios seletivo-indicadores,
destinados ao isolamento, os principais e
admitidamente classicos, foram examinados
e discutidos por CosTa & col.?, sendo de
mencionar, no entanto, a introdugdo mais
recente dos meios Indicadores com xilose e
lisina, descritos por TaYLor ®2. Désses meios
cumpre referir o Agar-S.S., hd muito des-
tacado por alguns investigadores * 3% 39 mas
cuja insuficiéncia tem sido relatada em al-
gumas oportunidades > % *%, Nas observagdes
de Costa & col.” foi o meio que mostrou
a maior fregiiéncia de isolamentos, embora
em porcentual relativamente baixo sbbre o
total de possibilidades, o que parece corres-
ponder a um achado habitual em investiga-
¢bes sbbre a eficicia de meios destinados ao
isolamento  de  Saelmonella. O Agar-Sulfito
de Bismuto é considerado o meio classico
para o isolamento de S. typht % %20 pres.
tando-se, entretanto, para o isolamento de
outros sorotipos % #% *3,  Em muitas oportu-
nidades, e para a maioria dos tipos sorolé-
gicos de Salmonella, o Agar-Verde Brilhante
tem sido o meio preferido 2 1 16, 40, 51, 53, 54

Os melos selelivo-indicadores acima refe-
ridos nfio s6 possuem substincias destinadas
a inibi¢io da chamada flora coliforme, como
também indicam as colénias potencialmente
pertencentes ao género Salmonelle pela sua
incapacidade de fermentarem a lactose in-
cluida nos meios. A ésse respeito uma gran-
de perturbagfo é derivada da presenca de
germes do género Proteus que, além de néo
fermentarem a lactose, confundindo-se com
as colonias de Salmonella ®2, beneficiam-se
igualmente dos mesmos mecanismos seletivos
para Salmonella (Suassuna, I. — Tese, Uni-
versidade Federal do Rio de Janeiro, 1963).
Por ésse motivo parece promissora a introdu-
¢ho do Agar-Xilose-Lisina-Verde Brilthante,
inspirado em outro mecanismo de indicacio
e que mostrou hoa capacidade de diferen-
ciagdo das colonias de Proteus e Salmonella,
em experiéncias prévias com culturas puras

(Suassuna, I. & col. — dados ndo publi-
cados).

Considerando os aspectos sumariamente
revistos acima, e tendo em conta a introdu-
¢do do meio de RaprarorT, com ligeira al-
teragdo do teor do seu ingrediente basico, o
cloreto de magnésio *2, no presente trabalho
faz-se um estudo de sua eficicia em compa-
ragio com o caldo tetrationato de KAurrmany,
cada um déles combinado a cinco diversos
meios diferenciais para o isolamento. Estes
Gltimos foram utilizados para o plantio pri-
mario,.sem. enriguecimento.-do. material--exa-
minado. Além dos meios acima discutidos
foi empregado para propésito de compara-
¢do, o Agar-Fosina-Azul de Metileno, reco-
nhecido pela sua pouca seletividade °.

MATERIAL E METODOS

Meios de Cultura — O caldo de enrique-
cimento de Rappaport & col. *%, modificado,
seguiu as instrugbes anteriormente detalha-
das™ e o caldo telrationato, modificado, foi
preparado a partir do “Tetrathionate Broth
Base” Difco ' adicionado de 10,0 ml de
solucio de verde brilhante a 0,19 para
cada litro de meio.

Os meios para isolamento corresponde-
ram a:

EMB.: “EM.B. Agar”, Difco', Agar-Fo-
sina-Azul de Metileno;

S.S.: “S.3. Agar”, Difco *°, Agar-S.S.;
V.B.: “Brilliant Green Agar”, Difco 0,
Agar-Verde Brilhante;

B.S.: “Bismuth Sulfite Agar”, Difco?,
Agar-Sulfito de Bismuto;

X.L.: Agar-Xilose-Lisina-Verde  Brilhan-
te **, preparado de acordo com as
indicag¢bes do autor.

Material examinado — Correspondem a

47 amostras de fezes humanas, 51 de fezes
de animais e 50 amostras de alimentos de
origem animal obtidas no mercado, abran-
gendo carne moida e figado, perfazendo o
total de 148 espécimes.

Técnica de execugdo — Os espécimes fe-
cais imediatamente, ou no maximo até 2
horas apos a colheita, foram semeados em
5,0 ml de solucio conservadora de TEAGUE
& CrurMaN ', em 5,0 ml de caldo modi-
ficado de RaprrarorT e em 10,0 ml do cal-
do tetrationato.
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A partir da solugfo conservadora, o ma-
terial foi imediatamente semeado nos meios
indicadores (plantio primario) e os meios
de enrigquecimento foram incubados a 37°C,
durante 24 h, antes de igualmente semea-
dos nos meios de isolamento.

As amostras de carne ou figado foram
préviamente trituradas em condicbes de as-
sepsia e misturadas com solucio salina na
proporgio de 10,0% (volume/volume). A
mistura era deixada sedimentar por alguns
minutos e a partir do sobrenadante, proce-
dia-se como para os espécimes de fezes.

Cada material examinado foi assim sub-
metido a um plantio primario e a dois pro-
cessos de enriguecimento, sendo em cada
caso, semeado em cinco meios diferenciais
perfazendo 15 esquemas diversos de isola
mento.

Os meios de isolamento foram examinados
apés 24 h de incubagio a 37°C, fazen-
do-se a contagem com a melhor aproxima-
cio possivel do néimero relativo de colonias
pertencentes a germes coliformes, Proteus ou
grupos patogénicos (Salmonella ou Shigella),
definidos inicial ou posteriormente.

A triagem das coldnias suspeitas foi reali-
zada no meio de triplice-agicar modificado
por BARACCHINE®, e a confirmagio de Sal-
monella ou Shigella realizada com uma série
de provas bioquimicas convencionais * e tes-
tes sorologicos recomendados .

RESULTADOS

Dos 148 espécimes examinados foram iso-
ladas salmonelas em 10 casos, corresponden-
do a 3 coproculturas humanas, 3 coprocultu-
ras de animais e 4 amostras de figado de
porco, de acérdo com o apresentado na Ta-
bela I. As salmonelas isoladas correspon-
deram aos sorotipos: S. anatum, 7; S. derby,
2; S. daytona, 1. De acdrdo com a Tabe-
la I, nesses 10 materiais, o plantio primario
em meios seletivo-indicadores revelou a pre-
senca de Salmonella em 4 oportunidades. A
semeadura em meio de RAPPAPORT revelou
6 resultados positivos correspondenies a 2
casos adicionais sdbre os revelados no plan-
tio primario. TFinalmente, 8 casos positivos
foram obtidos com o caldo tetrationato, o
qual por si sb, revelou 4 casos ndo demons-
trados pela semeadura direta ou pelo meio
de RappPaPORT, mas deixou de acusar 2 ca-
s0s demonstrados através do RAPPAPORT, sen-
do um désses também indicado no plantio
primario. Considerando-se que nos 10 exa-
mes positivos para Salmonella, em cada caso

foram semeados 5 meios de isolamento, hou-
ve 50 oportunidades de isolamento désses mi-
crorganismos, seja através do plantio pri-
mério, seja apds passagem em cada um dos
caldos para enriquecimento utilizados. ~As-
sim, face a 50 possibilidades te6ricas admiti-
das, as salmonelas foram 33 vézes obtidas
por passagem em tetrationato, 21 vézes ap0s
o RAPPAPORT e apenas 4 vézes quando ndo
submetidas a enriquecimento.

Por outro lado, nos 10 espécimes positi-
vos, através da sua repartigiio pelos processos
de semeadura direta, enriquecimento em te-
trationato e enriquecimento em meio de Ra-
PPAPORT, houve 30 oportunidades para iso-
lamento de Salmonelle em cada um dos
meios indicadores utilizados, verificando-se
que o Agar-Verde Brilhante demonstrou sal-
monela em 16 dessas oportunidades, o Agar-
S.S. em 13; o Agar-Xilose-Lisina, em 11;
o Agar-Eosina-Azul de Metileno em 10; o
Agar-Sulfito de Bismulo em 8. Em 4 isola-
mentos obtidos no plantio primario ¢ em uma
ocasifio apds enriquecimento no meio de
RAPPAPORT, apenas um dos meios seletivo-in-
dicadores revelou a presenga de Selmonella,
o que ocorren duas vézes com o Agar-Verde
Brilhante ¢ uma vez cada com o Agar-S.S.
e o Agar-Sulfito de Bismuto (Tabela I).
Analisando a eficacia da combinacdo dos
meios de enriquecimento com os meios sele-
tivo-indicadores empregados, os 15 esquemas
tedricamente possiveis para o isolamento re-
velaram os resultados condensados na Ta-
hela II. O total de isolamentos teria sido
atingido com o emprégo de apenas dois es-
quemas: enriquecimento em tetrationato e
em RaPPAPORT ¢ semeadura em Agar-Verde
Brilhante em ambos os casos.

Nos 47 casos em que fol realizada copro-
cultura, foram isoladas 6 Shigella, corres-
pondendo a Sh. flexneri (4) e Sh. sonnei
(duas). Em todos os casos as shigelas fo-
ram obtidas no plantio primario destacada-
mente através do Agar-S.S. e de Agar-Fosi-
na-Azul de Metileno, todavia, em 3 vézes, o
isolamento foi também observado apds pas-
sagem no meio de RaPPaPORT. As condi-
coes de isolamento dessas amostras de Shi-
gella estio reunidas na Tabela I1I.

Da avaliacio realizada sébre a proporgio
relativa do crescimento de Proteus e colifor-
mes nos meios seletivo-indicadores, compa-
rando-se o plantio primério com o obtido,
apbs o enriquecimento nos dois meios estu-
dados, pdde ser observada grosseiramente
uma redugiio de germes coliformes de ordem
de quase 1,5 vézes, apds passagem em meio
com tetrationato e reducio de quase duas
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TABELA I
Distribuicdo dos achados positivos para Salmonella, de acoérdo com os esquemas de
isolamento estudados
Isolamento
° e e e e e
No de Espécime )
Ordem Plantio primario Tetrationato Rappaport
1 Fezes humanas VB VB VB
SS SN
XL XL
EMB EMB
2 Fezes humanasg VB VB vB
SS
XL
EMB
3 Fezes humanas SS VB VB
SS SS
XL
EMB
BS
4 Fezes de pato VB
33
XL
EMB
5 Fezes de cachorro VB
EMB
6 Fezes de ema VB
SS
XL
EMB
BS
7 Figado de porco VB
SS
XL
EMB
BS
; VB
8 Figado de porco
& P BN
XL
EMB
BS
9 Figado de porco BS VB
SS
XL
EMB
BS
10 Figado de porco VB VB
S8 Ss
XL XL
BS BS
E.M.B. — Agar-Eosina-Azul de Metileno, B.S. — Agar-Sulfito de Bismuto,
S.8. — Agar-8.8. X.L. — Agar-Xilose-Lisina-Verde Brilhante.
V.B. ~— Agar-Verde Brilhante.

vézes, apds passagem em RAPPAPORT. Em
relagio aos proteus, o meio com tetrationato
aumentou de 2,5 vézes o n(mero de isola-
mentos, enquanto o meio de RAPPAPORT re-
duziu & metade o wniimero de Proteus iso-
lados.

DISCUSSAO

‘mbora o carater limitado da presente in-
vestigagio ndo permita amplas generaliza-
¢oes, o destaque que t8m merecido alguns
dos meios classicamente utilizados no isola-
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mento de Salmonella nfo parece comprome-
tido por algumas das aquisicbes mais recen-
tes. Isto é particularmente verdadeiro quan-
to ao caldo letrationato modificado por
KAUFFMANN 25 20 e o Agar-Verde-Brilhante

TABELA II

Resultados segundo os esguemas de isolamento,
em 10 espécimes positivos para Salmonella

Enrigquecimento Isolamento N.o positivo

Tetrationato VB
EMB 8
SS 7
XL 7
BS 4
Rappaport VB
SS
XL
EMB
BS

Nenhum vB 2
SN 1

BS 1

=
w

Agar-Eosina-Azul de Metileno.
Agar-S.S.

Agar-Verde Brilhante.

Agar-Sulfito de Bismuto.

. —. Agar-Xilose-Lisina-Verde Brilhante.

®w<
Fnw Rz

SALMONELLA 33

de KrisTEnseN & col.** em conironto com
o meio de RapPAPORT & col.*® e os meios
com xilose e lisina de TAYLOR *2.

No presente estudo, o meio de RApPAPORT
mostrou-se de fato inferior ao caldo com te-
trationato, embora a ligeira modificagio in-
troduzida no primeiro visasse a eliminar a
agfio inibitéria excessiva, experimentalmente
demonstrada para numerosos sorotipos de
Salmonella *2.

Como seria de esperar, face a investiga-
¢oes anteriores (SuassunNa, l. — Tese, Uni-
versidade Federal do Rio de Janeiro, 1963)
o meio com lelrationato mostrou-se também
entiquecedor para Proteus enquanto o iso-
lamento désses microrganismos foi aparente-
mente reduzido pelo meio de Rapparorr.
Assim sendo, o menor nimero de isolamen-
tos de Salmonella, apés passagem em meio
de RappaPORT, deve ter sido menos prova-
velmente devido a erros de indicagfo ou di-
minuicio da seletividade, do que a agdo ini-
bitéria sdébre Salmonella.

A inferioridade aparente do meio de Rap-
PAPORT em relacio ao caldo tetrationato con-
traria os achados, de diversos Autores, dis-
cutidos em trabalho anterior **, mas esta de
acébrdo com as verificagoes de Rag* e de
7Za7ac-SATLER & Banic™. Seja salientado,
no entanto, que a exemplo do ocorrido em
outros estudos ¥, nenhum meio ou esquema,

TABELA III

Distribuicdo dos achados positivos para Shigella,

de acérdo com os esqguemas de

isolamento estudados (*)

Isolamento
N.o de « T — N
Sorogrupo .
Ordem Plantio primario Rappaport Tetrationato
1 Sh. flexneri SS sSs
EMB EMB —
XL
2 Sh. flexneri SS EMB —
3 Sh. flexmeri SIS — —
4 Sh. sonnei EMB — -
5 Sh. flexneri SS
XL — .
VB
6 Sh. sonnei SS SS
EMB EMB —
VB
E.M.B. — Agar-Eosina-Azul de Metileno. B.S. -— Agar-Sulfito de Bismuto.
S.S. — Agar-S.S. X.L. — Agar-Xilose-Lisina-Verde Brilhante.
V.B. — Agar-Verde Brilhante. * Todos de coproculturas humanas.
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isoladamente, atendeu a tédas as possibili-
dades do encontro de Salmonella. No caso
presente teria sido necessario combinar os
dois processos de enriquecimento para obter
o total de isolamentos, emhora se pudesse
talvez dispensar a semeadura direta em meios
indicadores,

Como foi referido, o meio de RaAPPAPORT
aparentemente  demomstrou inibicAo mais
acentuada da microbiota coliforme e de
Proteus, do que o caldo tetrationato, confir-
mando parcialmente as verificacBes anterio-
res sbbre o acentuado poder inibidor. do
cloreto de magnésio sébre germes colifor-
mes, independentemente do verde malaquita,
tambhém incluido no meio ™ ™, A inibicfo
de Proteus, contudo, contrasta com as mes-
mas verificagBes anteriores *» *, onde uma
amostra de Proteus mirabilis foi das mais
resistentes ao efeito inibidor do meio de
RAPPAYORT.

Até certo ponto, também surpreende o iso-
lamento de Shigella, a partiv do meio de
RAPPAPORT, em 3 entre 6 casos positivos.
Nas verificagbes com culturas puras, as shi-
gelas pareceram extremamente sensiveis ao
poder inibidor do meio de Rappaprort % 1,
sem embargo de um pequeno niimero de iso-
lamentos de Sh. sonnei ter sido obtido tam-
bém por HoopEr & JENKINS Y7 com o mes-
mo meio. Resta a possibilidade de que o
elevado ntmero de colénias estudado nas
presentes investigacGes justifiquem o encon-
tro de Shigells, nfo s6 apés passagem no
meio de RAPPAPORT, como, ocasionalmente,
em alguns dos meios seletivo-indicadores me-
nos indicados (Tabela III).

SUMMARY

Comparison of Rappaport and Kauffmann’s
tetrathionate enrichment media for Salmo-
nella.  Eventual isolation of Shigella.

An evaluation was made of a slightly mo-
dified RappaPoRT’s medium, as compared
with KAUFFMANN’s tetrathionate broth, for
the isolation of Salmonella from 148 speci-
mens, including human and animal faeces,
and food samples of animal origin. From
the enriched cultures, five different plating
media were used in each case for colony
isolation, besides the same plating cultures
being obtained by inoculation directly from
the investigated specimens. Brilliant Green-
-Agar, S.S. Agar, Bismuth Sulfite Agar, Xi-
lose-Lysine-Brilliant Green-Agar and Fosin-
-Methylene Blue Agar were used for this
purpose.

In demonstrating Salmonella in 10 posi-
tive specimens, RAPPAPORT’s medium was
less effective than the tetrathionate broth,
not withstanding its higher inhibitory action
on Proteus and coliform organisms. As re-
lated to the plating media, the Brilliant Green
and S.S. media proved superior to TAYLOR’s
Xilose-Lysine Agar. Nevertheless, the total
positive cases could be demonstrated only by
the combined use of both tetrathionate and
Rappaport enriched broths, plated on Bril-
liant Green Agar among the fifteen possibi-
lities investigated. Direct plating revealed
only less than half the positive cases.
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MEIO LiQUIDO SELETIVO CONTENDC VANCOMICINA E COLISTIN

PARA

O ISOLAMENTO E ANTIBIOGRAMA DO

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Marcelo MacaALHAES (1), Galba Campos (1)

e Tereza GUERRA (1)

RESUMO

Descreve-se uma modificacio do meio liquido de Kirchner (VC) para o

isolamento ¢ testes de sensibilidade do Mycobacterium tuberculosis.

O meio con-

tém 4,0 pg/ml de vancomicina e 15,0 pg/ml de colistin, como agentes seletivos,
e permite 6timo crescimento do bacilo tuberculoso e das micobactérias atipicas

patogenicas.

Quando comparado ao meio da Unido International contra a Tuberculose,
o meio VC mostrou-se ligeiramente mais sensivel na evidenciagdo do M. tuber-
culosis e apresentou menor indice de culturas contaminadas. Além disso, em
meio VC, os resultados sio obtidos mais rapidamente e é possivel um antibio-
grama incluindo tddas as drogas anti-micobacterianas.

INTRODUCAO

O principal fator que vem impedindo o
largo emprégo dos meios de cultivo liquidos,
nos laboratérios de tuberculose é, inegavel-
mente, sua maior facilidade de contamina-
cdo, quando comparados aos meios sélidos,
4 base de dvo. Em laboratérios de paises
desenvolvidos, os indices de contaminagio
apresentados * ** oscilam em térno de 6,0%
a 7,09% e, por razdes Gbvias, é de se espe-
rar indices ainda mais elevados nos labora-
torios das regides em desenvolvimento. E
exatamente para uso nestas regides que o0s
meios liquidos foram recomendados **.

Com o objetivo de evitar contaminagOes
nas culturas de Mycobacterium tuberculosis
preconizou-se o emprégo, nos meios de iso-
lamento, de penicilina ** * %, actidione ™ ®
e, mais receniemente, ampicilina e anfoteri-
cina**, Como nenhuma dessas drogas é ca-
paz de impedir o crescimento de Pseudomo-
nas, um dos contaminantes Gram negativos
mais freqiientes, procurou-se utilizar um anti-
bidtico que superasse essa deficiéncia, asso-
ciado a um outro eficiente contra eventuais
contaminantes Gram positives. A associagfo
da vancomicina ao colistin, usada original-
mente ** nos meios de cultivo para isolamen-

(1) Departamento de Microbiologia,

to da Neisseria gonorrhoeae e N. meningi-
tidis, preenche aquéles requisitos.

Neste trabalho, avalia-se a eficiéncia de
uma modificacdo do meio liquido de Kirch-
ner, contendo vancomicina e colistin (meio
VC), nos trabalhos rotineiros de isolamento
e testes de resisténecia do M. tuberculosts.

MATERIAL E METODOS

Meio VC.

Este meio de cultivo é uma modificacio
da férmula original de Kirchner®. O pH
foi ajustado para 6,5 alterando-se o sistema
tampio e pavte da asparagina foi substituida
por hidrolisado de caseina. Como agentes
impedientes foram adicionados vancomicina
e colistin, ao meio de cultura cuja composi-
¢do e método de preparo estdo abaixo des-
criminados:

Fosfato monopotassico — 3,17 g.
Fosfato dissédico (12 H,O) — 3,58 g.
Citrato de sodio — 1,0 g.

Sulfato de magnésio (7 H.0) — 0,2 g.
Asparagina — 2,0 g.

Faculdade de Medicina, Cidade Universitaria, Recife, Brasil.
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Caseina hidrolisada (Triptycase, BBL) —
3,0 g.

Agua destilada — 900 ml.

A esta base, esterilizada em autoclave,
eram adicionados 100,0 ml de séro bovino,
conservados em 20,0 ml de glicerol, 4,0
pg/ml de vancomicina e 15,0 pg/ml de co-
listin.  Para facilitar o armazenamento e o
transporte € conveniente preparar a base 10
vézes mais concenlrada.

Determinagio da.atividade.da vancomicina
e colistin sébre o M. tuberculosis.

Dez culturas recém-isoladas de M. tuber-
culosis, 5 sensiveis e 5 resistentes a isonia-
zida, foram inoculadas em diferentes tubos
do meio liquido contendo as seguintes con-
centragbes de vancomicina: 1,0, 2,0, 4,0, 8,0
e 16,0 pg/ml e as seguintes concentragbes
de colistin: 5,0, 10,0, 20,0, 40,0 e 80,0 pg/ml.
O inb6culo consistiu de uma suspensio con-
tendo, aproximadamente, 5 X 10* bactérias
vidveis, realizando-se a leitura apés 15 dias
de incubacdo.

Comparagiio entre os meios VC e o meio
da Uniao Internacional contra Tuberculose
(UIT) no isolamento do M. tuberculosis.

Cérca de 1000 escarros negativos ao exa-
me direto, enviados rotineiramente para cul-
tura, ao Laboratério da Divisao de Tuber-
culose de Pernambuco, foram depurados pelo
método SP* e inoculados & razdo de 0,1 ml,
nos meios VC e UITY. Apenas um tubo
de cada meio foi empregado e a leitura foi
realizada apos 30 dias de incubagdo.

Padronizagdo do antibiograma em meio VC.

Na padronizagiio dos testes de resisténcia
em VC procurou-se seguir as instrugbes reco-
mendadas * para os antibiogramas em meio
solido. Inicialmente, determinou-se a con-
cenlragio inibitoria minima de cada droga
para a amostra sensivel padrio de Myco-
bacterium e, em seguida, calculou-se a con-
cenlragdo critica. Considerou-se como con-
cenlracfio critica uma quantidade de droga
4 vézes superior & concentracio inibitéria
minima, exceto no que concerne a isonia-
zida quando essa ruzfio de resisténcia foi
elevada para 10, e cicloserina, quando ela
foi diminuida para 2. A concentracio ini-
bitéria minima foi definida como a menor
quantidade de droga capaz de inibir 99,0

a 100,09% de um inéculo, contendo 5 X 10?
células viaveis, apos 15 dias de incubagio.
Similarmente ao método das Proporcdes?, a
cultura é considerada resistente se 1,0% ou
mais de sua populagio cresce na presenca
da concentragfo critica da droga. Portanto,
¢ obrigatéria a semeadura de um tubo de
meio contréle com o indculo original diluido
100 vézes.

Com o propésito de avaliar a fidelidade
dos antibiogramas realizados em VC, seus re-
sultados foram comparados em 60 casos, com
os obtidos pelo emprégo da variedade eco-
némica do método das Proporgdes .

RESULTADOS

O efeito inibitério da vancomicina séhre
as culturas de M. tuberculosis sdomente come-
gou a ser evidenciado quando o nivel do anti-
bidtico atingiu a concentragio de 16,0 pg/ml
e todas as culturas foram afetadas igualmen-
te. Por outro lado, as culturas isoniazido-re-
sistentes foram mais discretamente suscepti-
vels ao colistin que as isoniazido-sensiveis,
observando-se 1nibigdo parcial do crescimen-
to as concentragdes de 40,0 ¢ 80,0 pg/ml,
respectivamente (Tabela 1).

Os resultados globais do estudo compara-
tivo entre os meios VC e UIT, nos traba-
lhos rotineiros de isolamento do M. tuber-
culosis, estdo condensados na Tabela II. Das
156 culturas positivas, 11 foram detectadas
somente em meio VG, enquanto 3 o foram
apenas no meio UIT. Nestes casos discre-
pauntes, bacteriano foi muito
escasso e sempre inferior a 5 coldnias. Os
indices de contaminacdo observados foram
de 6,09% e de 9,49, respectivamente para
os meios VC e UIT,

Na Tabela III, estdo expostos os resulta-
dos obtidos na padronizacio dos testes de re-
sisténcia em VC. De modo geral, os resul-
tados foram idénticos aos encontrados no
meio nfo adicionado da vancomicina e colis-
tin 1%, salvo em relagio a etionamida e etam-
butol que apresentaram maior alividade an-
ti-micobacteriana, no meio VC. Os resulta-
dos comparativos enire os anlibiogramas rea-
lizados nos meios VC e UIT foram concor-
dantes e se correlacionaram bem com o pas-
sado terapéutico dos pacientes. Dos 60 ca-
sos estudados, 25 foram resistentes a estrepto-
micina, 32 & isoniazida e 6 ao dcido p-ami-
nosalicilico.

o crescimento
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TABELA I
Atividade da vancomicina e colistin s6bre 10 amostras Isoniazido-sensiveis
e resistentes de M. tuberculosis
vancomicina colistin
ng/ml pg/ml
Amostras Contrdle
1 2 4 8 16 5 10 20 40 80
INH-Sensivels
42128 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+
42129 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+
42134 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+
42277 4+ 4+ 4+ 44 4+ 2+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+
42730 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 24 4+ 4+ 4+ 4+ 2+
INH-Resistentes

42161 44 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ 1+
42389 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 4+ 4+ 1+ 0+
42747 4+ 4+ 44 4+ 4+ 2+ 4+ 4+ 4+ 2+ 1+
42770 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 4+ 44 4+ 3+ 2+
42780 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 2+ 4+ 4+ 4+ 3+ 1+

TABELA II

Resultados comparativos entre os melos VC e UIT no isolamento do M. tuberculosis
de 1000 escarros negativos a baciloscopia

Cculturas Culturas contaminadas
. positivas
Meio Bactérias Fungos
N.o % N.o % N.o %
vC 153 15,3 29 2,9 31 3.1
UIT 145 14,5 41 4,1 53 5,3

TABELA IIIX

Concentracdes

inibitérias minima e critica dos

anti-micobacterianos em meio VC

Conc. inib. Conc.
minima critica
Droga

ug/ml #g/mil
Diidroestreptomicina 1,00 4,00
Ac. paminosalicilico 1,00 4,00
Isoniazida 0,02 0,20
Cicloserina 15,00 30,00
Etionamida 0,25 1,00
Pirazinamida 250,00 1000,00
Kanamicina 1,00 4,00
Etambutol 0,75 3,00
Rifampicina 0,10 0,40

DISCUSSAO

A férmula liquida de Kirchner foi esco-
lhida como base para o meio VC, porque
sendo relativamente simples, quande compa-
rada A outras existentes ¢, possue forte capa-
cidade tamponadora e é isenta de substin-
cias inibidoras das drogas anti-micobacteria-
nas. A eficiéncia tamponadora de um meio
liquido é de importincia fundamental na
correcio de indculos deficientemente neutra-
lizados, que poderiam ndo somente prejudi-
car o desenvolvimento do M. tuberculosis,
mas diminuir ou aumentar a atividade de
certos anti-bacterianos incorporados ao meio,
quando da realizagio de antibiogramas pela
técnica direta. As modificagbes introduzi-
das no meio original de Kirchner ampliaram
sua faixa de utilizacio na rotina dos labora-
térios de tuberculose. O ajustamento do pH
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em 6,5 possibilitou as medidas de resistén-
cia para a pirazinamida e a substitui¢io de
grande parte da asparagina pelo hidrolisado
de caseina permitiu concentrar o meio, faci-
litando seu envio a laboratérios periféricos.

Inicialmente, em decorréncia dos resulta-
dos acérca da atividade do colistin sbbre o
bacilo tuberculoso, a droga foi adicionada
ao meio VC na concentracio de 20,0 pg/ml
Observou-se, entretanto, discreta inibicio de
algumas culturas isoniazido-resistentes e por
isso baixou-se a quantidade do antibiético
para 15,0 pg/ml, embora com o evidente
risco de diminuir a capacidade seletiva do
meio, particularmente frente a escarros pe-
sadamente contaminados por Pseudomonas.
Nos niveis empregados, a vancomicina e o
colistin nfio mostraram qualquer efeito inibi-
téorio sbhre as micobactérias atipicas pato-
génicas. Portanto, a utilizagdo do meio VC,
na rotina, ndo diminuird os indices de iso-
lamento daqueles microrganismos.

A comparagiio enire os meios VC e UIT,
no isolamento e testes de resisténcia para as
drogas “standard”, mostrou que ambos os
meios se correspondem. Contudo, o meio
VC é ligeivamente mais sensivel, contamina
menos e apresenta todas as vantagens ine-
rentes aos meios liquidos. Entre essas, a fa-
cilidade de preparo, o baixo custo, a rapidez
de resultados e a versatilidade em permitir
os testes de resisténcia para todas as dro-
gas anti-micobacterianas, sdo as mais impor-
tantes,

Embora a inclusio da vancomicina e co-
listin visasse a protejer o meio, de contami-
nantes origindrios do ambiente, ésses anti-
bibticos permitem a inoculaglo direta de
espécimes patolégicos, levemente contamina-
dos, sem qualquer processo prévio de depu-
ragio, A é€sse respeito, resultados prelimi-
nares indicam a possibilidade de empregar-se
o meio VC, gelificado pela adigdo de agar,
no isolamento do M. tuberculosis, de escar-
ros nfio submelidos aos processos de descon-
taminagao.

Nio se incluiu no meio VC nenhuma
substincia anti-micética, portanto, é de se
esperar a perda de algumas culturas devido
a contaminacdo por fungos. Todavia, como
nos trabalhos rotineiros de isolamento do ba-
cilo tuberculoso sempre se utiliza 2 ou 3
tubos de meio, o nlimero de materiais pre-
judicados, devido aqueles microrganismos,
serd desprezivel.

O método de antibiograma, usado nesla
investigacio, podera ser considerado como

uma variante do método da Concentragiio
Absoluta 2, cujo indculo bacteriano foi con-
trolado de maneira similar ao da técnica
das Proporgoes®. FEle é passivel de forne-
cer medidas semi-quantitativas da resistén-
cia, é concluido dentro de 15 dias e desde
que é realizado em meio liquido presta-se,
admiravelmente, aos testes de sensibilidade
para as drogas de reserva.

SUMMARY

A selective -liquid - medium- with vancomycin
and colistin for the isolation and antibio-
gramme of Mycobaterium tuberculosis.

A improved Kirchner’s liquid medium
(VC) for the isolation and sensitivity testing
of Mycobacterium tuberculosis is described.
This medium contains 4.0 pg/ml of vanco-
mycin and 15.0 pg/ml of colistin to avoid
bacterial contaminants and supports salis-
factory growth of tubercle bacilli and patho-
genic atypical mycobacteria.

Comparative studies have demonstrated
that VC medium is somewhat better than
the International Union Tuberculosis medium
(UIT) for detecting M. tuberculosis and
shows less rate of contaminated cultures.
Furthermore, VC medium permits to obtain
faster results and resistance determination for
all the anti-tuberculous drugs.
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OS HERBICIDAS E OS5 MICRORGANISMOS

Adam Drozpowicz (1)

RESUMO

E feita uma revisio dos trabalhos mais recentes (1967-1970) sdbre os as-

pectos microbioldégicos dos herbicidas.

Na primeira parte sio discutidos o des-

tino dos herbicidas depois de aplicados, e o eleito destas substancias sdbre os mi-

crorganismos e alividades bioldgicas do solo.

Na segunda, o Autor discute o

efeito dos microrganismos sébre os herbicidas e os herbicidas resistentes aos mi-

crorganismos do solo.

INTRODUCAO

Apesar do progresso geral em tddas as
tecnologias e, entre outras, na tecnologia da
indtstria de alimentos, a produgio biolégica
priméria, a autotrofia das plantas e de al-
gumas bactérias constituem, até agora, o
anico modo de prover o mundo com a ma-
téria orgénica basica, a fonte Unica de ali-
mento para lodos os heterbtrofos.

Nessa situacdo natural a agricultura foi,
é e sera, pelo menos por muitos anos, o cam-
po fundamental da atividade humana ves-
ponsével pelo fornecimento de alimento a
humanidade.

Acontecimentos demograficos e sociais mo-
dificaram as tarefas tradicionais da agricul-
tura no século XX. Ela tem que forgcar o
solo a dar mais e mais colheitas para ali-
mentar a populagio do mundo que cresce
em ritmo extremamente acelerado e melho-
rar a qualidade das colheitas para preen-
cher as exigéncias dos consumidores. Entre-
tanto, a produgio nido é o fGnico dever da
agricultura. Ela tem que defender as plan-
las que crescem, contra os competidores pa-
togénicos e parasitas e proteger a produgao
da deteriorizacdo durante o transporte e a
estocagem.

O desenvolvimento da tecnologia e parti-
cularmente o progresso da indistria quimica,
ajudam a agronomia a dar conta de pelo
menos alguns dos seus crescenles deveres.
Os fertilizantes minerais e sintéticos permi-
tem acelerar a produtividade a uma taxa re-
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volucionaria. A aplicagio de pesticidas con-
tra ervas-daninhas e no contréle das pragas,
defende as colheitas e estoques de danos e
deteriorizagfo, reduzindo assim as perdas.

O emprégo de produtos quimicos moder-
nos e especialmente dos pesticidas possibili-
tou, de um modo decisivo, o aumento da
eficiéncia da agricultura e permitiu sobre-
pujar muitas dificuldades.

Entretanto, a aplicagdo de novas e altamen-
te potentes substancias, freqiientemente mui-
to estaveis e resistentes a decomposigéo, trou-
xe uma série de efeitos colaterais surgindo
assim interésses na participagio dos pesti-
cidas na violagio das leis da natureza, na
alteracdo do equilibrio dindmico e bioldgico
de ecosistemas, na polui¢io da biosfera e na
intoxicacio do meio ambiente,

Foram reunidas evidéncias sdbre os efei-
tos indesejaveis, ou mesmo nocivos, dessas
substancias no ambiente, nos homens, ani-
mais e plantas e também s6bre a influéncia
negativa dos restos originais ou transforma-
dos dos pesticidas na microflora do solo e no
solo como um todo. Surgiram conceitos de
que os efeitos colaterais nocivos e perigosos
dos pesticidas poderiam anular sua contri-
buigdo benéfica.

E verdade que a polui¢io causada pelos
pesticidas representa perigo para a saude
piblica. E também verdade que alguns pes-
ticidas persistentes podem ndo s6 afetar as
pragas mas, mais ainda, reduzir a produ-
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¢io de plantas econdmicas cultivadas, intro-
duzidas numa colheita de sistema rotacional.
Porém, por outro lado, existem muitos modos
de reduzir os efeitos nocivos da aplicacio de
pesticidas e de acelerar suas possibilidades
Gteis. E trabalho da ciéncia encontrar uma
solucdo apropriada para o dramatico dilema
contemporaneo: sofrer de ma nulricio, nio
fazendo uso dos pesticidas ativos ou ser len-
tamente envenenado como resultado da apli-
cagio irracional dZsses potentes produtos qui-
micos.

Tanto. a. microbiologia. geral . como. a. do
solo possuem excelentes possibilidades para
a resolugdo désse dilema. Muilas pesquisas
tém sido feitas s6bre o papel dos microrga-
nismos na transformacgfo dos pesticidas, bem
como sbbre o efeito dos mesmos na micro-
flora do solo e no solo como um todo.

A grande familia dos pesticidas consiste
de herbicidas (matadores de plantas), nema-
tocidas (matadores de nematédios), insetici-
das (matadores de inselos), fungicidas (ma-
tadores de fungos), etc.

Aos herbicidas pertencem, geralmente fa-
lando, todos os compostos capazes de inibir
o crescimento das plantas ou de mata-las.
Porém os matadores totais de plantas, com
um largo espectro de atividade, capazes de
injuriar tédas as plantas, nfo 18m especial
importancia para a agrienlira.  Os herhici-
das modernos, de valor agricola, os verda-
deiros exterminadores de ervas-daninhas, sio
compostos que agem, de modo mais ou me-
nos seletivo, sé contra o competidor da plan-
ta cultivada,

Os matadores totais das plantas, principal-
mente inorginicos, t€m sido aplicados em
varios dominios, por cérca de 200 anos.
Porém, um marco no exterminio das ervas-
daninhas foi a introdugiio do primeiro com-
posto organico em 1932, o 2-metil-4,6-dini-
trofenol (DNOC).

As primeiras tentativas bem sucedidas de
controlar as ervas-daninhas, seletivamente
com o herbicida 2,4-D (dcido 2-4-diclorofe-
noxiacético) foram descritas nos idos de
1940. Desde aquéle tempo, tem-se obtido
uma grande variedade de complicados pro-
dutos quimicos exterminadores de ervas-da-
ninhas,

-0 acido 4-cloro; 2 metilfenoxiacético e o
2,4-D, ambos andlogos de horménios vege-
tais naturais, pertencem aos herbicidas mais
seletivos até agora encontrados.

Os herbicidas usados atualmente, perten-
cem a vdrios grupos de compostos, tanto or-

gnicos como inorgédnicos. s herbicidas
orgdnicos, livres de nitrogénio, sfo represen-
tados pelos seguintes grupos: acidos fenoxia-
céticos, acidos « fenoxipropibnicos, acidos y
fenoxibutiricos, acidos B fenoxietilicos, Aaci-
dos fenilacéticos e acidos halogenados alifa-
ticos. Aos herbicidas organicos contendo
nitrogénio pertencem: os amidas, uréias, car-
bamatos, tiocarbamatos, ditiocarbamatos, tria-
zinas, fendis substituidos, sais quaternarios
bipiridilium, toluidinas e outros.

Destino dos herbicidas no solo

Os herbicidas s@o aplicados de varios mo-
dos. No tratamente de pré-emergéncia, éles
sdo colocados diretamente s6bre a superficie
do solo. Quando borrifados sébre as plan-
tas em crescimento, parle vai diretamente
para o solo e parte, posteriormente, quando
o excesso recebido pela planta comega a
gotejar.

Qualquer que seja o modo de Introdugdo,
os residuos dos herbicidas podem persistir
no solo por periodos curtos ou longos de
tempo.

O tempo de permanéncia depende princi-
palmente da composi¢iio e estrutura do pro-
duto quimico. Assim, a persisténcia do 2,4-D
no solo é de cérca de 2 a 5 semanas, a da
Simazina de 5 a 50 e a do Diuron de 20
a 50. A permanéncia pode ser naturalmen-
te modificada pelas condi¢Ses ambientais
mas, apesar dessas modificacées, o 2,4-D
pertence aos herbicidas de permanéncia re-
lativamente curta, a Simazina aos de média
e o Diuron aos de permanéncia longa.

Os herbicidas de longa permanéncia, quan-
do aplicados durante muitos anos, podem se
acumular no solo e afelar nfio s6 as crvas-da-
ninhas mas também as plantas de importan-
cia econdmica e o édafon.

A habilidade de desaparecer rapidamente
ou de ser logo inativado no solo pertence
aos aspeclos desejaveis dos herbicidas. E
intento dos gquimicos elaborar exterminadores
de ervas-daninhas nfo s6 eficientes e seleti-
vos, mas também de curta permanéncia no
solo.

InvestigagBes sdbre os aspectos microbio-
légicos dos herbicidas foram iniciados logo
apdés a introdugéo désses produtos quimicos
na pratica agricola e continuam alé agora em
muitos laboratérios. Muitos trabalhos realiza-
dos nesse campo [oram discutidos ou revisa-
dos, entre outros por NEwman & DowNing #°,
Frercuer & Smite ¥, Aubus*®, BaALiCKa
& Kaszupiax ®, Hauke-Pancewiczows 27 e
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KuLinska #» % %7 Alguns problemas parti-
culares da microhiologia dos herbicidas fo-
ram discutidos por ALEXANDER ™ > % Nesta
revisdo sfo discutidos principalmente, os tra-
balhos publicados entre 1567 e 1970.

Efeito dos herbicidas s6bre os micror-
ganismos do solo

A fertilidade do solo depende de muitos
fatéres. Aos mais imporiantes pertence a
atividade dos seus microrganismos. As in-
teracbes entre plantas e microrganismos séo
influenciadas pela composigdo quantilaliva e
qualitativa da populagio microbiana. Téda
alteragho nessa composicdo, limitagio de al-
guns grupos ou favorecimento de outros, ale-
ta o equilibrio microbiano no solo e, em
conseqiiéncia, as condigbes para o cresci-
mento da planta.

Os herbicidas sdo aplicados em concentra-
¢Bes bastante baixas, porém sfo caracteriza-
dos por maior poténcia que os germicidas,
como sulfamidas e mesmo antibiéticos, em
uma base molecular equivalente **. Ista ¢é
a razdo da preocupagdo dos biologistas quan-
to ao seu possivel efeito sbhre os microrga-
nismos do solo. O interésse justifica o nt-
mero de trabalhos realizados para elucidar
ésse problema.

DopereiNer & Cruz-Paixdo ' investigaram
no Brasil, o efeito do Agroxone, Ervaxone e
Difenox (herbicidas do grupo dos acidos fe-
noxiacéticos), na miecroflora do solo. O
Agroxone e o Ervaxone causaram um au-
mento do niimero global de bactérias, sendo
éste de 16,09, apos 5 dias de aplicagiio e
de 27,09, apés 30 dias. O aumento deter-
minado por Difenox foi mais baixo. Os
herbicidas estudados ndo afetaram a densi-
dade da populagio fangica e o nimero de
Azotobacter.

Kurinska 37 verificou em meu laboratorio,
em. Varsévia, que a dose agricola de Sima-
zina (2-cloro-4,6-bis (etilamino) 1,3,5 tria-
zina) nfo causava mudangas quantitativas
significativas no namero total de microrga-
nismos no solo, em experimentos de campo.
Nas contagens realizddas 75 h e 5 dias apos
o tratamento, foi encontrado decréscimo de
no maximo 14,0 e 18,09, respectivamente.
Apds 12 dias, o ntmero de microrganismos
foi o mesmo que no solo ndo tratado. A
dose choque de Simazina (25 vézes maijor
que a agricola) causou redugio do namero
total em céreca de 50,0%, 12 dias apés a
aplicagio e entdo aumento de 40,0% apés
6 semanas, em comparagio com o contrile.

Apos 16 semanas, a densidade da populagio
microbiana fol igual no solo tratado e no
ndo tratado. Em lotes com reduzido ntme-
ro de bactérias, a percentagem de células
sob a forma de esporos foi 27,09 maior
que a de solos nfio tratados. Em experi-
mentos em potes, sob condigBes controladas,
Kurinska * nfo encontrou qualquer influén-
cia da Atrazina (2-cloro-6-etilamino-4-isopro-
pilamino-1,3,5-triazina), Simazina, Hidrazida
maleica, Diuron (IN’-(3,4-diclorofenil)-N,N-
-dimetiluréia), IPC (isopropil-N-fenilcarba-
mato); 2,4-D, 2,5-D (4cido 2,5-diclorofeno-
xiacético) e MCPA (4cido 4-cloro-2-metilfe-
noxiacético), sbbre o nimero de bactérias e
actinomicetos e na relacio entre as formas
vegelativas e esporos de bactérias,

O mesmo Autor (comunicagio pessozl)
verificou que o Monuron (N’-(4-clorofenil)-
-N,N-dimetiluréia) reduzia de 30,09% o nt-
mero de bactérias, seguindo-se aumento de
15,0 e 19,09, 7 dias e 2 semanas depois
da aplicagéo.

A densidade da populagéo fungica foi re-
duzida de 45,09¢ em 72 h e de 35,0% em

2 semanas. O equilibrio, igualando aos re-

sultados do solo nao (ratado, foi restabele-
cido depois de 3 semanas, tanto para baclé-
rias como para fungos. Monuron eliminou
do solo uma espécie caracteristica pigmen-
tada de Penicillium.

Kuzyixa #* observou por 2 semanas apos
a aplicacdo da dose agricola tinica e dupla,
de Atrazina e Simazina, forte redugfo no
ntimero de baclérias aerébias. Apds 1 més,
a reducfio foi apenas ligeira e apos 2 meses
a diferenca enlre o solo tratado e o nao tra-
tado desapareceu.

MaNoOrRIK & col.*" nfo encontraram qual-
quer efeito da Simazina na microflora da
rizosfera do milho. Em solo sem raizes, a
Simazina aumentou o niumero total de bacté-
rias, fungos e actinomicetos e entre oulros,
o notmero dos amonificadores. No fim do
periodo da vegetacio a densidade da popu-
lagio microbiana foi a mesma nos solos tra-
tado e contréle.

Baricka & SOBIESZCZANSKI® investigavam
a triazina, uréia e carbamato herbicidas, -em
experimentos de campo com .duracdo de 4
anos, nos quais a rotagio das plantas foi
combinada com a rotagdo de herbicidas. Os
Autores nfo notaram qualquer efeito nega-
tivo désses produtos sbbre o nlGmero de mi-
crovganismos do solo.

Observagbes de Lazareva & Broxmy *
indicam que os germes mais resistentes con-
tra Prometrina (4,6-bis (isopropilamino)2-
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metoxi-1,3,5-triazina) Afalon e Alipur, no
solo, sio os amonificadores, os celuloliticos
e as bactérias que precisam de N mineral.
A Prometrina aplicada na dose de 2,5 k/ha
estimulou o crescimento de Azotobacter e
outras bactérias fixadoras de nitrogénio.

BreazeaLe & CAMPER '™ mostraram que
a contagem de coldénias de actinomicetos e
fungos, nas amosiras de lotes tratados com
Trifluarina, foi maior do que no lote con-
trole.  2,4-D nfo afetou o némero désses
organismos. A contagem de bactérias foi
menor tanto no lote tratado, como nho con-
trole.  Os lotes receberam repetidas aplica-
¢oes de herbicidas durante o ano.

O ndmero de compostos sendo usados
como herbicidas é bastante grande, mas so-
mente alguns foram e estdo sendo investiga-
dos pelos microbiologistas de solo. Parece
porém, pelos exemplos acima citados, nao se-
rem justificadas as preocupagdes de que os
herbicidas comumente usados, venham cau-
sar mudangas sérias e permanentes na mi-
croflora do solo. Muitos Autores usam, em
suas investigacdes, doses de herbicidas mui-
tas vézes mals altas que as aplicadas na
agricultura. Eles querem imitar o actimulo
de herbicidas no solo que pode ocorrer como
resultado do tratamento multiplo com mata-
dores de ervas-daninhas. Entretanto, o efeito
dessas doses toxicas foi, no maximo, tempo-
rario.

A conclus@o sébre o efeito limitado e ins-
tivel dos herbicidas sdbre indicadores quan-
titativos da composigio da populagdo micro-
biana do solo, é apoiada pelos resultados
de muitos trabalhos mais antigos, aqui néo
mencionados, porém discutidos em outras
revisGes, bem como em muitos outros traba-
lhos atuais.

Efeito dos herbicidas sébre « atividade
biolégica do solo

A despeito do efeito limitado e passageiro
dos herbicidas sébre o nimero de microrga-
nismos no solo, existem razdes para se supor
que os compostos que afetam tao fortemente
o metabolismo das plantas superiores, sejam
também capazes de causar danos nas vias
metabélicas analogas dos microrganismos do
solo. Algumas informagdes sflo citadas abai-
x0, sobre o efeito de representantes de dife-
rentes grupos de herbicidas, em alguns pro-
cessos {isiologicos comuns, que ocorrem no
solo e que ‘produzem o feudmeno conhecido
como alividade biologica do solo.

Herbicidas fenoxi-deidos — KuULINSKA *F
mostrou que o 2,4-D, 2,5-D, 2,4,5-T (acido
2,4,5-triclorofenoxiacético) e MCPA, nio
afetam o consumo de oxigénio pelos solos
tratados, tanto em doses agricolas como em
doses choque. De acbrdo com ZINCHENKO
& OsiNskaYa %, o 2,4-D inibe a liberacio
de CO, e a atividade da urease do solo.
MCPA em dose agricola néo afeta a ativi-
dade celulolitica. A nitrificacAo é inibida
nos solos tratados com altas doses de 2,4-D,
MCPA (ésse herbicida afeta fortemente o
primeiro estagio de nitrificagdo )e 2,4,5-T.
As doses agricolas dos herbicidas fenoxiacéti:
cos ndo afetam a nitrificacdo no solo, segun-
do HaukEe-PancEwiczowa *°.

Herbicidas dcidos alifdticos  halogenados
— O Dalapon (4cido 2,2-dicloropropidnico)
inihe a atividade da wurease no solo %,
LaskowsKi- & BROADBENT ** verificaram que
o Dalapon, DCA (4cido dicloroacético),
MCA (acido monocloroacético) e TCA (aci-
do tricloroacético) inibem a produgdo de
metano com o resultante actmulo de ace-
tato ¢ propionato em solo anaerébico. A
inibigao foi correlacionada com o desapare-
cimento de dcidos clorados, variando de uns
poucos dias para MCA, a mais de 30 dias
para Dalapon e TCA. Foi verificado, tam-
hém, que doses mais altas de TCA inibem
a decomposigio aerdbica da celulose no solo.

Herbicidas amidas — De acdérdo com
BarTHA & col.? o dicryl (N-(3,4-diclorofe-
nil) metacrilamida), karsil (N-(3,4 dicloro-
fenil) pentancamida) e Stam F-34 (N-(3.4-
-diclorofenil) propionamida) causam inibi-
cio pronunciada e prolongada da nitrifica-
¢do e aumento da produgio de CO..

Herbicida Hidrazida maleica — Nio afe-
tou o consumo de oxigénio pelo solo *.

Herbicidas uréias — Diuron, Linuron (N-
- (3,4-diclorofenil) -N’-metoxi-N’-metil uréia)
e Monuron, inibem a producéo de CO, res:
pectivamente de 12,5%;, 23,09 e 20,0%.
Fsses herbicidas ¢ o Fenuvon (NN-dimetil-
N’-feniluréia) ndo s6 afetam a produgdo
como sdo, também, inibidores efetivos e per-
sistentes da nitrificagio. A toxidade do
Linuron para a nitrificagio aumenta com o0
tempo ?.  BALICKA & SOBIESZCZANSKI © verl-
ficaram que o Linuron e o Monuron nao
prejudicaram a amonificagio e nitrificagao
no solo. Por outro lado, o Linuron (prepa-
racdo “aphalon”) e o Monuron (preparacio .
“aresin”) estimularam a oxida¢io de aménia
no solo. Kurinska & Wzorek (ndo publi-
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cado) verificaram que a dose agricola de
Monuron ndo afetou o consumo de oxigénio
do solo, porém as doses mais altas estimula-
ram a respiracio do solo. ZINCHENKO &
OSINSKAYA 9 mostraram que o Diuron ini-
biu a producio de CO. porém estimulou a
atividade da catalase no solo. O Monuron
estimula a atividade celulolitica do solo mas
inibe a ago dos anaerébios celuloliticos, se-
gundo HAUKE-PANCEWICZOWA *7,

Herbicidas carbamatos — O Barban (4-
~clorobut-2-inil  N-{3-clorofenil) -carbamato)
e o CIPC (isopropil N-(3-clorofenil)-carba-
mato) inibem a nitrificagio; o efeito inibi-
tério do CIPC aumenta com o tempo. Bar-
ban, CIPC, IPC, causam aumento inicial e
subseqiiente decréscimo da produgdo de CO..
Este fendmeno é semelhante ao padrdo obser-
vado quando alguns inibidores especificos
da respiragio edo aplicados®. O CIPC e o
Tillam  (S-propil-N-butil-N-etiltiolcarbamato)
nio inibiram nem a amonificagdo, nem a ni-
trificaco. O Tillam estimulou ésse proces-
so”. O CIPC, na dose de 100 mg/100 g de
solo, reduziu a atividade da urease do solo
de 70,0 a 80,09 e ligeiramente a atividade
da invertase e asparaginase do solo. As
atividades da catalase, gelatinase e dehidro-
genase ndo foram afetadas pelos carbama-
tos*. As doses agricolas de CIPC e IPC

inibem a atividade celulolitica.

Herbicidas triazinas — RODRIGUEZ-KABA-
NA & col.® examinaram o efeito da Sima-
zina em solo esterilizado e infectado com
Sclerotium rolfsii ou Trichoderma viride. A
produgio de CO. no solo infectado com S.
rolfsii foi maxima na presenga de 8 ug do
herbicida, por 1,0 g de solo. Concentragdes
maiores inibiram intensamente a atividade.
O Trichoderma viride crescen bem rapida-
mente em todos os tratamentos (até 80 ug)
e a produgio de CO. foi acelerada. BARTHA
& col.® observaram que a Simazina estimu-
lou a produgdo de CO. no solo, mas ndo
afetou a nitrificago.

KuLinska 37 verificou que a aplicagao
agricola de Simazina inibin o desprendimen-
to de CO,, apdés 24 h e apdés 6 semanas;
verificou um estimulo ao fim de 16 sema-
nas de ftratamento. A dose mais alta s6
inibin a produgdo de CO.. A dose agri-
cola estimulou a nitrificagfio; ésse eleito po-
sitivo desapareceu 16 semanas apdés o trata-
mento. A dose choque inibiu a nitrificacio
de 55,09%. As doses agricolas da Simazina
ndo afetaram a atividade da sacarose e da
urease do solo e inibiram a atividade da

catalase de 5,0 a 19,09%. A dose choque
inibiu a sacarose de 15,0 a 22,09% e a cata-
lase de até 40,09, porém ndo afetou a
urease do solo.

A Atrazina, Prometrina e Simazina esti-
mularam a nitrificagiio porém no influen-
ciaram a amonificacdo ®. Aumentaram a
aitvidade da invertase ¢ asparaginase de 12,0
a 17,09%. A Promelrina ¢ a Simazina esti-
mularam a atividade dehidrogenasica mas
nio afetaram a calalase e a gelatinase ®*.
A Simazina e a Afrazina nfo afetaram a
atividade celulolitica do solo.

Herbicidas de fendis substituidos — O
DNOGC inibiu a atividade celulolitica do
solo quando aplicado em dose agricola. O
DNBP  (4,6-dinitro-2-s-butitfenol) e PCP
(pentaclorofenol) néo afetaram a decompo-
sicio de celulose. As doses mais altas de
PCP inibiram a denitrificagio em campo
de arroz 7.

Herbicidas de sais quaterndrios de bipiri-
dilium — O Paraquat (1,1’-dimetil-4,4’-bipi-
ridilium 2A) inibiu a produgio de CO, em
solo esterilizado e entdo infectado com S.
rolfsit *3.

As informacbes sdbre a influéncia dos her-
bicidas sbbre o desenvolvimento e metabo-
lismo dos membros das populagdes do solo
sd0 muito comumente contraditérias e néo
fornecem gqualquer base nem mesmo para
uma generalizaco limitada,

Parece, somente, que as preocupagbes de
que os herbicidas, até agora examinados,
possam causar uma permanente redugdo ou
aumento do nimero de microrganismos do
solo ou alterar permanentemente suas aftivi-
dades, nao foram confirmadas. Entretanto,
a observacio mostra que alguns herbicidas
causam, em determinados solos, mudancas
tempordrias no ndmero e proporgdes enire
varios grupos fisiologicos e talvez taxondmi-
cos. A diminuicdo do ndmero total, ou a
redugdo de algum grupo pode ser causada,
por exemplo, pela acfio toxica direta do her-
bicida so6bre as espécies afetadas ou indire-
tamente por eliminagio de uma ou mais
ligagbes da cadela nutritiva, ou por estimu-
lo da atividade antibidtica de algum grupo.
0 aumento no nimero total pode ser cau-
sado, por exemplo, pelo desenvolvimento se-
letivo de organismos capazes de metabolizar
o herbicida introduzide (“cultura de enri-
quecimento”) ou pelo aparecimento de mu-
tantes com essa habilidade. O aumento pode
também ser causado pela eliminacio de al-



48

guns organismos com alta alividade antibié-
tica que controlavam o equilibrio da popu-
lagdo. Alguns herbicidas podem agir como
estimuladores de funcfio ou de crescimento
para espécies sensiveis ou mesmo para gru-
pos fisiologicos,

A perturbagio do equilibrio, independen-
temente do mecanismo que a provocou, pode
ser perigosa para o solo e para a planta,
se permanecer por muilo tempo. Até agora,
néo existem evidéncias dignas de nota désse
tipo de perigo. Porém, mesmo a violagio
do equilibrio de curta duracio acarreta al-
guns--riseos;- como--por -exemplo; a -ativacio
de fitopatogénicos.

Para melhor entender a reacdo dos mi-
crorganismos e sua susceptibilidade & acdo
dos herbicidas, muitas investigagoes t8m sido
levadas a cabo “in vitro”, a fim de evitar
as obscuridades causadas pelo solo.

Ejeito dos herbicidas sébne os microrga-
nismos “in wvitro”

Os herbicidas executam sua funcio de ex-
terminadores de plantas, atuando em pro-
cessos bioquimicos e biofisicos. A bioqui-
mica comparada fornece evidéncias de que
o numero de vias metabdlicas distintas é
bastante limitado nas differentes espécies.
Entdo, supbe-se que os herbicidas podem afe-
tar ndo s6 os processos especificos das plan-
tas verdes, como também as vias bioquimi-
cas comuns.

A Tabela I apresenta alguns exemplos dos
efeitos dos herbicidas sébre funcBes bhiolé-
gicas dos microrganismos, examinadas “in
vitro”,

m

TAB

Efeito dos herbicidas sobre microrganismos,

&}
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Hirron & col. ® verilicaram que o Ami-
role (3-amino-1,2,4-triazol) inibia a imida-
zol-glicerol-fosfato desidratase, enzima que
controla a biossintese da histidina e das pu-
rinas. O crescimento das bactérias é inibido
désse modo.

A Sporocytophage myxococcoides pertence
aos decompositores mais efetivos da celulose.
A atividade celulolitica da S. myxococcoides
ndo fol afetada “in vitro” pela Atrazina, Si-
mazina e pelo Banvel-D (Acido 2-metoxi-3,6-
-diclorobenzéico) e Diuron, aplicados mesmo
em quantidades que-excediam sua- solubili-

dade. O Amiben (acido 3-amino-2,5-dicloro-
benzoico) ndo afetou na concentracio de

48 ppm, mas retardou a decomposigdo a
480 ppm e inibiu completamente a 4.800
ppm. O Dyeril (N-(3,4-diclorofenil) meta-
crilamina) retardou a decomposiciio cérca
de 24 h a 5 ppm, cérca de 48 h a 9 ppm
e quando aplicado em excesso, por cérea
de 3 dias. M-H (4cido maleico hidrazida)
inibiu levemente a 200 ppm porém, o féz
completamente a 300 ppm. O Stam I-34
inibiu ligeiramente a decomposigfo a 5 ppm
e completamente a 50 ppm **,

Em 1967, Kurinska 7 examinou em meu
laboratério os efeitos da Simazina sébre al-
gumas func¢Ses microbianas. Esse herbicida
mostrou-se bastante inativo para os micror-
ganismos hctcréirofos, “in vitro”. Ele nao
influenciou a atividade antibiética de nenhu-
ma das 278 amostras selecionadas de actino-
micetos. A Simazina ndo afetou o cresci-
mento, o consumo de oxigénio, a ulilizacdo
da glicose e a [ixaciio de nitrogénio pelo
Azotobacter chroococcum. Nio afeton o cres-

LA T

“in vitro” (*)

Funcédo Herbicida

Microrganismo

Crescimento 2,4-D

Actinomyces sp.

Inibicdo (400 ppm): 20,0%
das amostras examinadas.

2,4-D
2,4-D
2,4-D
2,4-D

MCPA
MCPA

Monolinuron
Monolinuron
Monolinuron

Aphalon

Azotobacter sp.
Rhizobium leguminosarum
Rhizobium leguminosarum
Rhizobium trifolii

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Azotobacter chroococcum
Penicillium sp. (pigm.)
Rhodospirillum rubrum

Ps. fluorescens

Sem efeito

Inibicdo a 400 ppm
Inibicdo a 8000 ppm
Inibicdo a 300-4000 ppm

InibicAo a 200 ppm
Sem efeito

Sam efeito
Inibic&o
Estimulo

Sem. eleito
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Func¢édo Herbicida Microrganismo Efeito

Crescimento CIPC Corynebacterium sp. Forte inibicéo
CIPC Nitrobacter agilis Inibicdo (10,0 pg/ml)
Tillam * Arthrobater sp. Leve estimulo nos primei-

ros dias, depois inibicao

Tillam B, subtilis - ¢ Esporulacao acelerada
Atrazina Arthrobacter sp. Ligeira inibicdo
Atrazina Actinomyces sp. Estimulo
Atrazina Bacterium sp. (pigm.) Inibicédo
Atrazina B. subtilis Inibicdo
Prometrina Bacillus sp. Forte inibicdo
Prometrina B. mycoides Forte inibicao
Prometrina Corynebacterium sp. Inibicdo
Prometrina Sarcine lutea Forte inibicdo
Simazina Azotobacter chroococcum Sem efeito
Simazina Rhizobium sp. Sem efeito
Simazina Corynebacterium sp. Sem efeito
Simazina Bacillus sp. Sem efeito
Simazina Bacillus subtilis Inibicédo
Simazina Bacterium sp. (mycolytic) Inibicéo
Simazina Bacterium sp. (pigm.) Inibicdo
Simazina Rhodospirillum rubrum Estimulo
Paraquat Sclerotium rolfsi Estimulo

Fluometuron Chlorella pyrenoidosa Tnibicio do crescimento au-
totrofico; nenhum efeito no
crescimento heterotrofico.,

Fluometuron Fuglena gracilis Idem.

Consumo de oxigénio 2,4-D Azolobacter sp. Inibicdo a 10.000 ppm

MCPA Azotobacter sp. Inibicdo a 2.000 ppm

TCA Azotobacter sp. Inibicdo a 1.000-25.000 pg/ml

Monolinuron Azotobacter chroococcum Estimulo a 58-580 ug/mi e

(soil isolate) sem efeito a 1.180 ug/ml

Monolinuron Azotobacter chroococcum Inibicdo a 1.160 ug/ml

(”sugar strain”)
Simazina Azotobacter chroococcum Sem efeito
Simazina Agrobacterium tumefaciens Estimulo

Oxidacao de glicose

Monolinuron

Azotobacter chroococcum

Estimulo a 58-580 pg/ml e
inibicdo a 1.160 ug/ml

Simazina Agotobacter chroococcum Sem efeito
Paraguat Sclerotium rolfsi Inibicao

Fixacdo de nitrogénio 2,4-D Azotobacter sp. Inibic&o
2,4-D Rhizobium sp. Inibicdo a 0,1 wpg/ml
MCPA Rhizobium sp. Inibicdo a 0,1 pg/ml
Simazina Azotobacter chroococcum Sem efeito
2,4-D Azotobacter chroococcum Inibicdo
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TABELA I (continuacdo)
Funcéao Herbicida Microrganismo Efeito
Nitrificacéo 2,4-D Nitrosomonas sp. Sem efeito
2,4-D Nitrobacter sp. Sem efeito
CIPC Nitrobacter agilis Inibicao
Simazina Nitrosomonas europeq Sem efeito
Atividade celulolitica DNOC Cytophaga sp. Inibicdo a 40 ppm
Atrazina Sporocytophaga MmyLococ- Sem efeito
coides
Simazina Sporocytophaga Mmyxrococ- Sem efeito
coides
Banvel D Sporocytophage mMyxococ- Sem efeito
coides
Diuron Sporocytophage myxrococ- Sem efeito
coides
Dicryl Sporocytophaga myxococ- Inibicdo
coides
Amiben Sporocytophaga myxococ- Inibicao
coides
M-H Sporocytophags myxococ- Inibicdo
coides
Stam F-34 Sporocytophage myxococ- Inibicédo
coides
Atividade antibiética 2,4-D Gleosporium olivarum Estimulo
2,4,5-T G. Kaki Estimulo
MCPA Schizophyllum commune Estimulo
Simazina Streptomyces sp. Sem efeito
(278 strains)
Atividade enzimaéatica:
— Protease 2,4-D B. cereus Inibicdo a 300 ppm
— Protease 2,4-D Ps. fluorescens Sem efeito
— Desidralase Simazina — Inibicio
- Protease Prometrina Micrococcus sp. Estimulo
-— Protease Prometrina Bacillus sp. Estimulo
- Desidrogenase Prometrina Bacillus mycoides Inibicao
- Desidrogenase Prometrina Sarcing lutea Inibicdo
— Desidrogenase CIPC Micrococcus sp. Inibicio
— Desidrogenase CIPC Bacillus mycoides Inibicao
-— Desidrogenase CIipPC Sarcina lutea Inibicédo
- Nitrato redutase Simazina Nitrobacter agilis Sem efeito
— Nitrato redutase CIPC Nitrobacter agilis Sem efeito
-~ Cytochromo C CIPC Nitrobacter agilis Inibicdo

oxidase
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TABELA I (continuagio)
Funcéao Herbicida Miecrorganismo Efeito -
Biossintese de carote- Simazina Rhodospirillum rubrum Estimulo
noides
Biossintese de bacte- Simazina Rhodospirillum rubrum Estimulo em baixa concen-
rioclorofila tragdo e inibicAo em mais
altas
Monolinuron Rhodospirillum rubrum Ligeira inibicdo em culturas
envelhecidas
Mudancas citolégicas Simazina Hartmanelle rhyzoides Efeitos citotéxicos
Tillam Arthrobacter sp. Deformacdes celulares
Tillam Corynebacterium sp. Grandes formas de involucfo
Amitrol Azotobacter sp. Mudancas nas ultra-estrutu-
ras celulares
Aphalon Azotobacter sp. Amontoados de células
Processos genéticos 5-BU herbicidas| Bacteriophage E. coli Sem efeito
DCPA Aspergillus nidulans Mutagénese
Fenois substi- | RhAizobium sp. Mutagénese
tuidos
Simazina Rhizobium sp. Sem efeito
Prometrina Rhizobium sp. Sem efeito

(*) De acordo com varios Autores.

cimento dos seguintes outros microrganismos
do solo: Rh. leguminosarum, Rh. meliloti,
Rh. trifoli, B. mycoides, B. megatherium,
B. subtilis, Ps. aeruginosa e uma amostra
de bactéria micolitica.

Por outro lado, Kurinska & Romanow
(dados ndo publicados) verificaram que a
Simazina estimulava o crescimento de Rho-
dospirillum rubrum na faixa de concenira-
cdo de 107° pg/ml (estimulo maximo) a
5 pg/ml (leve estimulo). O estimulo do
.crescimento foi correlacionado com o aumen-
to do conteiido de carotendides. Algumas
alteracbes no espectro dos carotendides fo-
ram também observadas como resultado da
acio da Simazina. Baixas concentracgdes do
herbicida estimularam a biossintese de bacte-
rioclorofila porém, na presenca de 1 e 5
pg/ml da Simazina no meio, &sse processo
foi inibido.

Os herbicidas do grupo das triazinas, sdo
.conhecidos como afetando principalmente a
fotossintese, quando agindo sdbre as plantas

superiores, Esse fato pode explicar os efei-
tos limitados sdbre os microrganismos hete-
rotréficos e a atividade clara sbbre Rhodos-
pirillum. Uma amostra virulenta de Agro-
bacterium tumefaciens apresentou alguma
sensibilidade & Simazina. O herbicida esti-
mulou fortemente sua vespiragio enddgena
por 15 minutos; com o tempo, o estimulo
foi reduzido e desapareceu apds 75 minutos.
O Monolinuron agiu sébre o Rh. rubrum de
modo semelhante ao da Simazina. Quando
agindo sébre a amostra virulenta de Agr.
tumefaciens, o Monolinuron estimulou o con-
sumo de oxigénio, na concentragdo de 1077

a 5,0 pg/ml

Os mutantes menos virulentos de Agro-
bacterium foram menos sensiveis ao Monoli-
nuron. Esse herbicida de uréia nio afetou
o crescimento do Azotobacter chroococcum
porém acelerou seu consumo de oxigénio.
O Penicillium sp., eliminado do solo, como
resultado do tratamento com Monolinuron,
mostrou-se fortemente sensivel a é&sse herbi-
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cida “in vitro”. Na presenca de Monolinu-
ron no meio, o crescimento de Penicillium
foi reduzido de 75,09 em meio com glicose,
de 80,09 em meio com sacarose e de 95,0%
no meio com glicerol.

GELTSER ** observou que a Simazina, na
concentracio de 0,0004 mg/ml, ocasionou
um significativo efeito citotéxico no proto-
zoario do solo, Hartmanella rhyzodes.

O crescimento da S. rolfsii no meio de
Capek, foi inibido pelo Paraquat na con-
centraciio de 12,5 a 75,0 pg/ml. A inibi¢fo
do crescimento fol correlacionada com a li-
mitagdo da oxidacdo da glicose 5.

O crescimenio de formas pigmentadas de
bactérias e de B. subtilis foi suprimido em
meio contendo Atrazina e Simazina. Ambas
triazinas estimuaram significativamente o
crescimento de Actinomicetos %,

O Fluometuron (3-(m-trifluorometilfenil) -
-1-1-dimetil uréia) suprimiu o crescimento
auwtotrofico de Chlorella pyrenoidosa ¢ Eu-
glena gracilis, mas o efeito inibitério foi so-
brepujado quando a alga cresceu heterotro-
ficamente **. A respiragio da alga nfo foi
afetada pelo herbicida, sendo-o sdémente o
desprendimento de oxigénio folossintético.
Os Autores concluiram que o Fluometuron
é seletivamente téxico a uma ou mais rea-
¢bes controladas pela luz, porém nfo tem
efeito s6bre as reagbes no escuro que pre-
cedem a sintese de clorofila.

Algumas algas do solo foram estimuladas
pelo 2,4-D nas concenlragbes de 4.1077 ¢
4.107*%, porém inibidas por concentragdes
mais allas ™,

A Premetrina ¢ o CIPC inibiram forte-
mente o crescimento de Bacillus sp., Bacillus
mycoides, Micrococcus sp. e Sarcina lutea.
A atividade da protease e da desidrogenase
da maioria das amostras foi suprimida pela
Prometrina e pelo CIPC, porém houve tam-
bém amostras nfio afetadas por ésses herbi-
cidas. A atividade proteasica (gelatinase)
de Micrococcus sp. e de uma amostra de
Becillus foi estimulada pelos herbicidas *.
Baricka & col.® examinaram o efeito de
varios herbicidas sdbre 68 amostras de
bactérias, 35 de leveduras e 38 de actino-
micetos, isolados da rizosfera do milho e cen-
teio. Os Autores verificaram que a reagfio
de amostras individuais aos mesmos herbi-
cidas depends da preparagio da dose (o
mesmo herbicida é produzido por muitas
fabricas), da maneira de aplicacio, da sen-
sibilidade da amostra examinada, do tempo
de observaciio, elc. Isses fatdres devem ser

levados em consideragdo quando os resulta-
dos apresentados por varios Autores sio dis-
cutidos.

SOBIESZCZANSKI ®® observou algumas mu-
dangas na morfologia e alteragio no ciclo de
vida e padrBes de crescimento de Arthro-
bacter sp., Corynebacterium sp., Ps. fluores-
cens, B. subtilis, Bacillus sp., ocasionados
pela a¢io de varios herbicidas. O Autor ve-
rificou que bactérias formadoras de esporos
sfo mais sensiveis a presenga de herbicidas no
meio, do que as outras. Tal se expressou
pela_inibicdo do crescimento e aceleracdo. da
esporulagfio em meios com Tillan e Atrazina.

KreTscamar & col. * observaram mudan-
¢as nas ultraestruturas de células de Azoto-
bacter aletadas pelo Amitrole (3 amino-1,2,4-
-triazol).

WinELy & CLEMENTE SAN ®* examinaram
os efeitos de pesticidas sébre o Nitrobacter
agilis. A bactéria foi inibida pelo CIPC
(10,0 pg/ml), porém ndo o foi pela Simazi-
na. O CIPC impediu a oxidacdo do nitrito
pela suspensfio de células. A nitrato redu-
tase dos extratos livres de células ndo foi
inibida por nenhum dos dois herbicidas. A
maioria dos pesticidas causou alguma repres-
so da alividade da citocromo C oxidase.

Hampr & col. 2 observaram que o 24-D,
Stam F-34, Ordram (S-etil-N hexahidro-1-
-H-azepina-1-etiolcarbamato) e Trifluralin
(e, @~trifluoro-2,6-dinitro~-N,N-dipropil-p-to-
luidina), em doses agricolas, inibem a pro-
ducio de biomassa e o conteddo de N de
Tolypothrix tenuts, alga fixadora de nitro-
génio. O Stam mostrou-se toéxico para a
alga. Baixas concentragbes de 2,4-D estimu-
laram a sintese de clorofila.

Alguns Autores investigaram as conse-
qiiéncias genélicas da agdo dos herbicidas s6-
bre os microrganismos. McGaHEN & Hor-
FMAN ' observaram que o 5-BU (5-bromou-
racil) era um fator mutagénico para um
colifago. Os derivados de 5-BU (3 e 6-alkil-
-5-bromouracil herbicidas) n@o possuiam a
atividade mutagénica, CserJEs: *® verificon
que uma amostra de Cephaloascus fragrans,
sensivel ao PCP (pentaclorofenol) é capaz
de se adaptar a altas concentragbes désse
composto.

Prasap * examinou as propriedades mu-
tagénicas de DCPA (acido 2,3,5,6-tetraclo-
roleroftalico). Foi investigada uma amostra
auxoltréfica exigente de metionina (meth,)
e piridoxina (pyros) de Aspergillus nidu-
lans. Prasap ** verificou que o produto da
biodegradagio de DCPA, 3,4 dicloroanilina,
afetava mais fortemente a freqiiéncia de mu-
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tacio reversa (back mutation) do locus
meth,, do que DCPA e seus outros deri-
vados.

fisse relato mostra que os herbicidas néo
sio nem neutros nem inativos em relagio
aos microrganismos do solo. Alguns herbi-
cidas podem afetar mais ou menos especi-
ficamente uma ou mais fungdes biolégicas
héasicas de varios micrébios. Os resultados de
trabalhos apresentados por Autores individuais
sio muito freqiientemente contraditorios. Os
efeitos dependem nfio s6 da composigio e
estrutura interna da preparagio aplicada e
da susceptibilidade das espécies examinadas,
como também da sensibilidade individual da
amostra utilizada, de sua idade e estado fi-
siolégico e naturalmente da condicio na qual
o experimento foi realizado.

Somente em alguns casos sdo fornecidas
sugestdes sobre as relagBes entre a estrutu-
ra quimica dos herbicidas e sua atividade
contra um grupo individual ou entre a posi-
¢fio taxondmica ou fisiologica (grupo fisio-
légico) de um microrganismo e sua sensi-
bilidade a determinado composto.

Efeito dos microrganismos sébre
os herbicidas

£ um fato de grande significado ecologico
e agricola, existirem microbios que possam
ser afetados no solo pelos herbicidas comuns
usados. Apesar da falta de sinais alarman-
tes, pode-se antecipar que, em circunstancias
adequadas, algumas alterages perigosas na
hiocenose do solo, podem ocorrer como Tre-
sultado da aplicagio prolongada e, em mui-
tos casos, da acumulagio de herbicidas.

E como se o solo controlasse, até agora, a
invasio crescente dos pesticidas constituin-
do uma importante tarefa econdmica e sa-
nitdria, encontrar os meios de aumentar o
habilidade natural de auto-defesa do solo.
Existem numerosos mecanismos dessa auto-
defesa. Os produtos quimicos podem ser
adsorvidos sdbre os coléides do solo, tanto
minerais quanto organicos e imobilizados;
compostos volateis podem evaporar no ar;
as substancias bem soliveis podem ser lixi-
viadas para as dguas subterrineas. Esses
modos de se livrar dos herbicidas ndo sfio
satisfatérios do ponto de vista ecolégico e
ndo evitam a poluicdo da biosfera. Herbi-
cidas adsorvidos podem ser liberados dos
adsorventes e reativados; os herbicidas eva-
porados ou lixiviados passam apenas do sis-
tema terrestre para o sistema aéreo ou aqua-
tico, permanecendo ativos.

A Unica forma eficiente de manter a bios-
fera livre de poluigio pelos pesticidas é sua
transformacfio irreversivel em compostos ina-
tivos ou, o que é mais desejavel, sua de-
composigio total,

HA muitas evidéncias de que a transfor-
magiio e mesmo degradacio de muitos her-
bicidas ocorra no solo, sendo realizada tanto
por fatéres abiéticos (transformacdo quimi-
ca) como bibticos (transformaglo bioquimi-
ca). As interagdes de ambos grupos de fa-
tores sio também observadas. A biodegra-
dacdio dos herbicidas é naturalmente, a mais
efetiva defesa contra a intoxicagio e a polui-
cho, pois fornece as possibilidades de mine-
ralizacio dos compostos orgénicos, enquanto
a transformacio quimica leva, em alguns
casos, & acumulacio de intermedidrios orga-
nicos freqiientemente ativos e toxicos.

Evidéncias sébre « participagio dos micror-
ganismos na transformagio dos herbicidas

Varios procedimentos experimentais sio
empregados para distinguir a transformacéo
biolégica da abidtica. Muitos Autores ti-
ram conclusdes comparando os destinos de
herbicidas em solo natural e no esterilizado.
Deve-se, entretanto, ser critico e cauteloso
gquando usando essa aproximacho, pois as
mudancas provocadas pelos processos de este-
rilizacdo tanto fisicos (calor, radiacfo),
quanto quimicos (esterilizantes, inibidores,
antibi6ticos), podem obscurecer os resul-
tados.

As medidas da cinética da transformacio
sob diferentes condigbes, podem ser usadas
como base para conclusbes. A decomposi-
¢ilo quimica comega na sua velocidade ma-
xima, tdo logo é o substrato introduzido no
solo e continua como reacflo de primeira or-
dem. A decomposi¢iio microbiana & prece-
dida de processos adaptativos, desenvolvi-
mento de microbios capazes de atacar o her
bicida, dando-se entio a degradacio do
substrato. Tal significa que o periodo de
“lag” inicial, seguido por uma fase logarit-
mica, é caracteristico da transformacdo bio-
logica.

Fravk & SwITZER ** verificaram que a
degradagio abiolégica ou a lixiviagdo do
Pyrazon (5-amino-4-cloro-2-fenil-3-piridazo-
ne) pelo solo examinado, era insignificante.
Os Autores atribuiram o desaparecimento do
Pyrazon do solo a fatbres biol6gicos porque
a perda do herbicida parecen ser uma fun-
¢fo exponencial do tempo, caracteristica da
atividade de microrganismos.
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Os efeitos de condigbes ambientais na ve-
locidade da degradacio podem ser usados
como indicadores de transformagfio hioldgi-
ca, mas ndo quimica. Por exemplo, RorTn
& col. * observaram que a Atrazina foi de-
gradada 2 a 3 vézes mais rapidamente no
solo de superficie do que nos sub-solos. Cada
aumento de 10°C de temperatura, de 15°C
a 35°C, causou um aumento na velocidade
de degradagfio de 2 a 3 vézes. O aumento
do contetido de umidade do solo de 04 a
0,8, capacidade de campo, causou significa-
tivo aumento do desprendimento de “CO.
do solo” tratado com Atrazina marcada no
€ da cadeia lateral. Tais fatos podem ser
considerados como evidéncias de decomposi-
¢bes bioldgicas.

A reaglio da populacdo do solo a introdu-
cdo de doses maiores de herbicida pode tam-
bém fornecer dados para concluir acérea
do mecanismo de degradagfio. A acelera-
¢ilo do desprendimento de CO, e o aumen-
to, em nlimero, no grupo individual de mi-
crorganismos podem ser aceitos como evi-
déncias da decomposicdo microbiana. Dados
mais precisos sfo fornecidos usando &sse
procedimento, se forem usadas preparacdes
com ™C marcado. Fssa técnica, analoga a
técnica de enviquecimento do solo, tem que
ser seguida de procedimentos de isolamento
para entdo fazer o exame dos isolados, “in
vitro”, em meio contendo o herbicida. O
ltimo procedimento prové os dados diretos
sobre o papel de determinados fatéres hiols-
gicos na transformacfo do herbicida.

A Tabela 1T contém uma lista de herbi-
cidas selecionados, cuja degradagdo biologi-
ca estd provada e os nomes dos microrganis-
mos ativos, quando identificados. A lista
¢ baseada nos trabalhos aqui apresentados e
e em revisGes anteriores,

Aupus ' cita os resultados de experimen-
tos seus e de outros Aulores na degradacéo
de fenoxi-herbicidas. Aupus * empregou a
técnica de perfuragio do solo na qual a so-
lugdo aerada de 24-D circulava continua-
mente através de uma coluna de solo. Du-
rante 18 dias a concentracio do herbicida
ndo foi reduzida mas entdo, uma réapida de-
composigiio teve inicio; durante os 4 dias
subseqiientes o herbicida desapareceu do
solo. A taxa de decomposicdo, fase “lag”
seguida de fase logaritmica, marcou os me-
canismos bioldgicos da decomposicio. Pa-
drbes semelhantes foram encontrados por ou-
tros Autores para oulros fenoxi-herbicidas.
Avpus* fol o primeiro que, usando a técni-
ca de enriquecimento do solo, teve sucesso

no isolamento, em 1950, de algumas amos-
tras bacterianas, utilizando 2,4-D como Gni-
ca fonte de carbono e degradando aquéle
herbicida,

Aupus * mencionou, também, o isolamento
de microrganismos capazes de degradar o
2,4,5-T. No entanto, outros Autores, como
ALEXANDER *, falharam no isolamento de or-
ganismos com essa habilidade (ver discussio
apés a apresentacio do trabalho de ALE-
XANDER %).

O 2,4-D pertence aos compostos de curta
duragfo.  Entretanto, a persisténcia do qui-
micamente relacionado a éle, o 2,4,5-T, é
bastante longa no solo. A diferenca em sus-
ceptibilidade ¢ atribuida as diferencas nos
pontos de ligacio entre a cadeia lateral ¢ o
anel aromatico do herbicida. E agora bem
conhecido, que os compostos meta-substitui-
dos sfio mais resistentes & decomposicio mi-
crobiana, do que os para-substituidos. As
relagbes entre a estrutura e a susceptibili-
dade a biodegradacgiio sfio caracteristicas néo
apenas para os fenoxi-herbicidas. T sabido
que a mudanga de localizacio de mesmo
um (mico substituinte, em véarios grupos de
substdncias quimicas, transformard um nu-
triente utilizivel em um composto que é, com
dificuldade, metabolizado.

Os fenoxiacetatos clorados e entre éles o
2,4-D, pertencem aos mais largamente usa-
dos herbicidas e muitas investigagbes foram
realizadas pera carvacterizar as vias de sua
biodegradacio. Loos & col.** fornece-
ram evidéncias de que o Arthiobacter sp.
degrada o 2,4-D via 24-diclorofenocl. Na
cultura de Arthrobacter sp. em meio com
2,4-D, pequenas quantidades de 2,4-dicloro-
fenol se acumulavam durante o estigio ini-
cial do crescimento. Quando a cultura es-
tava em fase logaritmica, o 2,4-diclorofenol
As enzimas metabolizantes de
induziveis. O

desapareceu.
2,4-D  de Arthrobacter sdo
crescimento em 24-D  estimulou, além da
transformacéo do 2,4-D, também a habilidade
do microrganismo em oxidar o 2,4-dicloro-
fenol.

Foram feitas algumas sugestfes de ser o
2,4-dicloroanizole um intermediario do 2,4-D
e 24-diclorofenol. O mecanismo pelo qual
a cadeia lateral acética é clivada de sua
parte aromatica de fenoxiacetatos, era desco-
nhecido. Em 1969, TiepJE & ALEXANDER
verificaram que uma preparaciio enzimdlica
solitvel, obtida de Arthrobacter sp., catali-
zava a clivagem oxidativa da ligacdo éter do
2,4-D para formar o 24-diclorofenol.
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TABELA II

Microrganismos capazes de degradar o0s herbicidas (¥)

Herbicidas

Microrganismos

Fenoxi-herbicidas:

2,4-D

MCPA

2,4,5-T
2,4-DB
MCPB
4 CPA

Arthrobacter globiforme, Flavobacterium sp., Corynebacterium sp., Achro-
mobacter sp., Pseudomonas sp., Mycoplana sp., Aspergillus mniger, Strepto-
myces viridochromogenes.

Mycoplana sp., Rhizobium meliloti, Achromobacteriaceae, Flavobacterium
peregrinum,

Mycoplana sp., Nocardia opaca
Nocardia opaca.
Nocardia opacda.

Nocardia sp.

Acidos alifaticos halogenados:

MCA

DCA

TCA
MCP

Dalapon

Trichoderma viride, Clanostachys sp., Acrostalagmus sp., Arthrobactier sp.,
Pseudomonas dehalogenans,

Trichoderma viride, Clanostachys sp., Acrostalagmus sp., Arthrobacter sp.,
Pseudomonas dehalogenans.

Arthrobacter sp., Pseudomonas dehalogenans,
Trichoderma wiride, Clanostachys sp., Acrostalagmus sp.

Pseudomonas sp., Flavobacterium sp., Micrococcus flavus, Agarbacterium sp,.
Alcaligenes sp.

Amidas herbicidas:
CDAA
Pyrazon
Karsil

Stam F-34

Streptomyces viridochromogenes.
Bacterium sp.
Penicillium  sp., Pullaria sp.

Fusarium solani.

Uréias herbicidas:

Monuron

Siduron

Pseudomonas sp., Xanthomonas Sp., Sarcina sp., Bacillus sphaericus, Ba-
cillus sp., Pseudomonas chloraphis, Psewdomonas desmolyticus, Penici-
ium sp., Aspergillus sp.

17 amostras de Fungi imperfecti.

Carbamatos herbicidas:

CIiPC

CEPC

Pseudomonas striata, Flavobacterium sp., Agrobacterium sp., Achromo-
bacter sp.

Achromobacter sp., Arthrobacter sp.

Triazinas herbicidas:

Atrazina

Simazina

Aspergillus fumigatus, A. ustus, A. flavipes, Rhizopus stolonifer, Fusarium
moniliforme, F. roseum, F. oxysporum, Penicillium decumbens, P. janthi-
nellum, P. rugulosum, P. lutewm, Trichoderma viride.

Aspergillus fumigatus.

Bipiridilium herbicidas:

Paraquat

Achromobater sp., Pseudomonas sp.

(*) De acordo com véarios Autores.
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As vias para a blodegradagfo do 2,4-D,
foram estudadas por TienJE & col.® ¢ Dux-
BURY & col.?', no laboratério de ALEXAN-
pER. Fles encontraram catecdis clorados
como intermediarios. O 4-clorocatecol e 3,5-
-diclorocatecol foram entdo convertidos por
preparagio enzimatica de células de Arthro-
bacter, a acidos dicloromuconicos. Duxsu-
RY & col. ** mostraram também a conversio
enzimatica do 4cido cloromaleiacético (acido
cis-1-cloro-3-ceto~but-1-ene-1,4-dicarboxilico)
a acido succinico. As invesligagles das vias
de biodegradag¢io do 2,4-D eslfio, alé agora,
sendo estudadas.

Borrac & col.™ examinaram a quimica
da hiodegradagfio de outro fenoxi-herbicida,
o MCPA. Um isolado do solo, identificado
como Flavobacterium peregrinum, é capaz
de degradar o MCPA. Todo o cloro foi Ii-
berado sob a forma de cloreto e o carbono
carboxilico foi convertido em produtos vo-
lateis, por culturas em crescimento, da bacté-
ria. O decloro-2-metilfencl, se acumulou no
meio. O Arthrobacter, crescendo em 2,4-D,
foi também capaz de desalogenar o MCPA.
O 4-cloro-2-metilfenol foi metabolizado pela
preparagio enzimatica somente quando ni-
cotinamida adenina dinucleotideofosfato
(NADPH,) era adicionado & mistura reatora.

Os acidos alifaticos clorados sfo atacados
pelos microrganismos do solo. Krarney &
col. ™ verificaram gue a liberacio 6tima do
ion halida do TCA, ocorre quando extrato
de levedura é suprido ao meio contendo
TCA, inoculado com Pseudomonas sp.. O
TCA e sens produtos de desalogenacio po-
diam servir para Pseudomonas como fnica
fonte de carbono. FEstudos enziméticos de-
monstraram  preliminarmente que para a
fragmentagio do TCA s8o necessarios alguns
co-fatdres.

BurGEe *¢ verificou que o nimero de bacté-
rias capazes de decompor o Dalapon variava
em diferentes solos, de 1.000,0 a 10.000,0/g
de solo. Da incubacio do Dalapon no solo,
resultou um aumenio de 100 vézes no nd-
mero daquelas bactérias. Entre as bactérias
decompositoras foram encontrados Bacillus
sp., Agrobacterium e Arthrobacter. Ha algu-
mas evidéncias de que a decomposicio tam-
bém possa ser realizada por fungos do solo
e de que uma decomposicio quimica também
ceorra.

Bounps & col. ™ observaram que a toxi-
dade do Dalapon para o Agrobacterium sp.
do solo, pode ser revertida sob a acfio de
um outro isolado do solo, semelhante ao
Micrococcus  flavus. Nenhum dos organis-
mos foi capaz de degradar o Dalapon. Ha

razbes para acreditar que o acido pantoté-
nico, presente na cultura de Micrococcus, é
responsavel pelo efeito de detoxicagdo. Po-
de-se sugerir que néo s6 a degradacio, como
também alguma forma de acfo associativa
de microrganismos, possa desempenhar um
papel na resisténcia dos micrdbios aos her-
bicidas.

Kurinska % citou muitas evidéncias mais
antigas da decomposicio microbiana ou da
desintoxicagfo dos acidos aliféticos clorados.

Os padrdes de desprendimento de CO,,
de -solotratado -com~Stam - F-34, - indicaram
que o herbicida é atacado por microrganis-
mos. Um fungo isolado de solo enriquecido
com Stam degradou o herbicida utilizando-o
como Gnica fonte de carbono e energia em
meio mineral. A 3,4-dicloroanilina foi encon-
trada como um intermediirio que é posterior-
mente convertido *,

O karsil, herbicida acilanilida, é degra-
dado pelos fungos Penicillium sp. e Pullaria
sp. em crescimento e pelos seus extratos li-
vres de células. Foi verificado que a kar-
sil-acilamidase é uma enzima induzivel. En-
tre os produtos primarios da degradagio do
karsil foram encontrados o acido 2-metil va-
lérico e a 3,4-dicloroanilina ¢,

Enxcvitp & JENSEN #* observaram que a
decomposigiio do Pyrazon (5-amino-4-cloro-
-2-fenil-3-pyridazona) em solo nao tratado, &
seguida de nma fase “lag” porém, comeca
imediatamente apdés a adigdo renovada do
Pyrazon. Uma bactéria nio identificada ca-
paz de decompor Pyrazon, “in vitro”, foi
isolada.

LanziLrota & PraMER "% % isolaram Fu-
sarium. solani utilizando Propanil (3,4-diclo-
ropropionanilida) como dnica fonte de car-
bono. Como produto primirio de decompo-
sigdo, foi encontrada a 3,4-dicloroanilina, a
gqual inibia a posterior decomposicio de her-
bicidas, quando acumulado no meio na con-
centragdo de 80,0 pg/ml. A velocidade de
decomposiciio foi acelerada na presenca de
glicose e extrato de levedura., Uma acilami-
dase fingica fol isolada da cultura.

Para BarTHA & col.? as mudangas no
desprendimento de CO. de solo tratado com
herbicida servem como uma evidéncia da
decomposi¢io microbiana on falta de de-
composicio daqueles herbicidas, Quando um
estimulo no desprendimento de CO, ocorre,
¢ tirada a conclusio de que o herbicida é
biologicamente degradade; quando o efeito
estimulante é prolongado, ampla oxidacfio
do herbicida é indicada; um efeito transité-
rio sugere que houve alteragio limitada na
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molécula do herbicida. Os amida-herbicidas,
dicryl, karsil e Stam F-34, causam estimulo
prolongado. As quantidades de carbono dos
herbicidas, oxidado completamente e recupe-
rado como CO,, foram estimadas em 14,0%
e 20,09 para dicryl e Stam F-34, respecti-
vamente.

Os uréia-herbicidas pertencem ao grupo de
longa duragfio no solo. O Diuron, Linuron
e Monuron inibem a produgdo de CO.; po-
de-se concluir que aquéles compostos resistem
a longas mudancas oxidalivas®. As evidén-
cias, para a biodegradacio dos uréia-herbi-
cidas nfio sdo numerosas, porém existem.
WALLNOEFER ¢ cresceu Bacillus sphaericus
em meio com Monolinuron marcado no *C.
O herbicida foi degradado por remocio de
CO. da parte ureido da molécula deixando
a parte p-cloroanilina. O Monolinuron, Li-
nuron e Metabromuron foram degradados
pelo B. sphaericus em uma semana. O Fluo-
meturon, Diuron e Metabenatiazuron parece-
ram ser resistentes a decomposi¢io. BELAS-
co & Lancsporr ' isolaram um fungo e uma
amostra de Pseudomonas sp. utilizando Si-
duron como Tnica fonte de carbono e meta-
bolizando o herbicida.

Tal fato estd em contraste com os resulta-
dos dos outros que nfo encontraram qualquer
efeito de microrganismos naquele herbicida,
ou observaram uma acio inibidora do Sidu-
ron na microflora.

Desde a descoberta das propriedades her-
bicidas do IPC e CIPC, apareceram relaté6-
rios contraditérios sbbre a persisténcia dos
carbamato-herbicidas no solo. Kaurman &
KearNEY isolaram em 1965, segundo Ku-
LINSKA %%,  microrganismos  metabolizando
CIPC em produto ndo toxico. BartHA &
col. ® mostraram que o estimulo ao despren-
dimento de CO. do solo tratado com CIPC
¢ IPC foi transitério, o que sugeria mudan-
cas limitadas na molécula do herbicida, pro-
vocadas por agfio microbiana. Recentemen-
te Crark & WricHT Y7 verificaram que o
CIPC e o IPC persistiam em solo autoclava-
do ou tratado com azida, porém ndo no na-
tural. Os herbicidas desapareciam do solo
natural ao fim de 2 a 3 semanas, a 27°C.
O IPC foi considerdavelmente menos resis-
tente que CIPC. Os Autores isolaram amos-
tras de Arthrobacter (globiformis?) e Achro-
mobacter capazes de utilizar o IPC como
{inica_fonte de carbono. O IPC desapareceu
rapidamente de solo estéril, apos inoculagdo
com ambas as bactérias. Ambos os organis-
mos desintoxicaram IPC via anilina. Os
Autores nio encontraram qualquer enzima
extracelular responsavel pela degradacio e

supdem que o processo ocorra por dissolucdo
e difusio gradual dos herbicidas em muito
pequenas quantidades, dentro da célula.

As primeiras informages sdbre a hiode-
eradagio dos triazina-herbicidas foram con-
traditorias. Foram isolados em 1960, fungos
crescendo em meio com Simazina como Gni-
ca fonte de nitrogénio. A adigdo de subs-
tAncias orgénicas utilizaveis, ao meio, acele-
raram a utilizacio de Simazina. O fato tal-
vez explique a mais curta persisténcia de
Simazina em solo rico em matéria orgéanica,
segundo KuLivska #. KuriNska *" néo con-
seguiu confirmar os resultados de outros Au-
tores que usando a técnica de enriquecimen-
to do solo, encontraram algumas amostras
que cresceram muito pobremente em extra-
tos de solo com Simazina, como fnica fonte
de carbono e nitrognio ou somente nitro-
génio. Mais evidéncias de biodegradagao
das triazinas foram fornecidas um pouco
mais tarde. Para BarTHA & col.?, a Sima-
zina pertence aos herbicidas que provocam
estimulo transitério ao desprendimento de
CO. de solo tratado com o herbicida.

MaNORIK & col. * isolaram algumas amos-
tras capazes de ulilizar Atrazina, Simazina
¢ Prometrina como tnica fonte de nitrogé-
nio. Hance & CHESTERS *® isolaram espé-
cies aerébicas e anaerébicas de microrganis-
mos capazes de metabolizar o anel de hidro-
xiatrazina.

SOBIESZCZANSKI *° encontrou alguma rela-
¢io enlre a resisténcia de certas amostras de
bactérias contra a agio da Atrazina ¢ a ha-
bilidade daquelas bactérias de desintoxicar
o composto. B. subtilis mais susceptivel, re-
duzia a toxidade ligeiramente, porém, as re-
sistentes (Arthrobacter sp. e Ps. fluorescens)
causavam desinloxicagio mais forte.

Kavrman & BLAKE *° isolaram um nlime-
ro de fungos (ver Tabela II) capazes de de-
gradar o etilamino marcado no "C e a Atra-
zina marcada no *C do anel, em meio su-
plementado com glicose. A degradagdo ocor-
re por desalkilacio do grupo alkilamino.
Niio houve evidéncias de clivagem do anel
s-triazina.

MugraYy & col. * observaram a utilizagéo
de Prometrina por fungos do solo. O Asp.
niger, A. tamarii e A. flavus utilizaram a
parte metiltio como um nitriente contendo
enxoire.

A despeito de terem sido enconirados mi-
crorganismos capazes de utilizar triazinas “in
vitro”, a decomposicio dos triazina-herbicidas
ocorre no solo bastante lentamente.
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O PCP pertencendo ao grupo dos herbi-
cidas de fenois substituidos, foi degradado,
“in vitro”, por 3 espécies de Trichoderma,
no fim de 12 dias ™,

Entre os bipiridinium-herbicidas, o Diquat
€ prontamente decomposto pelos microrga-
nismos no solo. O aumento do contetido de
argita do solo reduz o desprendimento de
"COy de solo tratado com o Diquat marca-
do no "C%., O Paraquat é fotoquimica-
mente degradado & metilamina e ion 4-carbo-
xi-1-metilpiridinium. Wricra & Camv % iso-
laram_Achromobacter sp. que cresceu nacque-
le composto utilizando-o como tinica fonte de
carbono, Os Autores encontraram também
algumas bactérias capazes de utilizar a meti-
lamina. E sugerido que existe um sistema
biolégico no solo para a degradagio comple-
ta dos conhecidcs produtos fotoliticos do Pa-
raquat.

Herbicidas que resistem aos microrganismos

A humanidade tem que viver em coexis-
téncia com as estranhas substancias que sfio
introduzidas no solo, em grandes quantida-
des, de modo a aumentar a eficiéncia da
agricultura, O conhecimento séhre os des-
tinos dessas substincias é de grande impor-
tancia para a humanidade. Nio é s6 o
problema de reunir informacéio para os qui-
micos, a fim de ajuda-los a arquitetar e sin-
tetizar substdncias ativas que possam logo
ser biologicamente destruidas, apés cumprir
suas fungbes como exterminadores de ervas-
-daninhas. E também problema selecionar
microrganismos que sejam capazes de des-
truir, pelo menos, a maioria dos pesticidas
comumente usados e fazé-los realizar a bio-
degradagio com a maior eficiéneia, Exis-
tem conhecidos exemplos de que, em alguns
casos, a introdugiio de microrganismos ativos
no solo acelera a velocidade de desapareci-
mento dos pesticidas. Enxcviep & JENsEN 2
por exemplo, mostraram que uma bactéria
capaz de utilizar Pyrazon, “in vilro”, cau-
sava a vapida degradacgfio daquele herbicida,
“in situ”, quando introduzida no selo. Ma-
NORIK & col.*" demonstraram que a degra-
daciio de Simazina no solo é acelerada por
inoculagfio no solo com Penicillium ciirinum
capaz de degradar Simazina “in vitro”.
KearNey & col.®® verificaram que os resi-
duos no solo do muito resistente inseticida
DDT, eram reduzidos apés inoculagio com
Aerobacter aerogenes. Fsses poucos exem-
plos indicam haver uma esperanca de que os
métodos bioldgicos possam ser aplicados, em
certas condigbes, para reduzir as quantida-

des dos pesticidas nos sistemas terrestres e
reduzir a polui¢do.

Infelizmente existem muitos pesticidas e
entre €les herbicidas que resistem, até agora,
a decomposigio microbiana, persistem no solo
e néle se acumulam. Constitui assunto de
discussio entre os especialistas, se os micré-
bios sdo onipotentes e podem atacar e des-
truir quaisquer substdncias organicas, e en-
tre elas as sintéticas, inventadas e criadas
pelo homem, ou se suas possibilidades sdo li-
mitadas. ALEXANDER ® representa o ponto
de - vista de que moléculas exéticas, que ndo
se amoldam a nenhum dos caminhos meta-
bolicos, ndo sdo utilizaveis pelos microrga-
nismos e permanecem resistentes a decompo-
sigdo microbiana.

Ha outras vozes insistindo em que as ha-
bilidades dos microrganismos sdo ilimitadas
e que qualquer composto orgénico, mesmo
exodtico para as vias metabélicas, pode ser
degradado ¢ que um processo adaptativo con-
tinuo ocorre na natureza, como resposta as
continuas invasSes de mnovos compostos na
biosfera. Existem também algumas evidén-
cias de que organismos que nfo crescem em
certos compostos podem, a despeito désse fato,
transforma-los, em condi¢des apropriadas.
Ha em alguns casos, uma acfio conjunta de
fatdres quimicos e bioquimicos tendo lugar
no solo, sébre substincias estranhas.

O nimero de evidéncias ndo é suficiente
para decidir qual seja o ponto de vista cor-
reto. Entretanto, é fato que algumas subs-
tincias que eram consideradas como resisten-
les e nfdo susceptiveis a decomposicio micro-
biana, sfo atacadas e transformadas, em cer-
tas condigdes, como por exemplo, a presenca
de fontes adicionais de energia ou apés su-
plementago do meio com vitaminas ou ou-
tros fatbres. Tal & verdadeiro nfo =6 para
herbicidas como para muitos compostos re-
sistentes, como o humus natural, cuja de-
composicio “in vitro” depende da presenca

2

de carboidratos utilizaveis, no meio 2,

Tais fatos indicam que sérios estudos sis-
tematicos, sdbre a condi¢io da decomposi-
¢éo, podem fornecer alguma informacéo adi-
cional sébre as possibilidades da hiodegrada-
gao de alguns compostos, considerados agora
como resistenles.

E fato que alguns herbicidas e compostos
relacionados possuem propriedades mutags-
nicas e podem provocar o aparecimento de
mutantes capazes de bilodegradar o herbici-
da. Ninguém pode excluir a possibilidade
de que certos micrébios possam ganhar, sob
condigbes adequadas, algumas novas e nio
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previsiveis habilidades. Porém, os estudos
s6bre as fungdes genéticas dos herbicidas es-
tdo, no momento, na fase inicial.

E sabido que alguns herbicidas sfo trans-
formados quimicamente ou fotoquimicamen-
te no solo, em compostos susceptiveis & bio-
degradacio. Néo se pode excluir que os,
em verdade, inatacaveis composlos possam
ser transformados em formas utilizaveis para
os micrébios. Porém, o nimero de evidén-
cias concernente & colaboracfio entre os fatd-
ves abiéticos e bidticos, na transformacio e
degradagfo, nfo ¢é suficiente para tirar con-
clusbes precipitadas.

Sem entrar em consideragio sGbre qual
ponto de vista é o verdadeiro e melhor argu-
mentado cientificamente e qual pertence ao
desejavel, o fato é que a biodegradagio dos
herbicidas é o mais, se ndo o Unico, eficien-
te caminho para desintoxicar o pesticida e
para limitar sua acumulagfo na biosfera. A
ativacdo dos microrganismos nos sistemas €
o mais eficiente meio de impedir a poluicéo
estavel. Tal é a razio porque a intensifica-
cdo dos estudos sdbre a microbiologia dos
herbicidas deve ser aconselhada a todos os
organismos nacionais e internacionais, res-
ponséaveis pela produgdo de alimento e pela
defesa da natureza. A identificagiio de iso-
lados do solo e a selecfio de amostras capa-
zes de atacar os herbicidas comumente usa-
dos, estudos das condigdes favoraveis a bio-
degradagiio e o exame das propriedades mu-
tagénicas dos herbicidas, pertencem as mais
urgentes tarefas da biologia aplicada, agri-
cola e ambiental.

SUMMARY
The herbicides and the microrganisms

A review on the microbiological aspects
of the herbicides is presented. Two main
itens are pointed:

a) the fate of the herbicides and their
role upon soil microrganisms.

b) the microrganisms action on the her-
bicides and the behaviour of herbicides re-
sistant to the microrganisms action.
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