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EFEITO BACTERICIDA DO PEROXIDO DE HIDROGENIO SOBRE SALMONELLA EM LEITE DESTINADO A

FABRICACAQ DE QUEIOS

Resumo

Q estudo envoiveu a agio
(H505)  secore
ingouladas individualmente em
foram constituides

uma hors

bactericida do
Salmonella Typhimurdium, S.
leite
pela adig3o de 0, 200, 400 = &0Q ppm de HaOp, a
34°C & Q, 800, 1000, 12090 e 1400 ppm do germicids, a
de exposigdo. Apds 2 decomposigfo do H

Maria de Fatima Borges

Centro Nacional de Pesguisa de Mandioca e
Fruticultura - EMBRAPA

Calixa Postal 007y

44380 Cruz das Almas BA, Brasil

Sebastidio Cesar Cardoso Branddo
& Addo José Rezende Pinheiro

Dept? ce Tecnologia de Alimentos
Universidade federasl de Vigosa
Campus Universitéric

36570 Vigosa MG, B8rasil

perédxido de hidrogénio
Lyphi e S. dublin,
estarilizado. 0s tratamentos

32°C, durante
202, pela adigde de

catalase, procedeu-se a contagem de microrganismos remanescentes nas

amostras. Nestas, verificou-se que a atividade bactericida do H202
fogi intensificada com o aumento da sua concentrag3o e femperatura do

leite. Na

temperatura de 34°C, a destruigdo de S. Zyphimurium e S.

dublin ocorres com adiglo de 400 ppm de Haly, & de 8. fyphi com s00

ppm Co mesmc. A destruigdio & 32° C,

gcorrey com 1200 ppm de H202, am

igual tempo de exposig3o, para as Lrés espécies relacionadas.

Introdugio

0 alto valor nutritivo & energético
do  leite, em estado facilmente
assimildvel, favorece tanto o}
crescinento de microrganismos
desejdveis, a exemplo das bactérias
ldtacas, coro of indeseidveis, nos
quais, se incluem as bactérias  do
género Safmoneffa. Estas causam Febres
entéricas (febre tifdide} e
gastrenterite e representan um

problema & sadde piblica no mundo todo
(5, 14, 19).

A salmonelose veiculada por leite
tem sido observada principalmente, em
lugares onde a populagdo tem habito de
tomar  leite Cru. Nos paises
desenvolvidos, tal hdbite € atribuido
ao avango tecncldgico da produgdo, que
dispensa pasteurizacio do leite, e nos
subdesenvolvidos ac insuficiente

ndmero de estabelecimentos gue assegurem
& qualidade sanitdria do leite (7, 19).
No Brasil € prdatica comum o consute  de
leite "in natura”, principalmente na
fabricag@o de gqueijos, e ndo héd qualquer
resultado de pesguisa sobre casos de
salmonelose  com  a  injestdo destes
alimentos, © gue sugere a realizacic de
estudos scbre a ccorréncia de Safmonefla
nc leite cru. A legislagio brasileira
exige, no entanto, a pasteurizagdco do
leite tanto para consume na forma fluida
como na fabricagdo de produtos léticos
(4). Essa prética assegura a sanidade do
leite, porém interfere na maturacio e
caracteristicas sensoriais do queijo
(17, 223.

Ura alternativa de destruigio dos
patdgenos no leite destinadc a
fabricagiic de queijos, pode ser o©
ampprego  de  perdwide de hidrogénio

(8,0,}. Este tem  elevado poder

Rev. Microbicl., S80 Paulo, 20(2):145-149, Abr./Jun. 1989
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bactericida, ¢ de fécil aplicagic e nd@c
apresenta toxidez residual apds remogdo
com catalase (6, 7, 11, 17}. Sua aglo
bactericida varia de acordo com  as
caracteristicas do leite leeiie]
temperatura, pH, estabilidade quimica e
niveis de catalase; além do nimerc 2
tipo de microrganismos presentes, do
tempe de ifratamento e concentrac@o do
Hy0, (1, 12, 13, 23). Seu mecanismo de
agao ainda ndc estd completamente
elucidado. Acredita-se estar envolvido
com a oxidagio de grupos sulfidrilices
das proteinas microbianas. C© H;O,
convertide a radicais  hidroxila,
altamente reativos, por ions metdlicos,
podem  degradar DNA {2), gproteinas,
polissacaridios e lipidios (3}: O H0p
tem side recomendade por alguns
pesquisadores (10, 17), em substituigio
a pasteurizagdc, nas concentragles que
variam de 200 a 600 ppm. Eles relatam
que esses nivelis ndo interferem na
atividade de importantes enzimas do
leite e microrganismos da fermentagdo
ldtica, essenciais na fabricagiio de
queijos. Outros pesquisadores revelam
que essas concentragbes de H;0p ndo
destroem todos os patdgenos do leite,
entre eles o grupo  Safmenelia (7, 13,
18). Cock {7) e Satra, citado por Luck
(13) cbservaram a completa destruigdo de
Safmonella no leite, em. concentragCes
bem superiores, gue variam de 800 a 2000
pom.  Considerando essencial a qualidade
sanitdria do leite destinade a
fabricagico de queiijos, objetivou-se com
o presente trabalho estudar o efeito
bactericida do Hy0, sobre as bactérias
do género Saflmonelia.

Material e Métodos

Neste estudo pretendeu-se utilizar
leite contaminado por bactérias do
género Salfmonefln. Estabeleceu-se, no
enranto, que a ndo detecgio desse tipo
de contaminagio nas amostras de leite,
provenientes de usina de laticinios da
Universidade Federal de Vigosa (UFV),
Mz, resultaria na inoculagio de
espécies | dessa bactéria em leite
esterilizado.

Avafincio popufacionaf de Safmonefla
em feite provendente da bacia feiteira
de 'Yigcosa - MG - Foram ampstradas um
total de 26 latdes do leite recolhido,
diariamente, na plataforma de recepgdo

da usina de laticinics da UFV. Essas
amostras foram | definidas pela raiz
quadrada do mimero de latdes de leite
provenientes dos 170 produtores daguela
bacia leiteira.

As amostras, tomadas ac acaso, foram
conduzidas a0 laboratdrio e submetidas

"as andlises para detecgiio de Salmonelia.

fgtas foram feitas segundo  técnica
preconizada pela Internacional Dairy
Federation (9} e constituiram no
enricquecimento em meios seletivos;
no plagqueamento em meio
sélido diferencial; na confirmagio
sorcldgica das coldnias tipicas
antissoro polivalente,
somdtico, de Safmeneflfa (Difcol.

Fieito bactenicida do Helyz  sobre
Safmoneffa em feife - As amostras foram
constituidas por leite em pd desnatado
reconstituido. Foram colocadas aliquotas
de 200ml desse leite em erlenmevers coi
capacidade de 500ml, esterilizadas por
10 minutos a 121°C, resfriadas e, em
sequida, inoculadas com as espécies de-
8. typhi, S. ZLyphimurium e S, dublin
(fornecidas pelo Departamento de
Bacteriologia da Fundacio Oswaldo Cruz -
Ric de Janeiro), com populagbes em torno
de 2 x 105 ¢dl./ml. Apds a inoculacgdo,
incubou~se os erlenmevers em banho-maria
a 36 * 1°C por 20 - minutos, para
estabilizar as amostras. Bm segquida elas
foram tratadas com H,0, comercial
{produzido pela Farmitdlia Carlo Erba,
densidade 1,122) padronizado.

Os tratamentes foram constituidos pela
adigio de 0, 80C, 1000, 1200 e 1400 ppm
de H,0, as amostrag incubadas a 32° C
com 65 mimutos de exposigio: e oela
adicio de 0, 200, 400 e 600 ppm H05 &S
emostras incubadas a 54°C, com igual
pericdo de exposigio. Apds esse pericdoe,

as Ultimas amostras foram, entdo
equilibradas a temperatura de 32 °C e
tratadas; juntamente com as demais
amostras,  com catalase comercial
{estéril), obtida de figade bovino
(Sigma Chemical Company, USA). Essa foi
adicionada am quantidades

pré—estapelecidas, de acordc com Sua
atividade, para decompor o Hy0, residual
das amostras em 20 minutos. Essa
decomposicio fol confirmada pela reagao
de amido-icdeto de potdssio {13). Logo
depois, quantificou-se as populagbes de
Safmonelfa nas amostras, empregandc—se a
técnica de semeadura em profundidade
"pour Plate" (2, 13) em placas de Petri
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Figura 1 - Valores das populacBes de Safmonelfa er lsite esterilizado, apés
tratamento com Hplz, por 60 min., 32°C {a) & 54°C (0}.
L (23 & 1 &}
S, Lyohimaium
——— 5. fypni
—-—= %, dublin
; =1 \\
5 i
o 280 400 500 80O 000 1200 4} 280 %00 BL0
ppm B0, pP™ H'zcz
com dgar verde brilhante vermelho de utilizando cone matéria prima. Silva
fencl, e paralelamente efetucu-se um {20) considerou, ainda, ©pequena &
controle, inoculando-se 3 aliquotas de sensibilidade do método de  isolamento

ml de leite de cada ‘tratamento,
tubos com calde nutriente.

Apds incubagic, a 36 * 1
horas preocedeu~se a contagem das
unidades formadoras de coldnias {UFC)
nas placas de Petri, e determincu-se a
presenca  ou  auséneia de cdlulas
injuriadas pela turvagio ou ndo do
meio contido nos tubos.

em

C, por 24

Resuitados e Discussdo

Avaliaedo popufacional de Salmonefla
no feife provendiente do bavie fediizira
de. Vicose - MG - ¥Eo foram detectadas
bactérias do género Safmonelfa no
leite proveniente da hacia leiteira de

Vigosa. 0O n3c isolamento dessas
bactérias pode ser gtribuido,
principalrente, & baixa inciddncia

delas, além da presenga de substdncia
de atividades antimicroblana
produzidas por determinados grupes de
bactérias do leite. Ao nio isolamento

de Salmonelffs en produtos laticos,
Raimundo . (16} tribuiv  a baixa
incidénecia da mesma  no léite,

dessa  bactéria. A respeito do método de
isolamento adotado, convédm salientar que
existem vdrias etapas bastarte complexas
e que podem afetar a sensibilidade do
mestwo. Enm produtos  ldticos, Reiter &
Col., citados pela IDF {8) observaram,
também, uma redugdo na populagio de
Staphyfococeus aureus e atribuiram-na 3
presenga de substincias de atividade

antimicrobiana produzidas por bactérias
ldticas.

Embora n&c se tenha detectade a
presenca de Safmoneflio no  leite
analisado, sugeren-se levantarentos
detalhados para assequrar sobretudo a
saide pablica, uma vez gue, VAriocs
pesquisadores (5, 19} isclaram essas
bactérias em leite e derivados,

envolvidos em surtos de toxi-~infecgles
alimentares, em cutros paises.

Efeito  bartenicidn do Hzﬁf sobne
Safmonelia em £eife - A agio bactericida
do HZO% sobre as bactérias @o género
Safmonefla foi intensificada & medida
que aumentou a temperatura do melo e a
concentragdo do  agente  bactericida
{Figura la, b).
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Verificou-se que a aplicagio de 200
ppm de H,0; a 32°C, reduziu 28% e a 54
° C mals de 99% das populaches das
trés espécies de Safmonelfa. Essas
redugdes mals intensas na tarperatura
mais alta podem  ser  atribuidas,
principalmente, a uma maior atividade
germicida, do produrc além da
inativagdo da catalase presente no
leite. Amim e Olson (1) relataram que
o Hy0, tem uma atividade méxima em
torno de 50°C.

Em concentragbes acima de 200 ppm de
H,0, aplicado a 54°C, as populagdes de
S, typhimwium e $. dublin  foram
reduzidas em forma semelhante e mais
inténsamente que as 8§, fyph{. Essas
diferencas entre espécies mostram que
o Hy0, € mais eficaz scbre algumas

especies, Segundo alguns autores (7,
13, 23) cutros fatores COmo
concentragdo ¢ tempo de exposigio do
germicida, temperatura, PH,

estabilidade guimica, carga microbiana
2 niveis de catalase do leite, também
interferem na atividade de H,0

As populagbes de S. Zgah&mun&um e S.
dublin foram eliminadas, na
totalidade, apds adigdo de 1200 ppa de
Ho0p, & 32°C {Figura 1a) e 400 ppm a
54° C (Figura 1b), com uma hora de
exposicic. Bm estudos semelhantes,
Cock (7) e Roundy {17) wverificaram a
destruigdio de S. Jfyphimunium, apds
aplicaciio de 500 ppm de H.0,, a 30°C,
por 5 horas; e de 600 ppm desse
agente, a 54°C, por um minuto. A
respeito da destruicio de S. dubfin em
leite, né&o ha referéneia na
literantura consultada.

A eliminagio das populagbes de S,
Lyphi com o emprege de 600 pom de
Hy0s, a 34°C (Figura 1b), wostra uma
maior resisténcia delas & agic do
germicida comparado com as  outras
espécies testadas. Na tenperatura de
32°C essa maior resisténcia de S,
Iyphi n3c fol observada {Figura la).
B temperatura entre 17 e 32°C, Cogk
(7) e Monaci, citado por Luck (13)
observaram, no entanto, a eliminagio
de S. typhi no leite, apds aplicagéo
de 2000 ppm de H 205, por 8-9 horas; e
de 1000-1200 ggmzdnrante 4-% horas.

&s concentrag®es de H,0, capazes de
destruir, por completo, as referidas
espécies Qe Safmoneffa no  leite
{Figura 1ta, b) foram confirmadas pela
auséncia de corescimento de células
injuriadas, que pudessem ter resistido

acs tratamentos com essas concentragies
e gue ndo se multiplicaram no dgar verde
brilhante wvermelho de fenol, por este
ser um meio seletivo. Tals concentragdes
podem ser consideradas altas em relagdo
as recomendadas (200-600 ppm) para
tratamente do leite destinado a
elaboragio de queijos. WVellosoe (21}
constatou que o tratamento de leite com
concentragtes acima de 200 ppm de HyO5,
interfere na metodologia de fabricacdc
do gueijo de Minas padronizado e altera
as caracteristicas sensoriais do meswo.
Contudo, outros autores (10, 17)
asseguram que a aplicagdo de até 600 ppm
de HyO; @0 leite ndo altera a qualidade
do queiljo.

Considerando que o Hy0, é de fécil e
remocHEo, sem  produzir residuos téxicos
no leite e que a aplicagdo de 500 ppm, a
54°C, durante wva hora, destruiu a .
typhi, S. typhimurium e S. dubfin no
leite (Figura b} e que a Inspegio
Industrial e Sanitdria do Ministério da
Agricultura {4) ndc permite o uso desse
germicida no leite consumido na forma
fluida, sugere-se o usc desse processo
de sanitizaGgic no leite destinado a
elaboracgio de cueijos. Esse processe a
32°C (Figura la) €& nc entanto
tecnicamente invidvel em razdc das altas
doses de H,0, necessdrias para destruir
as espéoies de Salmenefla testadas.

Summary

Bactendicddal effect of hidrogen peroxide
on Salmonellfa in mifk employed Fo cheese
manugacture

ihe present study was realized to tfest
the bactericidal sctivity of #H_ 0, on
Salmonella typhimunium, S. Zyphi ara” S.
dublin individually  incculateg in
sterelized milk. The treatments included
the addition of (0, 200, 400 and 600 pp.
af Halp at 54°C and ©, 805, 1900, 1200
and 1408 ppm of Hs05 at 32°C. Incubation
time was 1 hour. After de composition of
the H,0, by additian of catalass the
remaining microrganisms were counfed.
It was found that the bactericidal
activity of H,0, was intensified by the
increase of iis concentration and the
milk ftemperature. At 5490 concentrations
of 400 ppm of Ha0, killed S. Iyphimurdium
and S, dubfin while at the same
temperature S. Lyphi needed of 400 opn
of Hy0; to be eliminated. when the
incubation tfemperature was 32¢C all



those

speclies were killed with

concentrations of H,0, at 12080 ppm.
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OTIMIZACAD DA PRODUCAD DE DEXTRANA-SACARASE DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES A PARTIR

DE MELACO COMO FONTE DE CARBONO

Resumo

José Humberto de Queirosz
& Francisco Mawgeri Filho

Faculdade de
Alimentos/UNICAMP
13081 Campinas SP, Brasil

Engenharia de

A produg#ec de dextrana-sacarase de leuconcsfoc meseniterodides B-s12F

fei realizada em meios de

maceragdoc de milho, como faontes

fermentag&o contendo melage e dgua de

de carbono e nutrientes. Os

resultados obtides nZo feoram muito diferentes dagueles obtides com
um meio bem mais rico. O melhor procedimento em fermentagfc foi a

batelada alimentada com controle

do  pH. A produtividade foi 13%

superior ag resuliado obitido com meic rico.

Introducio

A dextrana-sacarase {E.C. 2.4.1.5) é
uma enzima produzida extracelularmente
por  uma grande variedade de
microrganismos, principalmente os dos
géneros Sireptococcus e lLeuconostoe
{19}, «que ter a propriedade d¢
sintetizar a dextrana a partir da
sacarcse. E: dextrana é um
polissacaridec formado por unidades
D-glucopiranosil, com tipos de
ligaghes gue wvariam segundo o
microrganismo  produtor. A dextrana
produzida por L. mesentfercdides B-512F,
indvstrialmente ¢ microrganismo mais
utilizado, apresenta somente 2 tipos
de ligagbes: a (1,6) e a (1,3) (12}. O
polimero € formado por uma cadeiz
principal com ligagBes o (1,6), com
remificagBes em ¢ (7,3). O temanho das
moléculas pode variar dependendo da
temperatura, concentragio de sacarose
e presenga de outros agicares durante
a reagdo de sintese (16,17). A
dextrana nativa apresenta em média um
peso molecular entre 40 e 50 milhSes
de daltons, nas condigfes industriais
atualmente utilizadas. As propriedades
deste polimero s&o bastante
especificas, principalmente no que
tange ao comportamento reoldgico {em
concentracSes até 5% comporta-se comno
finido newtoniano (17)) e a capacidade
de complexar ions metdlicos (18).

Estas propriedades fazem com cque a
dextrana encontre grande aplicabilidade

em diferentes vramos da atividade
industrial: expansor de plasma
sanguineo, anti-~coagulante

(dextrana~sulfato), medicamentos para
tratamento de anemias {dextrana-ferroc) e
descalcificaciic (dextrana~cdlcio), redes
moleculares uwsadas em separagdo e
purificag8e de  compostos, lama de
extragdo em pogos de petrdleo, entre
outros (1, 9, 11, 18). A produgio de
dextrana ¢ feita tradicionalmente
durante ] crescimento de L.
mesentercddes em  meio de  cultura
contende  sacarose e enriquecido com
outros nutrientes {4). As condigbes de
cultura estabelecidas por alguns
pesquisadores (4, 5, 6) alcangaram bons
rendimentos e tém servido de base para a
produgio industrial. Nestas condigdes a
dextrana possue alto peso molecular e
tem que sofrer hidrdlise controlada para
certes uscs consagrados. Qutra forma de
producdc é fazer a enzima
dextrana-sacarase, purificada ou em
forma de extrato enzimético bruto, agir
"in wvitro", sintetizando a degtrana a
partir de uma soluglc de sacarose. Este
dltimo processo possue wa série de
vantagens em relagio ao primeiro, pois
possibilita o controle e otimizagdo meis
rigorosa, tanto na obtencdo da enzima
por L. mesentercdides, quanto na produgio
da dextrana. O peso molecular do produto
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pode desta forma ser controlado nio
necessitando hidrdlise posterior, além
do fatc de um maior rendimento ser
optido (6, 7). A dextrana-sacarase &
produzida tradicionalmente por
fermentacio em batelada alimentada,
com controle de pH a 6.7, temperatura
28°C, aeragio de 0,5VWM, em weio
extremamente rico (8, 2, 14},
obtendo—se uma atividade final de até
14,10L/mL (2, 14}. Alguns autores (3,
20} estudaram a utilizagdc de meios
mais pobres, usando agua de maceracdo
de milho como fonte de vitaminas e
nitrogénic, ndo obtendo no entanto
resultados encorajadores.

A dextrana-sacarase € uma enzima
indutiva, ou seja, sO produzida na
presenca de um indutor, no  caso

sacarcse. N¥o se  conhece até o
presente instante, outro composto que
possa substituir a sacarose

convenientemente. Devido a este fato &
imprescindivel a colocagiic deste
agicar no meio de cultura, que
servird, além do papel de indutor da
enzima, como fonte de carbono e
energia para © mlcrorganlsm E
importante frizar que & igualmente
inprescindivel a presenca de
nitrogénioc aminico no meio, sem o que
a produc3o da enzima n3o ocorre. R
este fato, aliado & necessidade da
presenga de sacarcse, que sobrecarrega
os  custos de produgio, peis
normalmente & usado extrato de
levedura  para suprir esta
necessidagde (133.

Este trabalho visa dar uma
contribuigdo a produgdo de
dextrana-sacarase, a partir de
matéria-prima de baixo custo, melago e
adgua de maceragdo de milho, como fonte
de carbono, vitaminas e nitrogénio.
Desconhece—se na literatura trabalhos
que tenham sido feitos com melago como
fonte de sacarose,
devido a presenga de agucares
invertidos que poderiam influir na
producdo da enzima.

Material e Métodos

Microrganismo - Leuconoatoe
mesenteroides NRRL B512-F, mantido em
estoque a -20°C em solugdo de glicercl
a 10%.

Meio de cultura - O meio  padrdo

possivelmente
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utilizado por Lopes (8) foi: sacarose,
40g/1; extrato de levedura, 20g/i;
fosfato de potéssio dikdsico, 20g/1;
sulfato de magnésio, 0.2¢/1; cloreto de
s&dio,  0.01g/1; sulfato ferroso,
8.01g/1; sulfato de mangands, 0.01g/1 e
cloreto de cdlcio, 0.02g/1. O weio
alternativo contendo melago e dqua de
maceragdc de milho (AMM) foi consequido
depois de uwma série de ensaios de
otimizagdo do meio de cultura (15). O
meic & o sequinte: melago a 80 BRIX,
50g9/1 (32g/1 de ART); 2AMM, 10g/l e
fosfato de potdssio dibdsico, 20g/1.

Condigbes de cufiwra - Foram utilizadas
as condigBes oStimas de produgio da
enzima (1): pH 6,7, temperatura a 27°C e
aeragac a 0,5VVM, em batelada simples e
alimentada.

Feamentadores - Foi usado mm fermentador
mini~ferm da New Brunswick de 1 litrc de
capacidade. A temperatura foi controlada
por um  bhanho termostatizado de
circulagic externa e ¢ pH controlado
pela injegio de NaOH 1IN, através de um
controlador automdtico de pH.

Aifividade enzimitica - Aplicou-se o
métedo  descrite  por  ILopes (8). A
atividade & expressa em UDS, onde 1 UDS
corresponde a quantidade de enzima que
libera 0,52mg de frutose em uma hora.

Agdeanes redutores  Lotais (ART) -
Centrifugou—se 10ml da amostra de meio
de cultura a 10000 RPM, a 5°C. Tomou-se
lml, do sobrenadante, promovendo-se em
seguida a hidrdlise dcida da sacarose
contida no meio. Fara tanto,
adicionou-se iml de EC1 2N e levoi-se a
ebullgao por 5 minutos.

Apds a hidrdlise determlnou—se o teor
de agucares redutores pelo método do
dacido dinitro-salicilico (10).

Crescimento ce_fuw - O crescimento foi
estimado indiretamente pela medida de
absorbincia do medo de cultura a 650nm.

Batefada com alimentacdo exponenciaf - A
alimentagdo exponencial foi  obtida
através do artificic de se misturar
400ml de uma solugio de sacarose a
5009/1 ou 400ml de uma solugdo de melago
contendo 500g/1l de agicares redutores
totais, com 100mi de NaQH SN, tendo-se,
desta forma, uwa solugdc final contende
NaOH 1N-e 400g/1 de aglcar. Esta solucic
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foi injetada a0 meic de . cultura,
através de uma bomba. peristdltica
.comandada por um  controlador de pH,
como  descrito acima. Portante, quando
a bomba era acionada pele controlador,
adicionava, além da soda, também o
agucar. Verificou-se que ¢ consumo
desta solugio era exponencial durante
o crescimento exponencial do
microrganismo.

Batelada com afimentacdo Linear - A
vazdc da bomba fol fixada de forma a
injetar aproximadamente 18g/hr de
agicar no caso do melic padrdc e
aproximadamente 16g/hr no casc do meic
alternativo. A diferenga entre os dois
fol resultante de problemas de
precisidc da bomba.

Medida do volfume injefado - Foi obtido
através da pesagem continua do frasco
contendo a solugdo a ser alimentada,
com o auwxilio de wma balanga
semi-analitica, e dividindo-se ¢ paso
obtide {ccnsumido) pela densidade da
solugéo.

Vofume de medie no {ewmentador - O
velume inicial de meic fol sempre
700ml. Durante a batelada alimentada
exponencialmente © volume no final da
fermentagdo chegou a aproximadamente
860ml e na batelada alimentada
linearmente 1000mi. .

Cafeulos de rendimento e produtividade
- Para os cdlculos de rendimento foram
considerados a atividade enzimdtica
total no fermentador {UDS/mi X volume
de meio) e o agdcar total disponivel
{agicar inicial e aguicar alimentado).
No caso da produtividade, dividiu-se a
" atividade mdxima obtida (UDS/ml)} pelo
tempo correspondente de fermentaco.

Resnltados e Discussdo

A fermentagdc em batelada simples de
L. mesenterncides é rdpida, atingindo a
fase estaciconaria apés 7 a 8 horas de
cuitura. MNas Figuwras 1 e 2 estdo
expressos estes resultados, com meio
padrdo (Figura 1) e meio alternativo
(Figura 2). Verifica-se que a produgio
da enzima se di durante o crescimento
do microrganismo e cessa na fase
estaciondria. A atividade enzimdtica
atingiu 40UDS/ml usando meio padrido e

35UDS/ml em meic alternativo, valores
estes muito préximos, principalmente se
se considerar gue a concentragi3c inicial
de agicares redutores € menor no weio
alternativo. .

No entanto, a produgdo de
dextrana-sacarase € bem maior em
batelada alimentada, com controle do pH.
Estabeleceu-se primeiramente a batelada
alimentada com alimentacgio exponencial.
Na Figura 3, com meic padrio, a.
atividade <chegou a 68UDS/ml apds
aproximadamente 7 horas de fermentagdo,
resultado este bem superiocr aos 40
UDS/ml obtidos em batelada simples. O
decrescime observade na atividade de
dextrana-sacarase no final da
fermentagiio € tipico para esta enzima,
devido sva baixa estabilidade nas
condigdes de fermentacio {27°C, pH 6,7)
(8, 2). Por cutro lade, a concentracgdo
final de substrato (ART) chega a
aproximadamente 70g/l, wmostrando uma
perda considerdvel de agicar. Ji na
Pigura 4, wverifica-se que o© melio
alternativo ndoc fol tdc eficiente neste
tipo de fermentagdo. A atividade
enzimdtica atingiu um mdEximo de 50
UDS/ml., apds 10 horas de fermentacdo, ou
seja, uma atividade menor num tempo
maior, em comparagdo ao melic padrdo,
embora ¢ resultado seja maior que o
ootido em batelada simples. Da mesma
forma gque no case anterior, a
concentragiico residual de substrato no
final da fermentagdo € rmuitc alta

(56g/1).
Na alimentagio linear, ou seja,
velocidade constante de adicio de

substrato ac longo da fermentagdo, foi
observado um melhor comportamente da
cultura, chegando-se a niveis mais altos
de atividade enzimdtica para ambos os
meiocs. Chserva-se na Figura 5, com meio
padrdo, uma produgdo de
dextrana-sacarase maxima apds 12 horas
de fermentagdo, com & atividade
atingindo 96 UDS/ml. Da mesma forma,
pode-se constatar na Figura 6, com o
meio alternativo, que a atividade foi
maior, 85 UDS/ml, igualmente apds 12
horas de fermentagio. Porém, nas 2
fiquras verifica-se que o© problema da
alta concentracdd residual do substrato
no final da fermentagfo ainda persiste.
Comparando-se os dois resultados nota-se
uma produgio da enzima 13% inferior com
¢ meio alternativo.

Come  tentativa de
concentragio de aguicarn

diminuir a
residual,



Figura 1 - Evolucfo da produgio
de dextrana-sacarase {uBs),
concentragfes de massa celular
em unidades de abscrbincia (UA)
e substrate (ART), durante g
tempo de fermentagiic em meio
padrio,
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Figura 3 - EvolugBo da garoduglo
de dextrana~sacarase (unsy,
‘concentragfes de massa celular
em unidades de absorbdncia (UA)
e substrate (ART), durante o
tempo de fermentagdoem meio
padrio, em batelada alimentada
gxpenencialmente.
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procedeu-se ac corte da alimentacio e
contrele do pH apds 6 horas de
fermentagdo, no final da fase
exponencial. Segundo Alsop (1), esta
técnica  favorece a  produgio  de
dextrana-sacarase, assim como diminue
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Figura 2 - Evolucgfo da produgsia de
dextrana-sacarase (uDs),
concentragdes de massa celular em
unidades de absorbincia (UA) e
substrato (ART), durante ¢ tempo
de fermentagia en meio
alternativoe.
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Figura 4 - Evolugfc da preoduclio de
dextrana-sacarase (ups),
concentrages de massa celular em
unidades de absorbancia (UA) e
substrato (ART), durante o tempo
de fermentagio em meio
alternativo, am batelada
alimentagda exponencialmente.
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a concentragio residual do substrato.

A Figura 7 ilustra os resultados
obtidos com meio alternativo. Nota-se
que efetivamente houve um decrescime de
ART no final da fermentagZo, sendo que a
atividade enzimdtica atingiu 68 UDS/ml.
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Figura 5 - EvolugZo da produglc de
dextrana-sacarase (UDS), concentragde
de massa celular em unidades de
absorbancia (UA) e substrato {ART),
durante o tempo de fermentagZo em
meioc padr#o, em batelada alimentada
linearmente.
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?igura 6 - Evoluglo da produclo o
dextrana-sacarase (upsy,
concentragles de massa celular em
ynidades de absorbdncia (UA) e
substrato {(ART) durante o tempc de
fermentagiic em meic alternativo,
em batelada alimentada
linearmente.
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Figura 7 - Evoluglo da produgdo de

dexirana-sacarase

concentragdes
unidades de

(uos),

de massa celular em
abscrbancia {(UA)Y e
substrato (ART),

com alimentacdo

exponencial e controle pH até §
horas de fermentagio.
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Fsre resultado é um pouco inferior
ac resultado precedente,  pordm
superior ao resultado obtido em
batelada simples com meio padrdo e
alternativo.

Os resultados de . rendimento e

produrividade de todos os experimentos
estio reunidos na Tabela I..
Comparando-se os dados da  Tabela,
verifica-se que a malor produtividade
obtida foi de 9,71 UDS/mi/hr en batelada
alimentada exponencialmente, com um



Tabela 1 ~ Resultades
(uU0s total), rendimento

finais

de
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dextrana-sacarase
da enzima, Y, e

atividade
obtengdo

produtividade, Pr, nos diferentes ensaios com L. mesentencides.

Simbolos: I = Batelada simples; II = Batelada ealimentada
exponencislmente; IIT = Batelsda alimentada linearmente; IV =
Batelada alimentada com corfte na zalimentagfo apds 6 horas de
fermentagic.
Meio padrio Meio Blrermativo

we S ¥ Pr ws WS ¥ pr

=~ wtal {bS/kg ART) (DS/ml/hx) el total DS/ ky RRT)  (D8/mi/hr)

oy 107 X 1073
I 40 28 1,00 5,00 35 24,3 1,1 4,37
II &8 60,2 1,17 3,1 30 43 1,01 4,17
11T 96 86 0,88 8,00 B3 a3 0,75 7,08
v - - - - 68 34 7,23 5,87

rendimento de 1,17 UDS/Kg de ART, em praticamente inexistente. Teve-se uma

meio padrio. No entanto, se considerar
que o© rendimento obtido na batelada
alimentada com corte, 1,23 UDS/Kg de
ART, o maior entre tcdos, e que a
produtividade de 5,67 (UDS/ml/hr),
foram ambos superiores acs resultadeos
obtidos em batelada simples, pode-se

afirmar gue Thouve um &avange na
produgdo de dextrana-sacarase.
Primeiramente, porgue o melo de

cultura & muito mais econfmico e,
sequndo, mesmo sendo um melo mais
pobre nutricionalwente, cbteve-se alto
rendimento e boa produtividade. O usc
do melago = da dgua de maceraghio de
milho mostrou-se  ser, portanto,
altamente satisfatdrio.

Bn relagdo as diferentes tecnclogias

de fermentagio empregadas,
verificou-se que & batelada
alimentada, seja com  alimentacgdo

exponencial ou linear, mostrou-se, de
uma forma geral, supericr ao processo
batelada simples. Houve um ganho em

produtividade e, em alguns casos, de
rendimentc. No entanto, a batelada
alimentada proporcionou altas

concentragBes de agucar residual, o
que preijudica o rendimento global do
brocesse. Com o corte da alimentacgdo e
do controle de pH no final da fase
exponencial de crescimento do
microrganismo, evitou-se este
problema, com uma vantagem adicional,
a de que no final da fermentagdoc a
enzima estd mais préxima de seu pH
6timo de estabilidade (pH 5,2). Desta
forma, a desnatura¢do da enzima, nas
horas finais da fermectagio foi

produtividade 30% superior ao obtide com
batelada simples em meio alternativo e

13% superior em relagfo a  batelada
simples em meic padrio.

Summary

Optimization of the production of
dextransucrase from Leveonoatoc

mesenieroides using mofasses as carbon
Aource

The production of dextransucrase from
Levconostoe  mesenfercides B-512F  was
studied using molasses and corn steep
liguor in the fermentation media, as
carbon and nutrient sources. The results
were similar to those obtained wusing a
richer medium. The best fermentation
prodecure was fed-batch with pH control,

The result was 13% higher than that one
pbtained using the rich medium.
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CARACTERIZACRG DO STAPHYLOCOCCUS AUREUS E DO STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS:
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ESTUDC

COMPARATIVO ENTRE 05 TESTES CONVENCIONAIS E O TESTE DA TERMONUCIEASE

Resumo

Para avaliar comparativamente os
caracterizago des estafilococes,

diferentes
foram testadas a espegificidade e

Ana Lacia da Costa

Dept? de Anglises {linicas,Toxicoldgicas
¢ Bromatoldgicas

Facuidade de Cigncias Farmacéuticas USP
Av. do café s/ne -
14049 Ribeirdso Prefo SP, Brasil

& Carlos Emilic Ievy

Laboratérico de Microbielogiza do
das Clinicas ~ Campus

Av. dos Bandelirantes, s/ng
14048 RibeirZo Prete SP, Brasil

Hospital

tesftes -utillizades na

a sensibilidade da produgfo da hemdlise, pigmento, coagulase,
lecitinase, DNase, e Thase, Fforam analisadas 136 cepas de
Zaphylococeus isoladas de materiais clinicos do H.C.F.M.B.P. - USP.
verificou-se, para as cepas n3c produicras da enzime coagulase
{teste em tubec}, concordincia de 100% para as provas de lecitinase,
DNase, TNase & coagelase fixa; 94,3% para a produc3o de pigmento e
22,9% para @& produgiic de hemdlise e 22,9% para a produgdo de
hemdlise em agar sangue. Pars identificacglo do S, auwnews todos  as
provas apresentaram boa sensibilidade (acima de 93%), sendo gque, s
o teste da deteccHBo da TNase, modificada por Menzies, revelou 100%
de concordédncia com a coagulase extracelular. O teste da
termonuclease pode ser considerade a primeira  opgio pars a
identificag%c dos estafilccocos. Como primeira triagem, podem ser
empregadas as provas da lecitinase e a avaliag3c da hemélise,

observada até

Introducdo

Fxistem dificuldades taxondmicas na
diferenciacdo dos cocos gram positives
que Crescem  @n  aeroblose, mas a
pactericlogia dispde de  técnicas
simples para reconhecer Com seguranga
os Staphyfococeus, e SEO ©s mMALS
importantes desta familia (13).

A familia Micrococcaceal reune, trés
géneros: Planococcus, Micrococeus e
Staphylococcws, gque SEC COCOS  gram
positivos, catalase positivos {2).

O génerc Planoccoccus facilwente se
diferencia por sua mebilidade, mas ndo
& encontrado em infecgdes humanas {(3).

O género Michococous, que tanbém hem
pouca importéncia clinice, compreende

Rev. Microbiol., S&c Paule, 20(2}:157-164,

36 horas depois da semeadura.

cocos imdveis cue s fermentam a glicose
em anaercobiose, diferenciandc-se dos
Stavhylfococeus que fermentam a glicose
com producic de dcido em condigBes de
aerobiose ou anaerobiocse.

atualmente o género Staphyfococcus s
compie  de vinte espécies {5), sendc que
o 8. avrews e o 5. epddeamidis s3o os
que mais se associam as infecgles
humanas. Os S. auaews cHUSAm
principalmente infecgles da pele, do
sub—cutdneo e mucosas, sendo tambem
agente importante de  bacteriemias,
endocardites, ostecmielites, meningites,

adquiridas na comnidade ou  Como
infecgdo hospitalar (6}.
Os S. epddesmidis aparecem

recentemente come agentes de infecgles

BAbr./Jun. 1989
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pds—coperatdrias (5).

C S. saprophyiicus é diferenciade do
s.. epLdesmidis pelo teste da
susceptibilidade a novoblocina, e estd
reis relacioeds am infecfes  urindrias em
milheres jovens sexualmente ativas
(53.

Secundo Kloos, a produgic da enzime
coagulase € um dos melhores critérios
empregados na diferenciacio entre o S.
aurensd {(ccagulase positivo) e o S.
epidermidis (coagulase negativo) ({5,
6).

Na prdtica laboratorial commente &
empregado © teste da coagulase em
l&mina, que detecta a coagulase fixa,
a coagulase ausente nos filtrades
estafilocdcicos (1, 8). Embora este
teste seja de facil execucdo e répida

leitura, sempre gque for negativo,
recomenda~-se sua confirmagio pelo
teste em tubo, para detectar a

coagulase livre ou extracelular, que
oferece major sensibilidade e
especificidade (17), apesar ~ do
inconveniente de poder demorar até 24
horas para se obter ¢ resuitado.

L coagulase extracelular reage com ©
fator coagulase reativo do plasma para
formar um complexce trombina-ccagulase,
que converte o fibrinogénic em
fibrima, coagulando ¢ plasma (9, 15,
17).

Mgumas das demais provas que  podem
ser utilizadas para diferenciar o S.
aurens e o S. epddeamidis sdo:

Produgdo de heméfise em agar sangue -

Algumas espécies de estafilococos
produzem toxinas hemoliticas, sendo

que quase todas as cepas de S.  auteus
mostram uma zona de hemdlise rdpida e
forte, e quase todas as cepas de S,
epidenmidis ndo s3o hemoliticas, ou
produzem uma pequena € demorada  zona
de hemdlise ao redor da coldnia ‘em
agay sangue de carneirc (5).

Produgdo de pigmento - Classicarmente a
pigrentacic do  Staphylfococcus  foi
utilizada na identificacgio do S.
awreus e S. epideamidis. O pigmento
amarelo sugere a presenga do S. aurens
(dureo = ouro) e © pigmento branco
sugere o S. epidexmidis (6).

Producdo da fecitinase - A lecitina,
pela agio da enzima lipase lecitinase,
libera 4cidos graxos, que am pH
alcalino e em agar hipersalinizado

forma um precipitado visivel (4).

As cepas lecitinase positivas s8o as
produtoras de zona de opalescénciz  em
torne da coldnia ou  ao  longe da
semeadura, e as lecitinase negativas,
sdow as ndo produtoras da  zona  de
cpalescéneia.

Produgio da DNase ~ A
desoxirribonuclease (DNase) & uma enzima
extracelular que gquebra o DNA em
pequenas unidades de campostos
nucleotidecs. O teste detecta a
habilidade dos microrganismos .- em
quebrar este DNA presente no meio de
cultura. O comprimento das sub-unidades:
formadas depende do tipo de DHNase
envolvida no processc hidrolitico {14).
A detecgdo desta enzima também € dtil
para a diferenciagdo de g2neros, por
exemplo Searalia sp. {DNase positiva) e
Enterobacter sp  (DNase negativa), ou
diferenciacio entre espécies: S: aureus
{DNase positiva) e S.:epidermidis {(DMase
negatival, tendo uma elevada
concorddncia com a coagulase na
identificaciio dos Staphylfococcus {10,
12).

Bm alguns trabalhes (8, 10, 12), foram
observados resultados significativos
tanto falso positicos (DNase positiva

para S. epideamidis], guanto falso
negativos (DNase negativa para 7. S.
aurews) .

Teste da ZLermonucfease - O teste da
termonuclease (ThNase), que detecta
nucleases termoestdvels - também &  um
método de elevada especificidade e
sensibilidade para caracterizar os 3S.
awews e os S. epddeamdidis (15}, No
entanto, sua técnica s8 se  tornou
praticavel na rotina laboratorial mais
recentemente, revelando-se um  método
alternativo para o© teste da coagulase
livre (10). T
Rlgumas cepas de Staphyfococcud podem
revelar falsos resultados no teste da
termonuclease, mas a presenca desta
enzima & especifica para o S. awreus,
pois o tratamento térmico s inativa -as
nucleases  produzidas relo S,
epidenmidis e Micrococeus (12, 16}.

Objetivo
Com a finalidade d&e - -avaliar

comparativamente os diferentes testes
utilizados para a caracterizagZo do S.



auiaeud,
para substituir a prova da coagulase

extracelular, nos Propusemos
Testar a sensibilidade e
especificidade da produgdc. da

coagulase fixa, lecitinase, pigmento,
hemdlise, DNase e TNase, considerando
a prova da coagulase extracelular ocamo
teste padrio.

Material e Métodos

Procedéneda das cepas - No periodo de
setambro a dezembro de 1985 foram
isoladas 136 (cento e trinta e seis)
cepes de estafilococes no laboratdrio
de Micrchbiologia do  Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto {H.C.F.M.R.P. -
U.5.7.), procedentes de  diversos
materiais c¢linicos de pacientes
hospitali¥ados ou atendidos em
ambulatdrios. _

Bstas cepas foram semeadas em  tubos
contendo , dgar Miller - Hinton e

conservadas em geladeira até a
execugio dos testes.

Provas de Identifinagdo - A hemdlise
produzida  pelos  estafilococos  foi
observada em dgar sangue de carneiro a
5%, incubadas 24 horas a 37°C. A
observagio foi feita em microscdpio
estericscdpico, com um aumente de 40
vezes.

Foram consideradas hemoliticas as
cepas produtoras de hemdlise ampla cu
moderada em culturas de até 72 horas.
As c¢epas ndo hemoliticas sfo as que
ndo apresentaram zona de hemdlise ou
gue produziram um halo ocu igual a Imm
em 72 horas (5).

A produgio de pigmento foi observada
nas culturas em dgar Muller — Hinton e
agar sangue de carneirc, apds
incubagio a 37°C durante 24 horas,
considerando-se Sem pigmentacio
(pigmento branco), as culturas ndo
produtoras de pigmento amarelo até o
quarto dia em temperatura ambiente.

O teste da atividade lecitindsica
fol realizado em agar hipersalinizado,
adicionado de emulsdo de geama de ovo,
com um pH final entre 7,4 ~ 7,6 (11).

Para a detecglio da enzima coagulase,
trapalhamos com oepas de  culturas
recentes am dgar sangue de carneiro a
5%.

Q reste am 18mina parz a pesquisa da

procurando uma  alternativas
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coagulase fixa (C.F.) foi realizadc
emilsionandc as cepas em plasma de
coeltho  diluide (1:2) em solugic
fisioldgica (0,85% NaCl). Para controle

de cepas rugosas, também smulsicnamos as
cepas em solugdo fisicldgica.

Para a detecgio da
extracelular (C.E.C.)},
culturas recentes foram inoculadas em
tubos de ensaio, contendo o plasma
diluido e encubadas em banho-maria 37°
C, com observagdo em intervales de 2, 4,
6, 24 horas.

0 ensaio utilizado para a pesquisa da
desoxirribonuclease foi ¢ DNase test
agar (Merck), com o indicador azul de
o—toluidina.

As cepas foram semeadas e encubadas a
37°C, durante 24 horas.

As cepas produtoras da enzima Diase,
apresentaram um halo réseo ao redor da
semeadura, indicando hidrdlise do DNA.

O método proposto por Lachica & Col.
(7}, para a pesquisa da termonuclease
(TNase), usando cultura em Brain Heart
Infusion (BHI), nos-dd um resultado em
24 horas. Fol empregado neste trabalhc a
técnica modificada por Menzies (10), que
fornece o resultado em menor tempo.

Consiste a técnica em utilizar um tubo
capilar para remover uma colbnia da
cultura em agar sangue. A colfnia e o
agar foram empurrados para © centro. do
tubo e as duas extremidades do tubo

coagulase
as coldnias de

- capilar foram fechadas em chama de bico

de Bunsen. Cada tubo Lol identificado
com fita adesiva e subnerso  em
banho-maria fervente durante 15 minutos.

As extremidades de c¢ada tubo foram
quebradas e a colénia e o agar foram
empurrados, com agulha de semeadura,
para uma placa de agar DNase Azul de

toluidina — "0" (TB-DMase agar) para &
pesquisa  da  termonuclease, que foi
incubada a 37°C dQurante 4  {quatro)
horas.

0O agar Azul de toluidina "0" para a

pesquisa da TNase fol preparado a partir
de DNase lest Agar (Merck), com a

seguinte composigiio e  técnica de
preparo:

TRIS (hidroximetil amino metano)...(0,6ig
Agua destilada.............. C....100,0m
Ajustar o pH 9,0 e adicionar: ]
DNase test 80a%. . cvrrnnrrncrennns 0,639
Cloreto de 88A10. et cn i vriiinnnnnn 0,925g
1 - 0,775¢
Solugdo de Cloreto de Calcio anidro
RO O - LN 1, 0ml

Ferver para a dissclugiio dos irgredientes
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e adicionar:
Solugdo de dzul de Toluidina — "O" a
L 0,92m1

Distribulr em placas de Petri (90mm)
e riscar o verso da placa,
identificando aproximadamente 30
espagos para a realizagco de 30
testes. :

Depois de 2 a 4 horas de  incubagdo,
aparece nas cepas produtoras da enzima
TNase, um halo rdseoc.

Uma caracteristica
TB-DNase agar, é sua alta
estabilidade, nic sendo necessaric
egterilizd-lo mesmo quando € estocado
a temperatura ambiente por um  periode
d&e 4 (quatro)} wmeses. Além disto, o
TB-DNase agar estocado pode ser
aguecido vArias vezes para O preparc
de novas placas, sem comprometimento
do seu desempenho. A estabilidade
deste meio de cultura pode ser
atribuida & propriedade inibitdria do
azul de toluidina frente &s bactérias
gram positivas, especialmente as

importante do

esporuladas, e a estabilidade do
complexo "azul de toluidina-DNA" ao
aquecimento.

Resultados

A identifiéagﬁo das 136 cepas de

estafilococos isoladas, basecu-se na
produgdio oz ndo de coagulase
extracelular, que € um teste

considerado como critério primdric de
diferenciagdo das espécies - de
Staphylococeus (1, 8).

paseando neste critéric encontramos
101 cepas de S, awreus {74,.3%) e 3%
cepas de S. epideamdidis  (25,7%),
isclados nos materiais bioldgicos

conforme mostra a Tabela 1.

Os espécimes classificados em material
cinirgicc compreendem  as culturas
isoladas em: fistula, ferida cirdrgica,
catéter, prétese, secregio traqueal e
liguido pleural.

Como  tecido cutdneo e sub-cuténeo,
foram classificados o©os microrganismos
isolados em: pdstula, abscesso, umbigo
de récem—nascidos, impetigo e pele.

Mucosas, compreendem as cepas isoladas
em: Ulcera de cOrnea, escarre, amigdala,
orofaringe e secregdo conjuntival, nasal
e dos orgdos genitais.

Os espécimes classificados am
Youtros"®, compreendem as  culturas
ispladas em: secregao de ouvido, osso,
liquor, sangue, urina e secregbes am
geral.

Os resultados do teste da coaqulase
livre ocu extracelular, corparadcs com as
demais provas para a caracterizagdo das
duas espécies de estafilococos estéo
apresentados na Tabela 2.

O desempenho comparativo das 7 provas
utilizadas para distinguir as spécies de
Staphylfococcuws aurews e 5. epideamidis
pode ser observado na Tabela 3.

Discussio dos Resultados

0 maior ndmerc de isolamentos de
estafilococos, dos materials bicldgicos
analisados, encontramos nos espécimes
provenientes das mucosas {44,1%) e
tecidos cutfnec e sub-cutdneo (31,6%)
{Tabela 1}. . ’

Fm relacdo as espécies, © S. awreuws
foi mais isclade em mucosas e tecido
cutdneo e sub-cutfneo, engquanto que ¢ 3.
epidermidis predominou no  material
proveniente de mucosas.

0Os resultados dos testes em tubo para

Tabela 1 - Distribuig#oc de 136 cepas de
estafilococos segundo espécie e o material
clinicao

Especims 3. a::sw 5. epideﬁgéda -;omi %
Mat. eirurgico 11 3 - 14 1G-3
MuGouas 40 20 60 44,1
Tec. <uk. = sub—cutineo 37 43 31.8
oueras 13 19 14.0
Total 101

38 136 100.0




detecgdo ds coagulase extracelular, e
em l8mina para a detecgdo da coagulase
fixa, revelaram concordidncia de 100%
para as cepas ndo produtoras da enzima
coagulase {nenhum falsc positivo).
Para as cepas produtoras da coagulase,
o teste em l3mina revelou 2,0% de
resultados falso negativos (Tabela 4).

As Tabelas 2, 3 e 4 mostram que para
a identificagio do S. epddeamdidis
houve concordéncia de 100% para a
negatividade das provas da coagulase
extracelular e lecitinase, e para a
identificagdo do S, aureus a
concorddncia -de  pesitividade das
provas de coagulase e lecitinase foi
de 95%, sendo que a lecitinase
apresentou 5% de resultados falso
negativos. Das 5 {cinco) cepas de S.
awreus nEoc predutcoras de lecitinase, 3
{trés) também apresentaram zona Jde
hemdlise demorada e uma ndc produziu
pigmento (Tabela 3).

Quanto & DNase nEo foram observados

resultados falsc positivos come citam
alguns trabalhos (11, 16, 17), sendo
sua especificidade de 100% em relacioc
& coagulase extracelular (Tabela 3 e
4). Sua sensibilidade feoi de 93% e as
cepas BiNase negativas (falso
negativas) ndo apresentaram falsos
resultados para os  demals  testes
{Tabelas 4 e 5).

B probabilidade de se identificar
corretamente um estafilococo coagulase
positive utilizando gqualquer uma das
provas relacionadas, cbtemse através
do seu porcentual de sensibilidade em
relacic a prova  da coagulase
extracelular (Tabela 5). Por outro
lado, a especificidade destas provas
traduz-se pela probabilidade de se
identificar corretamente um
estafilococo ccagulase negativo. -

A identificacgio do S. auwreus pelo
teste da TNase, modificade por Menzies
{10}, nos forneceu resultades dentro
do tempo esperado, com no maximo 4
horas de incubagdo.

A  Tabela 5 ormostra  100% de
especificidade e sensibilidade para o
teste da TNase, ndc  apresentando
nenhim falso resultado (Tabelz 4).

As cutras duas provas de
identificacgao das espécies de
estafilococos, producgio de hemdlise em
agar Sangue e @ pigmentagio das
coldnias, revelaram uma sensibilidade
de-98% e 93% em relacSo A&s cepas
coagulase positivas.

16"

Tabela 2 - Comparagdo do teste
de ceoagulase extracelular com cs
demais testes usados na
identificacis de 134 cepas de
estafilococos.

Simbolos: + = Ampla zona de
hemélise em 24 a 36 horas; {+) =
Zona de hemdlise demorada em 48
a 72 horas; - = Peqguena zona de
hemélise (<€ 1mm) ocu auséncia de
hemélise am 72 horas.

Cuagalese extracelular

PoOsLTIVA regativa
1 Cepas neY cepas
Leeitinase
96 3]
5 35
Draze
+ 94 1]
- 7 35
THase
+ 101 0
0 35
Hemdlise™
+ B2 3]
(+) 17 27
- 2 -]
Pilgmanto
aerelo g4 3
brance 7 32
Coay. fixa
+ =] Q
- z 35

As duas cepas de S.  awreus ndo
hemoliticas revelaram concordincia total
com as outras provas de identificagio
ugtilizadas (Tabela 2).

As cepas de S. epldemidis, mwostram
especificidade de 20% em relaglio &
nemdlise, sendo que normalmente este
microrganismo ndc produz  hemdlise
(Tabela 5). As 28 (vinte e oito) cepas
hemoliticas apresentaram zoa de hemdlise
demorada {Tabela 3).

Quandc consideramcs apenas a hemdlise
ampla (em 24 ou 36 horas), esta prova
cfereceu 100% de concorddncia com a
prova da coagulase. Apds 36 horas esta
prova apresentou resultados
discordantes.

Os porcentuais de sensibilidade e
especificidade da produgdo de pigmento
foram considerados elevades.

Quando comparamos O teste da ccoagulase
fixa com a coagulase  extracelular,
verificamos a discorddncia em duas
amostras {Tabsla 3). Estes resultados
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}abela 3 . Relagis

entre

as diferentes

provas de

uytilizadas para caracterizar as 136 cepas de
estafilococos.,

Simbolos: C.E.C. = Coagulase e extracelular; C.F. =
foagulase fixa; Lec. Lecitinase; Pig. = Pigmerto;
Hem, = HemGlise; * '+ = Ampla zona de hemdlise em 24 a
36 horas; (+) = Zona de hemdlise demorada em 48 a 72
haras; - = Peguena zona de hemdlise ( €1=m) ou

auséncia de hemdlise em 72 horas.

L. C.E.C. C.F. ILec. Ppig. BHan.* DNase THNase Total
Especies .
3. auwrews
. f + + + + + 98
+ 14 + + {+} + + 11
+ + + + + - + 7
+ 'a + - + + + ¥}
+ + - + i+) + + 3
+ i + - i+} + T 2
+ - T * + + + 1
+ - + + {+) * + 1
+ + - + + + + 1
+ + - - + + + 1
) + + + < - + + 2
S. epidernidis
- - + {+} - - 3
- - - - - - 8
- - - - - Wy - 24
136
Tabela 4 - Falsos resultados Tabela 5 - Sensibiiidade &

chtidos nos testes usados na
identificagdo das 136 cepas
de estazfilococos em relagio &
coagulase extracelular.
Simbolos: *(FN} = Porcenftagem
de” resuitados falsa
negativos; *%(FP) =
Pocrcentagem de resultados
falso positivos.

Coagulase extracelular

fositiva Nexgaciva
% (FNP* 3 (FR)**
1ecitinase 5,0 0,0
Diase 7,0 0,0
Thase ¢,u g.u
Hendlise 2,0 7.1
Pagmenco 7.6 5,7
Q,0

coaqulase fixa 2,0

falso negativos sfo confirmados pelas
demais provas que foram todas
concordantes com a prova da coagulase
extracelular.

Especificidade dos testes empregados
na diferenciag#c das espécies de
estafileococos em relag#o & coagulase
“extracelular (em porcentagem).

sensibdlidade Especificidade

Ipcitinase

95,0 100,0

Diase 93,0 100,0

THase 10,0 100,0

Iemdlise ©8,0 22,9

DLgmEnto 93,0 94,3

rayulase fixa 98,9 100,0
Conclustes

Baseando =it nosso material
concluimos:
1. - Pela rapidez, sensibilidade e
especificidade, o teste de

termonuclease, wmodificado por Menzies,
pede ser considerado a primeira opgao
para a identificagio dos estafilococos.

2 - B prova da lecitinase, juntamente



com a avaliagdo da hemSlise observada
até 36 horas (habitualmente as cepas
hemoliticas sfo da espécie auwreusl,
rodem ser os métodos empregados como
primeira triagem na identificagio dos
estafilococos, por serem de fécil
execugio, terem boa sensibilidade e
espacificidade e serem de baixo custo.
Porém, todas as cepas lecitinase
negativas deverdoc ser submetidas a
outras provas, CoOno por exemplo ©
teste da TNase.

3 - Quando realizados dois ou mais
testes, como DNase Tiase, ccagulase
fixa e extracelular e lecitinase,
deve-se considerar of(s} resultado{s)
positivo{s).

Summary”

Caractenization of  Staphyfococcus
aens and Staphylococcus epidenmidis:
comparative study using the
conventionat featls and the.
thenmostable nuclense fest

To estimate
different tests
caracterization af the genus
Staphyfococcus, the specificity and
the sensibility of hemslyslis, pigment,
coagulase, lecitinase,
deoxyribonuclease {DNase) and
thermostable nuclease {TNase)
producticn, were tLested. One hundred
thirty six clinical isoclates from the
“Hospital das £€linicas de Ribeir3e
Preta da Universidade de S#o Paulo",
were analysed. Extracellar cosgulase
negative strains, were negative in
100% for lecitinase, Dnase, TNass and
fixed coagulase ({slide technique);
S4.3% for pigment production and 22.9%
for ‘the hemelysis production in blood
agar. The tests used to identify the
S. auwrteus nave shown a sensibility of
more than 94%, but only the TNase
test, wmeodified by Menzies, had a 100%
cancerdange to the extracelullar
coagulase test. The thermostable
nuclease test can be considered as the
first optien te the Sfaphyfococous
identification, but for the first
seTeen, lecitinase and hemolysis
productiocon can be employed.

comparatively
employed in

the
the
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OCORRENCIA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS NA SALIVA, OROFARINGE E FOSSAS NASAIS DE

INDIVIDUOS SADIOS

Resimo

Sérgio Luiz de Souza Salvador
Octavio Baracchini
Izabel Yoko Ito

Jept? de Ciéncias da Sadde
faculdade de CiBncias Farmacéuticas de
Ribeird3o Preto - USP
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14049 Ribeirfo Preto SP, Brasil

& Regis Alonso Verri

Faculdade de Odontologis da Fundagio
Fducacional de Barretes
17780 Barretos SP, Brasil

SIaphyEococcuA aureus fol pesquisado na saliva, crgfaringe e fossas

nasais, de 318 individuos sadios,

académicos de Odontologia. A

semeadura direta e apds enriguecimento dos diferentes materiais, nc

meio dgar  hipercloretado -
(83,6%)
detectados pela semeadura
exclusivamente salivares, a

portadores de S. autews.
direta, e o0s 11
partir da semsadura no meio de

de ovo permitiu evidenciar 268
Desses, 255 (95,9%) foram
restantes (&,1%)

enriguecimente. 0s portadores salivares (236, 74,2%), foram em maior
nimero gue os portadores orofaringeancs (166, 52,2%) e nasais (124,

39,0%). Das 259 cepas submetidas & fagotipagem, 7237

(91,5%) delas

foram fagotipdveis e a maicria das cepas, incdependentemente da sua

origem, acumularam-se& nos  grupos

bacteriofdgicos I e III. A

colonizac8o dos itrés nichos no mesmo portador tende a ser feita por
cepas periencentes aos mesmos fagdtipos.

Introdugio

Na wvasta literatura clentifica
mindial acumilam-se publicacgtes
referentes & importdncia do

Staphyfococews  aurews na Patologia
Médica, na Odontoldgica e na
Veterindria. A espécie humana &
particularmente sensivel aoc S. aurews,
na qual esse microrganismo além de
causar doengas, poie miitas vezes dar
origem a infecgdes assintomdticas.
Ainda que possa colonizar diferentes
regides do organismo, hd um consenso
em que os majores reservatdrios do S.
aureus, sejam  respectivamente as
fossas nasais e a crofarings (18}. Por
outro lado, s3o varios os trabalhos
que ressaltam as repercusstes mdrbidas
decorrentes da presenca do

estafiloccco patogénico na
bucal (1, 17, 21, 24, 25).
Albergando ¢ microrganismo em locais
de fécil acesso e disseminagio, o
portador de 8. awtews pode constituir-se
em problema cquandc en ambientes
especificos como hospitais,
maternidades, ambulatdrios, indudstrias
de alimentos e consultdrios
odontoldgicos (4, 10, 22) tendo as
estafitococcias adquirido
caracteristicas de doenga profissional,

cavidade

sendo  bastante comins as infecgdes
hospitalares causadas por esses
microrganismos (9, 16).

A atividade clinica do cirurgido

dentista requer uma grande proximidade
fisica com o paciente, bem como, devido
as suas condigbes de trabalho estarem
relacionadas com inUmeros f8mites e

Rev. Microbiol., S3co Paulo, 20{2):165-169, Abr./Jun. 1989
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instrumentos gque podem atuar como
veiculos de difusdo. Bssim, inquéritos
sobre portadcres de 5. auwreus Tém
realizados, também, entre acad@micos
de Odontologia (2, 3, 7, 13, 15, 20).

Desse modo, . © objetivo deste
trabalho foi o de estimar a ccorrénecia
de S. awrews na saliva, na orofaringe
e nas fossas nasais de individuos
sadics, estudantes de Odontologia,
procurando—se  ainda  verificar a
suscetibilidade das cepas obtidas acs
fagos.

Material e Métodos

Amostras - A saliva e os materiais da
orofaringe e das fossas nasals foram
obtidos de 318 individuos sadios, os
quais ndo  haviam feitc uso de
antibidticos e/ou anti-sépticos bucais
nos sete dias anteriores & coleta,
alunos da Faculdade de Odontologia de
RibeirZc Preto — USP.

Cerca de 2,0ml de saliva ndo
estimilada foi ooletada eam tubos de
ensaio com pérolas de vidre, engquanto
que os materiais da orofaringe e das
fossas nasais foram obtidos pela
fricgio de zaragatoas,
Tespectivamente, na regifio dos pilares
amigdalianns e do vestibulo nasal.

Tsofamento - Yo tocante & saliva, apds
homogeneizacgio, 0,1mi- foli  semeado
Airetamente em uma placa de &gar
hipercloretado-gema de  ovo-agar—Ni
(12y. A saliva remanescente foi
adicicrade, para enriquecimento, igual
volume de caldo simples em
concentracio dupla, que apds
homogeneizagdo  fol incubado em
aerobicse a 37°C por 24 horas e depois
mantido & temperatura ambiente.

Os materiais provenientes da
crofaringe e das fossas nasais foram
semeados diretamente no dcar-Ni, pela
técnica de esgotamento e as zaragatoas
foram entdo introduzidas em tubos de
caldo simples para ¢ enricuecimento, a
sequir incubados em aerobiose a 37°C
por 24 horas, sendo posteriormente
mantidos & temperatura ambiente. BAs
placas de 4&gar-Ni foram incubadas em
aerchicse a 37°C por 48 horas.

Naqueles materiais em que a
semeadura direta nac denotava
crescimento ou presenca de coldnias
suspeitas de serem estafilococos,

efetuou-se a semeadura dos materiais
enriquecidos em dgar-Ni, incubando-os em
aerchiose a 37°C por 48 horas.

Identificacds - Bs coldnias suspeitas,
produtoras de halo de opalecéncia no
meio de cultura acrescide de gema de ovo
(lecitinase-positivas), assim cComo
aquelas que apesar de ndo produzirem

halo, apresentavam caracteristicas
macro—morfoldgicas compativeis a
estafilococos, foram submetidas a

confirmagdo microscdpica, apds coloragdo
de Gram. '

A caracterizacdo das cepas foi pela
pesquisa de  coagulase-conjugada, de
acordo com a técnica de Cadness-Graves &
Col. (6), modificads segundo Ito (11}, A
prova de lecitinase foi realizada pela
técnica idealizada e descrita por Ito &
Col. [(12), empregando-se o meic de
&gar-Ni. -

A fagotipagem foi realizada no

Laboratdric de Estreptococos e
Estafilccocos, Secgdo de Fagotipagem do
Departamento de Parasitologia,

Microbiclogia e Imunologia da  FMRP-USP,
sende a metodologia adotada a propesta
por Blair & Williams (5).

Foram enviadas & fagotipagem somente
as 259 cepas de S. awrous, isoladas 2
partir da semeadura direta, das quais,
207 eram provenientes de 69 individuos
que albergavam o estafiloccco
concomitantemente na saliva, crofaringe
e fossas nasais. As 52 cepas restantes
eram provenientes de 26 individuds que

apresentavam o microrganismoe
similtaneammente na saliva e fossas
nasais.

As cepas foram expostas & agio fagica
a 1xRTD "Routine Test Dilution" e,
quando necessdrio, a 100<RTD (21). Os
fagos utilizados foram os seguintes:
Conjunto Bdsico Internacional; Grupo I —
fagos 29, 52, 524, 7% e 80; Grupo IT -~
fagos 1A, 3C, 55 e 71; Grupo III ~ fagos
6, 42R, 47, 53, 54, 75, 77, B3A, 84 e
85; Nao classificados - fagos 81, 94, &5
e 96. Além desses, Fforam também
utilizados os fagos experimentais 86,
88, B89, 90, D11, HK2 e o fage extra
187.

Resultados e Discussdo
A constatagdo de 266 (83,6%)

rortadores de S. awreus dentre os 318
individuos examinados pode ser



Figura 1 - Representacdo grafica
distribuigie de S, aurews em 2
portadores de acordo com 05 nichos
isolamento.

fossas nasais™

considerada hastante elevada, pois
diversos ~autores +tém relatade que os
indices de portadores adultos ndo
relacionados com ambientes
hospitalares variam entre 30,0 a 60,0%
(8, 13, 14, 15, 20).

A utilizagio de duas técnicas de
semeadura direta no dgar Ni e a
semeadura apds © enriquecimento em
caldo simples mostrou ser mais
eficiente no isolamento do 5. aurews
do que apenas uma delas, uma vez que,

dos 266 portadores, 255 (95,9%) foram
detectados pela semeadura direta,
enquanto que 11 (4,1%) exclusivamente

da
&5
de

salivares teriam sido cmitideos se ndo -

fosse empregado o meio de
enriquecimento.

O indice de portadores salivares
236 (74,2%) fol maior do que o de
portadores orofaringeos 166 (52,2%) e
do que o de portadores nasais 124
{39,0%).

Fm relagBc a saliva, os resultados
obtidos s&o elevados frente aos da
literatura (14, 15, 19, 23, 24, 23) e
provavelmente se devern: ao
processamento imediato das amostras, a
utilizagdo de pérolas de vidro,
empregadas para homogeneizacdo e
melhor fluidificagdo da saliva, bem
como ao melic de cultura empregado.

A distribuicdo dos portadores de S.
aureus sequndo os diferentes nichos
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Figura 2 - Representacgfio grafica da
distribuig3e das cepas de S. aureus
isoladas da saliva, orofaringe e fossas

nasals, de 6% portadores concomitantes,
em relagdo a fagotipagem.

SALIVA

estudados, permite inferir a importincia
da saliva como reservatdric desse
microrganisme, uma vez gue o nimero de
¢asos positivos foi sempre maior nas
amostras salivares (Figura 1). Estes
achados, a exemplo daqueles obtidos por
outros investigadores (14, 15, 19, 25},
ressaltam a importéncia da drea bucal,
mormente a  saliva, como possivel fonte
de contdgic e disseminagfio do S. auxeuws.

Considerando-se os indices de
portadores orofaringeos e nasais, os
resultados ora obtidos, estio am
conformidade com a maioria dos

pesquisadores que relatam indices de
portadores variando entre 30,0 e 60,0%.

A fagotipagem efetuada com 31 fagos,
sendo 23 do conjunto bdsico, 7 do grupo
experimental e 1 fagoe extra, nas
concentragBes de 1 x RID e 100 x RID
possibilitou a tipagem de 237 (91,5%)
das 259 cepas submetidas & essa prova
{(Tabela 1), o que demonstra a
adequacidade do elenco de. fagos, uma vez,
que o valor minimo recomendado pelo
Subcomit® Internacional de Fagotipagem &
de 80,0%.

No tccante a distribuigiio das 237
cepas tipdveis, segundo a sua origem nos
diferentes grupas bacteriofagicos
apresentada na Tahela 2 nota-se a
maloria das cepas foram lisadas por
fagos do grupo I (24,1%), sequidos pelo
grupo IIT {21,5%) e pelos fagos ndo
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Tabela 1 - Resultiados da fagotipagenm
de 259 cepas de S. awteuws, de acordo
com @ crigem das amostras.

Meero  Tipaveis Fo tipavels

Drigemn de
Lasos e ¥ NP %
Saliva 95 87 91,6 8 8,4
orofaringe 69 641 92,8 5 7,2
Fossas hasais 95 86 90,5 9 9,5
Total - 259 237 91,5 22 8,5

Tabela 2 - Distribuic3o das 237 cepas
tipdveis de S, aurews, iscladas de
portadores sadios, segunda a origem,

nos diferentes grupos bacteriofégicos.

Fossas

pacterio Sativa nasais arofaringe Total

o [

& w ¥ ow s W % W L]
Grge I 21 8,9 20 8,4 16 6,8 ST 24,1
Gruge IX W 4,210 4,2 6 2,6 26 11,0
Geupe IIT 19 6,019 8013 58 51 21,8

No- we 16 8713 5512 51 @ 17,3

4,0 14 5,9 9 3,8 34 14,3
jo 4,2 10 4,2 8 3.4 4 N8

30,6 86 36,2 64 27,2 A7 W00

classificados (17,3%) isoladamente ou
em . assoclagdio com outros grupos. A
maioria das cepas, independentemente
da sua origem (saliva e/cu orofaringe
g/on fossas nasais), tendeu a
acumalar-se no grupos I e III.
Considerando os 69 individuos sadics
que albergavam concomitantemente o S,
aurews na saliva, orofaringe e fossas

nasais (Figura 2), a fagotipagem
permitiu constatar a identidade das
cepas provenientes das trés

localizagBes em 31 {44,9%) portadores.
Talvez em decarréneia da contiguidade
das &uas . &reas {bucal e  nasal},
verificou-se que a maicria das cepas
iscladas dessas cavidades apresentavam
o mesmo padrdo bacteriofdgico.

Supmary

Occurrence of Staphyfococens aurens in
sabiva, throat and nose in healthy
Andividuals

In ordar to verify the osccurrence of

Staphylococcus aureus in saliva, throat
and nose,’ 318 healthy individuals
(dental students} were gxamined by
cuitural methods. The specimens were
inoculated in a enriched wmedium and
streaking directly on plates of High
Sodium Cloride - Egg Yolk Agar. Two

hundred-sixty six or 83.6 per cent of
the individuals examined were found to
be carriers. Two hundred-fifty five
carriers (95.9%) were detscted fram the
primary streaking while the remaining 11

(4.1%) cases were obtained exclusively
from saliva carriers after the
enrichment. The gecurrence of 238

(74.2%) saliva carriers were higher than
the throat 166 (52.2%) and the nose 124
(39.0%) carriers. From the 259 sirains
submitied to the bacteriophage typing,
237 {91.5%) were typed and most of them
were shown to belong to the groups I and
I1I, independently of their ocrigin. The
colonization of the three niches in %the
same carrier tend to done by strains
belonging to the same phage pattern,
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Cento e trinta e cinco culturas de Yersinia spp iscladas de alimentos
foram testadas em relag%c a 17 agentes antimicrobianos pelo meiodeo de

difusdoc simples em placa.
cloranfenicol, polimixina

dcido nalidixico e
atividade

celistina
inibitdria sobre
produziram B-lactamase,
cromogénica.

Introducio

Yensindia spp vém sendo isoladas de
diversos tipos de carne {1, 4, 5, 6,
11, 14, 16, 21) e de leite (7, 10, 15,

19, 20}. Nos ultimos anos, tivemos
oportunidade de isolar Yersdnda spp
desses  tipos de alimentos. A

capacidade de multiplicagic em
temperatura de refrigeragdo das
bactérias do géneroc Yersinia, permwite
que os alimentos refrigerados sirvam

de meic para proliferacio desses
microrganismos & come  veiculo de
transmissfo. FEm relagdo as amostras

isoladas de alimentes, os dados da
literatura nacional s8c escassos ou
mesmos nulos, gquanto & sensibilidade
das amostras aos antimicrobiarcs.
Neste trabalho apresentamos © perfil
de sensibilidade de 135 amostras
ispladas de alimentos frente a 17
antimicronianos.

Material e Métodos

Poram estudadas 37 amostras de
Versdinia spp origindrias de leite cru
{(¥. enterocolifica -1 0:5, Y.
enterocolitica -2 0:10 (K1), VY.

Entre 0s
B, gentamicina, canamicina, tetracicline,
foram o©S Gug
Yersinda.
entfenocofitica, Y. inftermeddia, Y.
detectada

antimicrobiancs testados
apresentaram maior
Todas as amostras de Y.
frederihsenii e V. huistensenid
pels método da cefolesporing

intexmedin 0:18; 0:7,8; 0:16; NaGnao
aglutindveis ocom oS soros disponiveis e
Y. $redendihsonii 0:22), quarenta e trés
amostras origindrias de leite
pasteurilizado (Y. enterccolifica -1 G:5;
N5, 27; 0:13,7; 0:7, 8; 0:16; V.
inteamedia NRG; V. 4qaederdikaendil NAG;
0:27; 0:25, 35}. As 55 amostras isoladas
a partir de carne bhovina, suina e de
galinha pertenciam a VY. enferccclilica
1-0G:5; 0:4, 33, Q0:16; 0:13,7; 0:14;
0:6,31; V. kristensenid 0:11; NAG;
0:11,24; V. {nteamedia 0:13,7; NAG, 0:17;
0:21; 0:29; (K1) e V. 4rederiksenii 0:2a,
2b, 3.

A sensibilidade das amcstras em relacio
a 17 antimicrobiancs foli testada & 26° C
em placas contende o meic Mueller Hinton
de acordo com a metodologia descrita por
Bauer & Cel. (2y. ©Os agentes
antibacterianos utilizados foram
ampicilina  {i0ng}, dcido nalidixico
{30ug), canamicina (30ug), <leranfenicol
{30ug), carbenicilina (100ug), cefalotina

{30ug), cefoxitina {(30ug), clindamicina
(2ug}, colistina (10ug), eritromicina
{15ug), gentamicina (10ug), lincomicina
{2ug), sulfametrim {25ug}, penicilina
“{10U), polimixina B {300U), tetraciclina

{30ug) e vancamicina i30ug). A pesquisa
de B-lactamase foi realizada pelo método

Rev. Microbiol., SSo Paulo, 20{2):170-173, Bbr./Jun. 1989
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Tapela 1 - Perfil de sensibilidade de 135 amostras de VYeisdnia spp isoladas a
sertir de alimentos.

Simbolos: a2 = fAmostras isgladas & partir de leite cru; b = De leite pasteurizado; ¢
= De produtos cérness: ¢ = 0 numersdor significa nimero de amosiras sensiveis e o
denominador ndmeroc total de amosiras.

i s
zalenoqoiaiong

. .. Total de amostras
LR TEns Tl

rrminderehiancs g S ph sensivels
A = b W i)

12/12<i 38 TifiE 1 24/28 141 /Y B/G 123 92,86

8712 17/16 is/ie 1 22/28 Y138 118 87,4

2712 5718 e 3728 /1 1/8 25 18,5

0/12 U/ 98§ 0725 ¢ Y o 9,0

8/12 os/td 0% L L 3 /8 o 2,0

1292 i7/18 174 T 25/ /8 127 94,1

/12 a/%y /1 9/23 2/ LR /8 2 1.3

a/%2 ST a/18 s /25 571 ¢ 7/8 13 11,1

/12 15/18 14718 247323 19728 23/ 778 132 82,8

12/12 14718 13/ 24/24 27/25 1/% 23 88 128 94,8

C/iz 3/18 /1% /2 /28 T /8 18 13,3

1247 18/18 1771y 24/23 23738 237 /8 127 84,1

1112 t2/te 1% 23/%4 26/28 /1 23/ 5/3 122 9G, 2

3712 3758 4/1% 4725 12/é8 U509 B8 40 23,5

o/32 2/18 a/ts /24 2728 057 O/ /8 Q o0

q/52 0/%% /18 0724 Q38 GF o orl 0 ¢,0

o/iz U/1B 0713 0/24 0728 071 O/ 0/8 o 0,0

da cefalosporina cromogenica {18}, esse antimicrobiano. A alta resisténcia

Emostras de Yersin{a foram semeadas na
superficie inclinada do melo infuso de
cérehro @ coracio {Biobrds) adicionado

=

de agar, incubadas a 26°C
durant horas. A sequir, as
culturas eram recobertas com reagente
{Cefalosporina-Glaxo Research Ltda.),
sendoc a reagdo considerada positiva

cuando a cor de substrato passava de
amarela para vermelha (1 a 2 minutos)
2 rnxative quand ndo ravia mxdnga  de
coloragdo em até 30 minutos.

Resultados e Discussdo

Todas as  amostras pertencentes as
espécies Y. enferceolitica, Y.
inftenmedia, VY. fgredendksenii e Y.
kristensid produziram A-lactamase,
fato este J& descrito por Nunes &
Ricciardi (13) para as trés primeiras

espécies citadas . A produgio desta
enzima pode explicar a resisténcia da
maioria das amostras aos antibidticos

beta lactimicos. Neste trahalho as
arostras testadas foram resistentes 2
renicilina, lincomicina, cefoxitina,
clindamicina e  vancomicina. Foi
ohservada elevada resisténeia &
eritromicina, com excegdo de duas

amostras de Y. {nfermeddie, iscladas a
cartir de carne, ue foram sensiveis a

de VY. entexocolilica de origem humana a
eritromicina 34 havia side relatada pov
Zaremba & Aldovd {22) e Krieg & Holt (8)
assim como por Munes & Ricciardi {13) em
relacgio as amostras origindrias de cdes
com ou sem diarréia. Kwaga & Col. (9)
trabalhande com amostras de Yeasinda sp
isoladas de bovinos e suinos observaram
um malor percentual de cepas sensiveils a
este antimicrobiano.

B alta sensibilidade de Yexrsindia spp ao
cloranfenicol  colistina, gentamicina,
canamicina, polimixina~B, tetraciclina e
acido nalidixico tem sido relatada por
ura série de pesquisadcres (3, 12, 13,
20}. A maioria das nossas amostras foram
sensiveis a cloranfenicol  (94,8%),
pelimixina-B [94,1%), gentamicina
(94,1%), tetraciclina {95,4%), &cido
nalidixico {87,4%) e colistina {82,9%).
Cabe assinalar que ¥. enterccolitica e V.
{nteamedia ndc apresentaram sensibilidade
total para nenhun dos antimicrobiancs
testados  (Tabela 1), e que V.
gredenibsendd foi a espécie que
apresentou malor sensibilidade frente aocs
antimicrobianos., Todas as 26 amostras
examinadas foram sensiveis a canamicina e
acido nalidixice, apenas uma  fol
resistente a polimixina B, wwm ao
cloranfenicol, e outra a tetraciclina e
gentamicina. Todas as amostras de Y.
intermedia foram sensivels a polimixina B
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e apresentaram sensibilidade wvaridvel
em relagdo acs demals antimicrobianos
testados. Dentre as amostras estudadas
apenas aquelas pertencentes & espécie
Y. kaistenseni{ foram todas sensiveis
ao cloranfenicel e tetraciclina. Com
relagio a este dltimo antimicrobianc,

seis amostras de Y. enfeqocofitica,
quatro de V. JAntermedia e uma VY.
predendhsendid apresentaram
resisténecia, fato este contrario aos

dados existentes na literatura. Szita
& Svidrd (17) em um estudo abrangendo
5 ancs, na Hungriay schre infecgbes
numanas por ¥. enterocolitica
relataram a existéneia de apenas 0,2%

de amostras resistentes a  esse
antimicrobiano.

Dos resultados apresentados, podemos
concluir gQue  existem diferengas
reldcionadas &s espécies de Yersinda
cuande a sensipilidade ans
antimicrobianos € gue as amostras

consideradas ambientais, e nesse
meio, apresentaram maior resisténecia
que aquelas iscladas em outros paises.

Sumary

Anfimicrobial susceptibibity o4
Yernsinia App Jisolafed §rom foods in
Rio de Janeino

Antimicrobial suscepbtibility was
tested in 135 streins of Yeradnda
isolated from foods using 17
antimicroblial agents by the zgar disk
giffusion test. Chloramphenicol,
polimixin B, gentamicin, kanamicin,
tetracycline, nalidixie acid and
colistin were the antibiotics with

k11 the strains aof
V. intenmedia, V.

highest activity.
Y. enfernocolitica,

gredenibsendd and Y. kRadistensendd
produced £_lactamase, which was
detected by cromegenic

the
cephalosporin. '
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IN VITRO ACTIVITY OF LOMEFLOXACIN COMPARED OF THAT M)RFLOXACIN, GENTAMICIN, AND

CEFOTAXIME

Ressnn

Marcelo Magalhdes
& Vera Magalh3es
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50739 Recife PE, Brasil

Atividade in vitro do Lomeffoxacin comparadz a do norffoxacin,
gentamicina e cefofaxima

A atividade 1ia vitro do Lomefloxacin, uma nova guinoclaona
difluorinada, fol comparada com a do norfloxacin, gentamicinz e
cefotaxima contra 1503 isoladss clinicos, pertencentes a 21 espécies
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A compaTrag#o das CIMs,
para 90% das cepas testae¢gas, mostrou gque o lomefloxacin fol
discretamente mencs ativo ou tHc eficaz gquanto o norfloxacin pars a
maioria das espécies bacterjanss examinadas. Em contraste, ele foi
ligeiramente mais ative contra o Staphyfococeus aurews, S.
epidesmidis, Entercbacter cloacae e Neissenia gononihoeae produtora

de penicilinase. Ambas

gquingleonas foram acentuadamente mals

eficientes gue a gentamicina ou a cefotaxima contra S, auwreuws, S.

epdidesmidis, E.
achuginosd.

clfoacae,

Introduction

Over the last years there has been
continued interest in the development
of new quinclone antimicrobial agents.
Lomefloxacin is a novel difluorinated
cquinclone which has a C-methyl group
at the 3 position of the piperazine
moity. It was previcusly shown to be
active in vitro and in vivo for a
manber of different species of
Gram-negative and Grampositive
bacterial strains isolated at Japanese
-hospitals (2). The purpose of this
study was compare the activity of this
compound with those of norfloxacin,
gentamicin, and cefotaxime against
clinical isolates recovered from
cutpatients in Recife, Brazil.

Material and Methods

Bacteria - A total of 1503 strains
representing 21 bacterial species were

tnterccoccus faecalis e Paseudomonas

tested. Cultures were collected during
1986-1987 from out petients at the
Center for Microbiology and Imunology in
Recife, Brazil.

Daugs - EAntimicrobial agents, received
as powder with known potency, were
obtained from the following sources:
lomefloxacin, G.D. Ssarle; norfloxacin,
Merck Sharp-Dhome; gentamicin, Shering
Corporation; and cefotaxime; Hoechst.

Susceptibility festing - MICs for all
isolates were determined by the agar
dilution method (4). The agar wedia used
for susceptibility tests were
Mueller-Hinton agar (Difco Laboratories,
Detroit, Mich) fortified with 5%
defibrinated sheep blood for
streptococci, GC medium base (Difco}
supplemented with 1% Isovitalex
(BBL-Microbiolagy Systems, Cockeysville,
Md) for Nedsserdia  genorthoeae  and
Campylobacten pylord, and unsupplemented
Mueller-Hinton agar for all other
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Tabela 1 - Comparative in vitro activities
of Lomefloxacin and reference drugs against
1503 bacterial isclates.
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isolates. Cultures were Grown
overnight in the appreopriate agar or
in Mueller-Hinton broth, except C.
pylond which was grown for three days.
The cell suspension from agar media or
hbroth cultures were further diluted in
broth to vield and inocuium of 104
colony forming units per drop when
agar surface were spotted using a
multipoint inoculator. The plates were
incubated for 18-20h at 36°C. N.
gonorrhoeae was incubated in 7% carbon
dioxide, and . pyload in anaercbic
Jjars {GasPak, BBL. Microbiology
systemsg, without paladium catalyst)
for three days. MIC was the lowest
concentration of drug that inhibited
the bacterial growth. A barely visible
haze or the growth of a single coleny
"were disregarded. ATCC cultures of
Eschendichia cofd, Paewdomonas
aeruginosa, Staphylococcus aurews, and
Enterococcus faecalis were included as
controls. All drugs were tested
similtanecusly.

Results and Piscussion

The overall in vwvitro antibacterial
activities of lomefloxacin and
reference drugs are listed in Table 1.
Both quinclones were markedely more
efficient than gentamicin or
cefotaxime against a number of
Gram-positive . and Gram-negative
bacteria. In fact, gentamicin
resistance among enterobacteria is
known 1in Recife since 1972, when
spreading of resistant strains was
attributed to over generous and misuse
of the antibiotic in pediatric units
as a tentative to control a prolonged
outbreak of gastroenteritis linked to
a single multiresistant phage type of
Satmonefta fyphimunium (3). HNowadays,
however, a more important cause of
concern was the isclation of many
strains of  Enfexobacter and P.
aeruginosa  showing high levels of
resistance to cefotaxime, This problem
is still more sericus if we take into
account that our cultures were
recoveread from non-hospitalized
patients., Present results are not
quite different from those of other
previcus published studies (1, 35).
Ccmparison of the MICs for 90% of the
strains tested shows that lomefloxacin
was slightly more active than

norfloxacin  against 3. auwtews, S.
epidermiddis, E. cloacae, and
penicillinase producing N. gororthoeae,
Otherwise, it was less active than or
equally as active as norfloxacin for
most bacterial species examined. Despite
this, 1in the treatment of mice
experimentally infected with E. codd,
Profews mirabilis and P. aerugdnosa,
bacterial species for which higher MICs
of lomefloxacin were required, it showed
activities two to four greater than
those of norfloxacin {2). These findings
suggest that the therapeutic choice of 2
quinclone might be more dependent on
their pharmacological properties rather
than the in wvitro antibacterial

performance. : Thus, further
investigations to determine the
pharmacckinetic characteristics of

lomefloxacin  in humans and its clinical
efficacy in the treatment of systemic
infections are indicated.

Summary

The In vitro activity of Lomefleoxacin, a
new difluerinated guinclone, Was
compared with these of norfloxacin,
gentamicin, and cefotaxime against 1503
ciinieal isoclates © belonging to 21
Gram-positive and Gram-negative
bacterial species. Comparison of the
MICs for %0% of the strains tested shows
that 1lomefloxacin was slightly less
active than eor equally as active as
norflaxacin for most bacterial species
examined. Otherwise, it was slightly
mare active than norfleoxacin against
Staphylococews aurews, S, epidermidis,
Enterobacten cloacae, and
penicillinase-producing Neissenia
gonorrhoeae.  Both  quinolenes were
markedely more efficient fhan gentamicin
or cefetaxime against S. aurews, 8.
epidesmidis, €. cleacae, Enterococcus
jaecalis, and Pseudemonas aeruginosa.
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EFEITO DE CONCENTRACOES SUBMINIMAS INIRITGRIAS DE PENICILINA SOBRE HIALURONIDASE £

HEMOLISINA DE ESTREPTOCOCOS DO GRUPO B

Resumo

0 efelto de doses subinibitdrias de penicilina
amnstra

extracelulares de uma

de estreptococos do

Vania licia Carreira Merquior
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sgbre ceis produtos
grupo B, foi

avaliado. Os resultados obtidos demonstraram uma ag#o diferente parea

cada um

quands a atividade
a total repressan da
resultados reforcam a

subminimas inibitérias de

dos produtos. A hialureonidase extracelular esteve aumentadsa
em até 2.400% nas culturas sxpostas

a 1/2 da CMI de penicgilinag,

enzimética foi relacicnada ac ndmero de UFC/ml.
Entretanto, para este mesmn nivel do antimicrohiano pode-se

atividade
imanrtancia de

ohservar
cultura. Esses
concentragdes

hemolitica da
estudn e

antimicrobianos pela sua influénoia na

niclngia e bingquimica do mizrorganismn.

Introducao
Us  efeitcs de concentragtes
subinibitdrias de agentes

antimicrobiancs (sub{MIs) na bactéria,
"in wvitro®, s8c determinados por

mdancas na morfologia e
ultraestrutura dos diversos
microrganismos (19). Estas traduzem a

expressdc de profundas alteragfes na
biclegia ¢ bioguimica da cdlula. As
modificagtes preduzidas, incluem
variagbes na
bacterianc, na produgdo e/oun liberacdo
de certas enzimas e  toxinas, na
susceptibilidade as c€lulas
fagocitdrias e a atividade bactericida
do sorc e no mecanismo de’ adesdo ao
tecide do hospedeiro (2, 7, 11). Os
dados obtidos poderiam, de alguma
forma, wvir a contribuir na utilizacio
dos antimicrobianos para a terapfutica
e/ou profilaxia, bem come, no estudo
da agdo dos mesmos (10).

Sequndo Shibl (17), a exposicdo dos
microrganismcs a antimicrobiancs pode
alterar a sintese de seus produtos
extracelulares. Ademais, uma
determinada droga pode aurentar a
sintese de um produto em particular e

taxa de crescimento

inibir a de outro no mesSrO
microrganismo. Fste aumento pode ser
atribuido a uma possivel agdc indutiva
da drora. Qgaard & Col. (14) observaram
modificagbes na produgdo  de  dois
conhecidos  fatores - de wviruléncia de
Preudomonas aerugincsa, a exotoxina A e
a elastase, frente a carbenicilina e
gentamicina. Ambos ©s antimicrobianos
inibiram a produgdio de toxina A.
Entretanto, a carbenicilina ndo causou
nenhum efeito na produgdc da elastase,

apesar da gentamicina ter eliminado
conpletamente a sua produgio. Ja em
ceras de Escherichia cold

enterotoxigénicas fol determinado um
aumento na quantidade da enterctoxina
termoldbil (LT) intra e extracelular,
quando essas bactérias Foram cultivadas

na presenca de lincomicina e
tetraciclina {20). Além disso, a LT
extracelular guando purificada

apresentou certas modificag@es na sua
estrutura molecular, quande comparada
com & toxina produzida por amostras
controle. .

A enzima hialurcnidase, que pode
participar na patogenicidade  dos
microrganismos que & elaboram  {6),
também teve a sua produgdo e/ou
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liberaggo aumentadas por estreptococos
dos grupos A e C, quando na presenga
de doses subinibitdrias de
clindamicina e penicilina,
respectivamente (2). Shibl & Sowaygh
(18) observaram o efeito de 4
antimicrobianos na produgic de
estreptolisina S por uma amostra de
Streptococcus pyogenes e observaram
que na presenga de lincomicina e
clindamicina ocorreu completa inibigio
da sintese dessa hemolisina. Nenhum
efeito foi observado quando em sub(CMis
de cloranfenicol e eritromicina.

Fm razdo dos. fatos expostos, este
trabalhe avalia a agZc da penicilina
sobre dois produtos extracelularss de
estreptococos do grupc B,
hialuronidase e hemclisina, "in
vitro', que possivelmente desempenham
um  importante papel nas infecgBes.
Estes microrganismos estdo envolvidos
em  uma variedade de quadros
infecciosos humanos, principalmente em
neonatos {3}, e a eficdcia da
penicilina para a erradicagdo do
estade de portador ou no tratamento,
tem levado a opinites discordantes
(15).

Material e Métodos

Amosina bacterdiana - A amostra de
Streptococcus beta-hemolitico do grupo
B de lancefield foi isolada de um casc
clinico de infecgio urindria. A
classificagdc soroldgica fol feita por
reagio de precipitagdo
antigeno-anticorpo, em tubo capilar. O
extrato antigénico foi obtide como
descrito por El Kholy & Col. (3). O

isclamentc primdrio foi feito no
Centro de Referéncia para
Estreptococos {Instituto de

Microbiolegia, UFRJ), onde & designada
85-634 e mantida sob a forma
liofilizada na colegdo do laboratdric.

Antibiélico - O antibidtico empregado
no estudo foi a penicilina G potdssica
(poténcia 1580 U/mg; Indistrias
FarmacButicas Fontoura-Wyeth S/A). Uma
sclucio de 1 mg/ml em &gua destilada
foi esterilizada por filtragcBo em
membrana Millipore {tipo HA)., Os
efeitos da droga foram pesquisados em
1/16, 1/8, 1/4 e 1/2 da MI. Um
controle da sua atividade foi sempre
incluido aos testes.
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Concentracde minima Jinibifénia - O
método de determinacdo utilizado foi o
de macrodiluigdo em calde descrito por
Jones & Col. (8). Um volume especifico
do antibidtico foi adicicnadc ao meio de
cultura, caldec Todd-Hewitt (THR; Difco),
procedendo—se diluigbes seriadas {log,},
previamente estipuladas. O indculo
padrdo fol feito a partir de uma cultura
de 24 h a 37°C, diluida 1:100, de modo a
conter entre 105 e 106 unidades
formadoras de coldnias por mililitro
{UFC/ml}. A concentracio minima
inibitdria (MI) foi considerada como a
menor concentragio do antibidtice onde
nao se verificou, visualmente,
crescimento bacteriano apds incubagio
durante 18 h a 37°C em atmosfera normal.

Viabitfidade ¢ abservancia das culfuras -
O crescimento bacterianc foil- apreciado
atravds da medida da absorvincia das
cutturas a 540mm, apbs 18 h a 37°C em
atmosfera normal. Paralelamente,
determinou-se a viabilidade bacteriana
das culturas expostas & droga e
controie, pela contagem do nidmero de
UFC/ml, segundo Xrogstad & Moellering
(9). Os dois pardmetros foram utilizados

na  correlacgdo com a atividade
hialuronidasica.

Atividade hiafuwroniddsica - A
determinagiic da atividade da enzima foi
feita baseada no metodo
espectrofotométrico descrito por

Benchetrit & Col. (4), que é
extremamente sensivel em relagio acs
demais existentes, sendo capaz de
revelar quantidades de enzima de até
0,00005 unidades NF ("National
Formalary”, HUA}). Neste método hd a
participagio de um corante do  tipo
carbocianina cque tem a capacidade de
ligar-se a mucopolissacarideos dcidos,
como por exemplo o dcido hialurdnico,
substrato enzimdtico. A interagio
corante-substrato altera o conprimento
de onda do méximo de absorgdc do corante
de 500 para 640nm. Sabendo-se que, a
absorvéncia do complexo é proporcicnal a
quantidade de substrato, pdde-se
correlacionar a sua degradagio, pela
presenga de.. hialurcnidase, através da
diminuigiio da densidade Stica (UDO), 3é
gque © . corante ndo se liga aos produtos
de degradagio.

A determinacgdes foram feitas . nos
sobrenadantes de culturas expostas as
subMIs de penicilina e controle,



180

cultivadas em meio THE dialisado
(D~THB). A didlise do meio de cultura
€ essencial para a eliminagdio de
macromoléculas presentes, que pudessem
vir a interferir nos processos de
dosagem espectrofotométrica  com a
participagio de corante {1).

Apds © cultivo em D-THE por 18 h a
37° C.em atmosfera normal, as culturas
foram centrifugadas e os sobrenadantes
dialisados contra 100 volumes de
tamp@o acetato de sé&dic (0,02 M & pH
5,0} contendo NaCl 0,01 Mpor 24 h a 4
°C sob agitacio, com uma troca de
tampdio apds as primeiras seis horas
{1}. Finalizado o pericdo de didlise,
os sobrenadantes foram esterilizados
por filtragdo em membrana.

As reagles foram realizadas com
0,%ml dos scbhrenadantes dialisados e
0,7ml de uma solugdo de 71,0mg/ml de
dcido hialurdnico {Grau III, Sigma),
em tampdc acetato, e incubadas em
banho-maria a 37 ° C. Foram retiradas
alicuotas de 70ul em tempos de 0, 20,
40, 60, 120 e 180 min. de incubagio.
Estas aliquotas foram diluidas eam
0,63rl de dgua destilada a 4 ° C, e
mantidas em banho &de gelo até o
momento da leitura
espectrofotomdtrica. Para tal, foram
adicionados 6,3ml da solugdc corante e
a2 abscrvincia fol mensurada a 640nm.

A atividade enzimdtica especifica
foi determinada dividindo-se o minero
de unidades de enzima por mililitro de
sobrenadante, pela absorvdncia das
culturas e pelc niwero de unidades
formadoras de coldnias.

Atividade hemofitica - Esta fol
pesquisada tanto nos sobrepadantes
quanto nas células das  culturas
crescidas em meio THB, expostas &
penicilina e controcle. 2 hemolisina
ligada & célula foi observada apds
padronizagio das culturas, de modo a
conterem 0,8 UDO a S540nm.

As células foram lavadas, uma vez,
em tampdo fosfate (0,0M e pH 7,2},
contendo NaCl 0, 15M, e ressuspensas em
0,5ml da mesma soluglo tampdc com 0,1%
de glicose. Adicionou-se ac sistema
4,5m1 de hemdcias de carneiro a 1% no
mesme tampdc. Apds incubagio por 1h a
37 °C, os sobrenadantes das reagdes
foram lidos em espectrofotdmetro a
540nm. Considerou-se hemSlise méxima
{100% de lise das hemicias), o
resultadc obtide com a cultura

controle, crescida na ausénoia do
antibidtico.

Y atividade hemolitica dos
scbrenadantes fol medida pela adigio de
5l aoc sedimento resultante da
centrifugagdo de Sml de uma suspensio de
hemdcias de carneire a 1%, em tampio
fosfato—glicose. Apds incubagio por 1h a
37°C  em banho-maria, os sistenas
sedimentados por centrifugacic e oS
sobrenadantes lidos em espectrofotdmetro
a 540nm. Acomparhando as reagbes foram
incluides controles das hemdcias em
tampdo e hemdcias em meio de cultura,
bem comc, em &gua destilada (controle de
lise total).

Resultados

Pelos parfmetros utilizados {UDC e
UFC/ml) em 1/2 da I fol observada uma
marcante diminuigdc no crescimento
estreptocdeico, enguanto que, obviamente
a redugdo gradativa da concentracgdo do
antimicrobiano levou & valores proxinos
do controle. A presenga da penicilina
promoveu decréscimos equivalentes a 15,
3¢, 70 e 90% para as culturas expostas &
/16, /8, 1/4 e 1/2 da OMI,
respectivamente, em relagdo ac controle,
quando ¢ resultade foi expresso em  UDO.
A contagem de vidveis determinou
diminuigbes percentuais num intervalo de
75 a 90% para as culturas expostas &
droga (Tabela 1).

A atividade enzimdtica da
hialuronidase quando determinada por
mililitro de sobrenadante {U/ml) das
culturas expostas & penicilina fol menor
em  relaghc ao controle. O indice
encontradc na cultura exposta a 1/4 da
OMI foi o mais acentuado, correspondende
a wa dimimigdc de aproximadamente 40%
desta em relagio ac controle. Na Tabkela

-1  pode-se observar a correlagioc da

atividade hialuroniddsica com UDO dos
crescimentos. Sob este enfoque foram
revelados aumentos aproximados de 85 e
700% para as culturas em /4 e 1/2 da

MI, respectivamente, Todavia, para as
Gemais concentragées estudadas
observou-se decréscinos LOUCO

significatives (1/16 da OMI, 20%; 1/8 da
oML, 10%).

Quando a atividade enzimdtica
especifica baseou-se na correlagdo com
UrC/ml, todas as culturas apresentaram
niveis superiores ao controle. Valores
de 150, 350 e 700% para 1/16, 1/8 ¢ 1/4
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Tabela 1 - Efeito da penicilina no crescimento, atividade

nizluroniddsice e hemolitica de estreptococos do grupo 8.

S$imbolos: * = Determinada nos sobrenadantes das culturas;

** = Absorvincia a 3540nm; **¥% x Calculads a partir da

atividade hemclitica do controle que fol considerada como

100%; CMI = 0,06uUg/ml.

Mivel do Crescinento Arividade hialuroniaa Atividade nemolitica

AnTLOIOTICO poer  loglFC/mi Uk /DO UXWS/URC % da lisewws

¢ 0,75 8,5 4,3 5,7 ¢,0t 130

/16 da G U,64 8,0 2,9 4,5 0,03 99

1/8da o 0,54 6,7 2,8 5,1 5,05 93

1/4 da oC 0,24 6,3 2,5 10,6 0,10 49

1/2 d&a ag -~ 0,07 6,0 3,1 44,2 0,29 o
da  (MI, respectivarente, foram ndo podendo, algumas  vezes, Seran
detectados. O percentual de aumento em extrapolados dentro de uma [mesma

1/2 da OMI foi de 2.400%.

Pelos resultados apresentados na
Tabela 1, pode—se também verificar que
‘a2  atividade hemolitica da amostra
‘estreptocdcica, pelo método de dosagem
utilizado, foi suprimida nas células
cultivadas na presenga de 1/2 da CMI,
Para as demais concentragtes
estudadas, apesar de apresentaren
niveis de repressio, estes foram pouco
significativos. A atividade hemolitica
pesquisada nos sobrenadantes ndo foi
detectada, pelo método empregado,
tanto nas culturas expostas & droga
quanto no . controle cultivado na
auséncia do antimicrobiano.

Discussic

As alteracgBes causadas por sub(MIs
de penicilina na amostra de
estreptococos do grupo B,
traduziram-se por resultados
significativoes. Entretanto, as

deductes provenientes dos estudos em
concentragtes subinitdrias tém gerado
muitas controvérsias. Provavelmente,
deve-se a isto a falta de padronizagdo
dentre as metodologias empregadas nos
trabalhos divulgades pela literatura,
até o momento. Sendo assim, ndo se
encontrou ainda um critério definido
para ¢ comprometimento de sub(Mis de
antimicrobianos na viruléncia de
microrganismo ou sua infludncia na
susceptibilidade destes aos mecanismos
immoldgicos .. deo _hospedeirc.  Isso
porque, os efeitcs produzidos parecem
estar vinculados As cepas bacterianas

espécie. Este fato pode ser confirmado
pela observagic de  Michel & Col. (13)
que estudaram a agdc de eritronicina,
clindamicina e pristinamicina na
produgdo de penicilinase por S. auxeps.
Bstes autores verificaram cue o mesmo
antimicrobianc exerceu efeitos
diferentes scbre amostras distintas da
mesma especie de microrganismo.

Cbservamos que, para a amostra de
estreptococos do grupo B, a atividade da
enzima hialuronidase por mi de
scbrenadante, acarretou em uma pegquena
diminuigdc da mesma. Entretanto, se
relacionada a0 ndmero de UFC ou UDO
chservou-se um expressive aumento de sua
atividade. Nio podemos afirmar o
comprometimento  na produgdo g/ou
liberagio deste fator pelas células
alteradas por agic da droga, ou ainda se
a morte celular, ocorrida nestas
culturas, Provocon a maior
disponibilidade de enzima livre no
sobrenadante, o que ndo fol determinado.
Porém, como a percentagem de aumento foi
extremamente acentuada (700 e 2.400% em
1/2 da CMI para relagdo com U000 e UFC,
respectivamente}, scmada a
especificidade do métode utilizado,
acreditamos que talvez, esteja mais
relacionadoc a acglo da penicilina na
produciio da enzima.

Ferne & Col. {7) observaram a agic de
cloranfenicol, eritromicina e penicilina
e diferentes produtos de estreptococos
do grupo A. A cuantidade de &cide
hialurénice extraido foi aumentada,
somente na presenga de cloranfeniceol.
Através da observagdo destes dados, oS
autores sugeriram _que o estimulo
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indutivo nc aurento da  atividade
hialuroniddsica, foi devido a maior
producdo de  dcido hialurdnico pelas
células expostas aos antimicrobiancs.

Un outro produtc microbiano, =
nemolisina ligada & célula  dos
estreptococos do  grupo B, foi
pesquisada, apds exposicio do
microrganisme & penicilina. ¥m 1/2 da
OO nenhuma atividade hemolitica foi
verificada nos sistemas de oélulas.
Isto também pdde ser detectado nos
experimentos que envolveram a
utilizagio dos  scobrenadantes das
culturas, apds 18 h de incubacio, nas
condigdes padronizadas. Apesar disso,
poderiamos pressupor o estimulo A
liberacic desse constituinte ¢elular,
promovida pelo antibidtico.  Porém,
isto n3c foi detectado pela técnica
utilizada. Possivelmente, a hemolisina
ndo permanega estdvel nos
sobrenadantes  das culturas, o gque
refleteria ne sua determinagdo nessas
condigbes. Com os resultados obtidos
podemos  hipotetizar também uma
repressidc na sua produgdc pramovida
pela agio da penicilina.

Mcbowell & Col. (12) observaram em
diversas amostras de estreptococos gque

a inibigdo da sintese da
peptidicglicana, pela agdc de dois
beta-lactémicos {mecilipnam e

cefoxitina), fol seguida, rapidamente
e sequencialmente pela inibigho menos
severa do RNA e sintese de proteinas.
Nenhuma alteragdo a nivel de DNA foi
apreciada. Shibl {16) atribui a
influéncia altamente seletiva na
produgBico de certas enzimas e toxinas,
por alguns antibidticos, & possivel
atuacdo nos rikbossomos — localizados
perifericamente na célula, podendo
estes, serem rmais sensivels as
subCMIs, do que agqueles disperscs no
citoplasma, Entretanto, ndo h&
evidéncias conclusivas sobre a sintese
destas enzimas e toxinas estar
relacionada aos ribeossomos ligados a
merbrana. as hipdteses advéem da
existéncia de classes distintas destas
organelas, contendo sitios especificos
de reconhecimento para certos RNA
mensagelros (RMA-m), além de
receptores préprios na membrang
celular. A especificidade poderia
estar relacionada, também, a proteinas
prasentes na membrana cque
reconheceriam moléculas adequadas de
RNA-m e estes teriam a capacidade de

capturar o$ ribossowos do citoplasma
para o evento da transcrigio.

Os resultados deste estudo confirmam ©
gque a8 fol demonstrado anteriormente por
Shibl (17}, que afirma a ocorréncia de
efeitos distintos numa mesma  cepa
vacteriana  exposta a ur anico
antimicrobiano. Sendo assim,
recomendamos estudos adicionais para uma
melhor avaliag3c dos efeitos promovides
por sub(MIs de antimicrobianos nos

.microrganismos e a @ sua possivel

implicac@o com a terapia efou profilaxia
antimicrobiana.
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Sumery
Effect o4 Subminimaf inhibitony
concentrations of peniciflin on group B

stneptococcad hyaluronidose and
hemolysdin

Tne effect of subinhibitory doses of
penicillin on two extracellular oproducts

of a group 8 streptococci sirain was
studied. The results showed a Jdifferent
action to each one of the products. The
extracellular hyaluronidase Was
increased wup to 2400% in the culture
exposed to 12 of the MIC, when the
enzymatic activity was related fo the
number of LFU/ml. However at the same
antimicrobial level the tatal
suppression of the hemolytic activiiy of
the gulture was observed. These resulls

strengthen the importance of
antimicrobial subminimal inhibitory
concentrations studies because of their
influence on the biclegy and

pigchemistry of the microorganisms.
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PHENETICAL STUDY APPLIED IN THE FLUCIDATION OF THE TAXONOMICAL POSITION OF ORAL
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Andlise genitica apficada na elucidagdo da posigdo faxondmica de
cepas orais de S. sanguis I, S. sanguis I1 e S. mitis

0s resultados de 38 provas fisicldgicas realizades com cepas de s.

sanguds I, S,
fenética,
sistema

sanguls 11 =

cemputacional YNTSY-po'.

cepas em deis grupos fenéticas, um

¢ outrao,
foil sugerido que as
um grupe feneticamente bem definido, devam ser
enguanto as capas de S. sanguis 11 e 5. mitis

cepas e S. sanguls I,
milLs. Dessa forma,
constituem

na espécie S. Aanguis,

S, mitis faram submetidos & andlise
através de métodos de agrupawmento e

crdenagdc, usando o
Comprovou-se a distribuilglo das
deles cgonstituido apenas por
oer cepas de S. sanguds IT e S,
cepas de 3. éanguiﬁ, Ge
incluidas

devam ser grupadas na espécie 3. mition.

Introduction

It has been demonstrated that S.
Aanguds  constitutes  a  significant
proportion of the oral streptococcal
flora. OCbservaticns suggested that S.
sanguis plays an important role in
dental plague formation either by its
ahility to attach to acquired pellicle
{1, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 17, 18, 21)
or by ccagregating with  other
microorganisms {14, 15, 16, 18).
Despite its well demonstrated tole in
oral ecology, there are still
controversial aspects in the
classification of this species and the
relationships of their biotypes with
5. mifis strains. Thus, while many
authors (2, 5, 9) have established the
existence of two bilotypes in the
species s. sanguis, other

Rev. Microbiol., S8o Paulo, 20(2):184-189

, Abr./Jun.

investigators {3, 10) have considered
that S. sanguds blotype 1 possesses a
combination of characteristics  that
allows its classification as typical S.
sanguds, while S. sangudis piotype IT and
some strains of 8, mifis should be
combined in the "S. mifiox"” species.

The cohijective of this research was to
submit  for phenetical analysis the
results obtained in a previous
chysiological study of S. 4onguis and S.
mitia . strains (19] ' with the
purpose of clarifying the classification
of these strains.

Material and Methcds
A phenetical analysis was applied on
the results of a physioclogical behaviour

survey of 22 §. sanguis biotype I, 22 S.

1989



songuis biotype II and 13 8. mifis
strains isolated on Mitis-Salivarius
Agar {(Difco} and identificated From
dental plaque according Facklam {5)
(1977}, in addition to the respective
type strains. The selected tests to
identify S. sancudis I, S. sanguis II
znd 5. mitis were acid production from
marnitol, sorbitol, lactose and inulin,
hydrolysis of aesculin and reactions
in litmus milk, The type strains
utilized were 8. sanguds ATCC 10556,
S, sangudis ATOC 10557 and 5. mifis
ATCC 9811, and they were denominated
in this paper as I/1, II/1 and /1,
respectively. The oral strains wers
alsp denominated as I/, JI/ and M/
followed by the nmurber of the strain.

Seventy two physiclogical characters
were examined as previcusly described
(19} and out of these, 3% were
selected  for phenetical analysis
{Teble 1), because the ramwaining ones
were invariant characters among the
strains.

The phenetical analysis was done
with the aid of a computer and the
program used was  NTSYS-pe*.  The
strains of streptocooci were clustered
by Up@MA (unweighted pair group method
with averages) applied to a matrix of
taxonomical distances obtained from
standardized data matrix (20). The
original data matrix was also submited
to ordination bv principal components
analysis according to Sneath & Sokal
{20) (1973).

Resuplis

The positive results of  the
physiclogical behaviour for each test
and strain are presented in Table 1.

The results of phenetical analysis
are shown in Figures 1 and 2. In
Figure 1, the phenogram represents the
interrelationships of the strains,
with a cophenetic correlation of r=
0,874, while Figure 2 shows a
tridimensional ordination of the
strains on three principal components.
In- order to cbtain a better
visualization, the graphics were
designed considering the major groups.

*Rohlf, P.J. "NISYS-pc", 1986. Applied
Biostatistics Inc. 3 Heritage lane,
Setauket, NY 11733.

Discussion

By rhenetical analysis, using
clustering and ordination metheds, the
interrelationshics of the studied
strains were proposed. %he results of
both methods agreed in the composition
of the major groups.

The UPMA  phencgram  {Figure 1),
revealed to be the more effective method
to show the phenons at high levels of
similarity. The ordination method
resulted in the establishment of the
position of each one of the strains in a
tridimensional space.

In such & way, the phencgram revealed
two major groups at a similarity level
of 0,668. The first one is composed of
all strains of S. sangudis I, and also
including 5. mifis strains M/2 and M/5.
The remaining growp is composed of S.
sanguis IT strains and the others S.
mifis  strains,  This  result is in
agreement with those of many authors (3,
4, 10) that demonstrated more uniform
physiclogical, immunological and genstic
behavicur of 8. sanguds I strains. This
study alse demonstrated that S.  sanguds
I strains is a group phenetically well
defined, agreeing with earlier
investigators that prefered to include
this blotype in the S. sanguis species
{3, 10). On the other hand, S. sanguis
IT and 3. m{fis strains, that form the
cther major group, should be grouped
with the S. mifior species, as many
authors have suggested (2, 10).

The computation program — NTSYS-—po
revealed to be very adequated to this
analysis and facilitaded the aplication
of the phenetical analysis.. Thus,
rhenetical analysis revealed to be a
helpful method that can contribute to
elucidate the classification of
microorganisms that have not a well
defined taxonomic position.

SuErmaTy

In this study 3 phenetical analysis both
by grouping and ordination methods were
applied on physiolegical tests performed
with S. sangudis 1, S. sanguis II and S.
mitl{4 orai strains. Among the 72
characters initialy proposed, 35 were
selected for phenetical analysis. Soth
methods demonstrated the existence of
two major groups. One 1is econstituted
only of 8. sangudis I strains, while the
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Table 1 - Selected characters of the physiological
behaviour of S. Jdanguis 1, S. sanguis II and S.
mitid strains -which were useful to phenetical
analysis.

Symbols: a = Reacticn in 5% sucrose broth was
considered as a unigue character and was codified
as 2 - 1 - 0, corresponding to gel, partial gel and
aone respectively; b = The measurement of final pH
af each strain was mentained in the data matrix.
Then, final pH at 24 h was considered as a unigug
character, and at 48 h and 72 h so to.

Physiojogical S.aanguesy | S.sgqugues bl S.oilds
chrraciirs -2 n-23 n=14
React tun b Y
sucrtse broth
gei 2i7 2723 o/14
partial gei B/ 1/23 - 1/14
none 13/2% 72/23 13/14
Growth a1 2590 21123 23123 13714
Acid production fro
aryqaal in 11/25 0773 o/1e
aruulin 22423 oiz3 2/10
cellobicse 22023 0/23 2114
dextrin 923 9/23 $/14
naltose ?75/23 23123 13016
rrenngse 25725 22/23 13416
nelibiose /23 3/23 /16
rhaninse gi2s 1723 9/14a
salicin 22423 0723 4/14
trehalose 23723 1123 6114
Hydrelysis
arginine 23023 0/zd 214
starch 22/23 21123 16114
Reduction of :
0,0 methilene biue 72723 /23 14/14
clot 18723 19/23 14714
0,2 %vethilene blue 21422 16f23 12/14
ciot 18/23 1af23 16/ 14
0,1% methiiene bioe 18/23 12/23 FFAL)
clot 1ef23 12423 &/16
Nitrile 21/25 1123 g/14
0,01 sodiun selen. te 13/23 5/23 5/14
0,08 tetrazol ivm 12/23 13023 8/14
Talerence to:
% sodiun azide 1723 ufz3 /e
F: bile 23/23 &f73 afta
10 blle 23723 123 418
4 ile 21723 ufzs 11
5 Nt 22/2% 4773 6114
4 pEC| 13/23 [HE G/ 18
0,000 cryslal virlel 225 19123 12714
0,000 crystal vislel 8/25 17723 9/i6
0,015 sodiun seienile 13723 5/23 S{e
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Figure 2 - Three dimensional projeticn of S. sanguds 1, S. sanguis I1I and S,
mLLLS strains.,
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PHYSIOL OGICAL ANALYSIS OF ORAL STRAINS OF STREPTOCOCCUS SANGUIS 1. STREPTOCOCCUS

SANGUIS Il AND STREPTOCOCCUS MITIS

Resumo

Maria Regina Lorenzetti Simicnato
& Flavio Zelante

Depte de Microbiclogia

Instituto de Ciénecias Biomédicas
Avy. Praof. tineu Prestes, 1374
05508 S&#o Paulo SP, Brasil

Andlise fisiofdgica de cepas orais de Streptococeus sanguis I,
Streptococcus sanguis 11 e Streptococcus mitis

Apesar do grande ndmero de estudos, permanecem, ainda,

centradigdes

a respeito de aspectos fisioldgicos, soroidgicos e genéticos de S.
Aanguis e S, mitis, que refletem em sua classificag#io. Assim, foram
verificadas 72 caracteristicas fisicl6gicas de cepas de S. mifis e

de S. sanguis sioctipos I e

resultados, além de revelarem

isolados de placa dental. 0Os
caracterizag8o fisioldgica das

cepas, demonstraram a importé&ncia das provas de produc3io de dcides a
partir de arbutina, celobiese e salicina, hidrdlise de arginina e’
telerdncia =z 40% de bile para a sua diferenciagidio. Dessa forma, foi

sugerida a inclus3o destes testes

nos  esquemas de ldentificag¥oc

dessas espécies, em adicio aos comumente utilizados. Além disso, as

cepas -padrio ctilizadas
comportamentoe oposto As  de

demonsiraram, en
idéntico biotipe

algumas provas,
isoladas de placa

dental, sende precanizado, ent3o, gue o5 estudos .taxendmicos niEo
devam s5e basear unicamente no compertamento das cepas padrdo.

Introduction

Viridans sireptococcl comprise the
largest portion of the oral microbial
flora. Strepfococcus sangulis appears
to be among pioneer organisms that
colonize the tooth surface {1, 16, 17,

18, 21, 22, 23, 27, 28, 32), remaining

in high levels in the mature plague
through its ability to interact with
other organisms (24, 25, 26, 28). In
spite of the great wnmumber of

physiological, sercioqgical and genetic .

studies of Streplococcus sanguis, many
contradictions concerning its
classification have persisted in the
literature.

White & Niver: (34) {1946) applied
the name S. sangudis to viridans
streptocecci which hydrolyse arginine,
aesculin and produce glucan  from
sucrose. Later, <Carlsson (6) (1968)
reported the division of this species
into the biotypes I:A and I:B. The
strains in group I:B resembled closely
the S. sangudis described by White &

Niven {34) (1946), while the strains in
group I:A did ot have the combination of
characteristics that was considered
unique for this species. Carlsson (6)
(1968) classified these strains as S.
sanguis based on their common habitat
and similar wmorphology. Ceolmen &
Williams {7} (1972)considered the
strains belaging to Carlsson's group I:A
as glucan producing S. mition.
Covkendall & Specht (%)  (1975)
established the genetic relationships
among S, sanguis strains and suggested
the division of this species in two
subspecies, excluding the strains that
resembled S. mifi{or. Facklam (13) {1877)
proposed an identification scheme which
allows the differentiation among 3.
sanguis I, 3. sanguis . IT and S, miltis
strains. Hamada & Col. {19)
(1980) classified isolates of S. sangudis
in hiotypes A& and B, although the B
strains resembled S. miflor. Thus, they
agreed with Carlsson {6} (1968) and
Facklam (13} (1977) in classifving these
strains as S. sanguds, considering of

Rev. Microbiol., S0 Paulo, 20(2):190-196, Abr./Jun. 1989



high value the ability to synthetize
glucan from sucrose. The ninth edition
of Bergey's Manwal (20) considers
Facklam's 8. sangudis T analogous to
typical S. sanguis and recommends that
Facklam's 8, sangudis II and some
strains of 8. mifis should be combined
into one species, "S. mifi{ox". The
species 8. mifis persists in this
Manual as a species "incertae sedis”.

Contradictions in the criteria used
to establish these species remain
among the investigators. The purpose
of this research was to study the
physiclogical aspects of Facklam's 3.
sangulis T o and II and S. mifis oral
strains and to analyse the wvalue of
various tests, sare used as a routine in
the laboratory and others not, to
separate these strains.

Material and Methods
1. Bacterdial strnaind

lsofation and didentification of S.
mitis, S. sanguis 1 and 11 atrains
from dental plague - Dental plagqus
samples were collected with sterile
toothpicks from 30 subjects. The
samples were dispersed in flasks
containing 5,0ml of sterile saline and
glass beads, then they were diluted in
saline to 1/100, 1/500 and 1/1000 and
inoculated on Mitis Salivarius Agar
(Pifce) plates (MS), incubated at  37°
C/48hs in candle jars. Scme colonies
resembling S, sanguds and S, mitis
were selected and a pure culture of
each isolate was cobtained by repeated
transfers on MS plates. The isolated
strains were identified adopting
criteria recommended by Facklam {13)
(1977), based on acid production from
lactose, inulin, mannitol, sorbitol
and raffinose, aesculin hydrolysis and
reactions in litmus milk. In this way,
22 8. sangudis Y, 22 5. sanguis I and
13 S. mit(» strains were selected.

Type strains - strains of S.
sanguis ATCC 10556 (Fackiam's biotype
1), ATCC 10557 (Facklam's biotype II)
and S. mifis ATCC 9811 were kindly
provided by Dr. ILucia Martins Teixeira
from the "Instituto de Microbiologia
da Universidade Federal do Rio de
Janeirc”.

Rl
?. Physiological fests

Growth at dijferent Lemperatures -
Strains were garown in Brain Heart
Infusion (Difeo) (BHI) for 24@ at 4°C,
10d at 10°C, 48h at 25°C and 45°C, and
growth was recorded as visible turblal’t:y
(17).

Haemolytic activily - Was examined after
48h of incubation either by pour plate
or anaerobic system (Gas Pack) on Heart
Infusion Agar (Difco) (HIA} containing
4% of defibrinated sheep blocod.

Reaction 4in 5% sucrcse broth - The
property of gel formation after 48h
incubation was tested in broth described
by Stoppelaar & Ccl.(33) (1967).

Catafase production - . Was .examined on
Brain Heart Infusion dgar {Difco} (BEIA)
slants containing 1% dextrose. The
surface of 16h cultures were flooded
with 3% hydrogen peroxide to detect the
catalase production (8).

Penoxide formation - Was observed as a
dark cclouration around growth on heated
blocd agar with o-dianisidine, according
to Wittenbury (35) {1964).

Reactions of hydrofysis - Arginine
hydrolysis was carried out following
Niven & Col. (29) {3942). Aesculin
hydrolysis was performed as described by
Sands & Col. (31) (1982). Gelatin
hydrolysis was tested on Heart Infusion
Broth (Difco} (HIB) containing 12% of
gelatin as recommended by Facklam (171)
(1972). Hippurate hydrolysis was
observed using the method of Facklam &
Col. (15} (1974). Starch hydrolysis was
detected on HIA containing 2% scluble
starch. Plates were flooded with Gram's
iodine after 48h incubation in order to
stain unhydrolysed starch (11). '

Acid production {rom ecarbohydrates -
Were investigated in -HIB containing
bromocresol purple and 1%  of the
following carbohydrates: adonitol,
amygdalin, arabinose, arbutin,
cellobiose, dextrin, dulcitel, fructose,
galactose, glycerol, dextrose, inositol,
inuiin, lactose, maltose, mannose,
mannitol, melezitose, wellibiose,
raffinose, rhamnose, sucrose, salicin,
sorbitol, sorbose, trehalose, xylitol
and xylose, as described by PFacklam {11)
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Table 1A - Physiologicel behaviour of S. sangudls 1,

S. sangudis

1T and S. mifi4s strains.

5. aanguds 1 S.sanguis 11 S.mitia
n=23 n=z3 n=14
Growth at
5°C 0/23 u/23 0/14
10°C 0/23 31/23 /14
25°C 21/23 25123 1314
45°C 0/23 0/23 o/14
Alfa haemlysis
pour piate 23123 23723 1414
Gas Pack 2323 23/23 14/14
Reaction in P&
sucrose broth
gel 2723 /23 0/14
partist gel B/73 1/23 1414
none 13423 22025 13/14
Cztelase production 0/73 0/23 o/14
Peroxide fommation 23/23 23/23 14/14
Hydrolysis
arginine 23/23 0423 214
gelatin 0/23 0/23 /14
hippurate ufzs 0/23 a4
starch 22123 21123 1a/14
Acid production fron:
adonitol 0r23 olz2z 2/14
arygdalin 11723 n/z3 14
srabingse 0/23 0/23 6/14
arbutin 2223 G/23 2114
cellobiose 22/33 0/23 2/14
dextrin 923 9/23 9/14
dulcitol 0723 9/23 o/14
fryctose 23723 23/23 14/14
galactose 23423 23/23 14/%4
glycero} uf23 G/23 0/t4
dextrose 23/23 23123 14/%4
inositol” 0/23 /23 0/14
meltose 23123 23/23 13/14
menncse 23723 22123 13/14
melezitose /23 /23 /14
nelibiose a/23 3/23 ol
rhamose 0/23 1/23 2/14
sucrose 23/23 253(23 14/14
salicin 22123 G/23 4/14
sothose 0/23 0/23 glta
trehatose 23723 1/23 6/14
xylitotl 0/23 c/z3 0/14
xylose 0/23 ai23 6/14
(1972). 0,1% potassium tellurit (11}, 0,07% and
) 0,1% 2, 3, 5 triphenyl tetrazolium
Finaf p - Afrer 24, 48 and 72h chloride agar plates (11). The tolerance
incupation in  BHI  containing 5% to these compounds was recorder when

dextrose, final pH was measured with a
digital pH meter.

Toferance fo {nhibitory compounds and
heat - Crowth was observed as visible
turbidity in BHI containing 2%, 3%, 4%
and 6,5% MNaCl after 72h incubation
(12). HIA was used as basal medium for
the preparation of 5%, 10% or 40%

blocd bile {3}, 1% scdium azide (3},
1% thallous acetate (3, 10), G,1%
sodium selenite (3}, 0,0002% and

noOntaE ~rvgtal violet {3). 0,04% and.

examination of the plates revealed
growth of colonies at any time interval
within 72h incubation. Resistance to
heat was determined by incculating the
strains in BHI and leaving the tubes at
60°C during 1, 15 and 30 min, 1 and 2Zh.
The cultures were cocoled in tap water
and incubated for 72Zh (14).

Reactions o4 neduction - Reduction of
nitrate and nitrite were recorded in BHI
containing either 0,1% KNC3 or 0,001%
NaN02 with Durhan tubes, as recoamended
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Table 1B - Pnysiological ‘behaviour of S. sanguis I,
S. sanguds 11 and S. miti4 strains.

S, sanguls 1 5. sangueis 1T S.midis
n=23 nz23 n=l4
Finai pH
24k
3,9-4.1 0/23 21423 714
4,2-4,6 20/23 1123 3/14
>6.7 525 123 a/14
48h
3.9-4,1 1/23 22423 a/1a
4,2-4.6 z1/23 1/23 af s
4,7 /23 u/23 2/
72k
3.9-6,1 1/23 22/23 a/14
4,2-0.6 21473 1/23 5714
6,7 173 0n/23 114
Toierance to:
2o MNac | 23023 23/23 14714
Fa NelCl 22/23 4/23 6/14
% NeCY 13123 /23 ole
8., 9% NaC 0/23 025 g/
Fo bile 25/23 6123 4/
1P5 bile 23/23 1/23 af1a
&% bile 21123 G723 kAL
¥ sodiun azide 1423 u/23 ¢/
% thalious ecetate 23473 23/23 i6fi4
0,0%% selenite 22723 21/23 12/14
0B 2Z% crystal vioiet 20/23 19723 12414
000045 crysisl violet 16/23 17123 g/14
0.0 tellurit 0/23 0/23 G/14
B.¥Ph teflurit 0723 B/23 o/1a
G. 8% detriznliun 14/25 13/23 9714
0. tetrerol tun 0/25 0/23 of1a
60°C/ 1 min. . 23f23 23123 16/14
0%/ 15 min, 0/23 0/23 0/14
GURCT 20 miis, g/23 {123 g/1g
53°C/1 h. G/23 /23 /14
69°C/2 n. /23 G/23 o/ia
Reductiam ol
0P rrethilens Live 22/23 25/23 14114
ctot 18/23 19/23 14714
8.0 rethllene biyus 21723 16/23 12/%4
ciot 18/23 14123 10/16
0, % rrethi tene biue 1B/23 12/23 7/
ciot 16/23 12123 6/14
nitrate 0/23 0/23 014
nitrite 21423 1123 914
0.0%% selanite 13723 5/23 5/14
3.0%8: tetrazoliun 12723 13473 3/14
by Blazevic & Fderer (2} {1975). sanguis I, 22 5. sangudis IT and 13 S,
Reduction of 0,018, 0,02% and 0,1% of mitis were selected. These, in addition
methilene hlue were performed in  skim te the respective type strains, were
milk as recomrended by Facklam & Moody submitted to the physiological tests
{14}y ~ {1970}, Reduction of scdium proposed.  The results are recorded at

selenite and tetrazolium were recorded
only when the strain showed resigtance

to the respactive concentrations of
these compounds, revealed by the

growth of red colonies.

Results
Among  the strains isclated and
identified from dental plague, 22 5.

the Table 1.

Discussion

The purpese of the high number of
tests  included in this research was to
verify the physiological hehaviour of §.
dangudis I, TI and S, mifds strains.
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PERFIL. DE PLASMIDIOS E RESISTENCIA A BACTERICFAGOS EM ESTREPTOCOCOS LACTICOS

MESOFILOS

Resumo

Alda Luiza Santos Lerayer
ITAL

dv. Brasil, 2880

13073 Campinas SP, Brasil

& Marie—Christine Chopin

INRA
rue de Sgint Brieuc
35009 Rennes, Franga

Dentre 58 culturas lécticas pertencentes a Colecglo de fermentos

Lacticos do ITAL,

previamente

selecionadas quanto as

caracteristicas teecnoldgicas, 21 spresentaram perfis de plasmidios

diferentes observando~se, para

andlogos. Todas as culturas

as restantes, seis tipos de perfis
que

possuiam perfis distintos

mostraram-se lisogénicas, com liberaglc de profagos apds inducdo com

luz wultraviolets.
em relag3o a fagos virulentos

classificd-las em trés grupos,

Através do especiro litico por elas apresentado,
aps profages liberados,
a saber: Gy = 168; Gy = linhagens

pode-se

307, 309, 16 & 262 e, Gy = linhagens 318, %6, 87, 105, 163, 175, 179
g 162. verificou-se, ainda, gue as linhagens 310 e 162 apresentaram

sistemas de restrigio g

modificacio de 4 igg e 2 log,

respectivamente, em relag#fo aos fagos 66, 67 e 188 para a primeira
delas e &6 para a segunda. Fol possivel defipir quais linhagens nio

poderiam .coexistir num mesmo
mdltiple. i

Introducdo

Os estreptococos ldcticos do  grupo
N, especialmente os Strepfococcus
Lactis, S. caemonis e 5. factis subsp.
diacetylactis, 5830 diretamente
responsdaveis pela  acidificacio do
leite-por weio da transformacgio da
lactose em acido ldctico e,
conseqiientemente, pelas qualidades
organolépticas dos produtos lacticos.

Fnguanto na major parte das
indidstrias de fermentacio SE0
utilizadas linhagens de microrganismos
selecionadas e melhoradas

geneticamente, a imstria de laticinios
apenas  dispde, em geral, de culturas
selvagens  com propriedades mal
definidas e utilizadas em misturas.
Dentre os problemas que impedem &
utilizacdo de culturas puras
selecionadas, um dos mais lmportantes

sistema de T"starter®™, mistc ou

& a destruigio por bacteridfagos durante
05  processamentos industriais. A
ccorréncia de  fagos causa perdas
econdmicas maito importantes as
fabricagtes de queijo e impede qualquer

emprego  racional de linhagens &
melhoradas para caracteristicas
tecnoldgicas.

Vérios procedimentos tém side

utilizados no contrcle de bacteridfagos
(16, 20, 23, 25, 44, 50, 52}
entretanto, além de ndo prevenirem
completamente  a infecgio fédgica,
necessitam de instrumentos gque nem
sempre estdo disponiveis na indistria.
Ademais, os bacteridfagos multiplicam-se
em profusio, podendo uma  fébrica
produzir aproximadamente 1016 fagos
diariamente.

A maioria das linhagens de
estreptococos licticos possul plasmidios
dos mais variades tamanhos (4, 10}. A

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 20{2)}:197-209, Abr./Jun. 1989
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hiologia de plasmidios tem se tornado
‘uma area importante de investigagdo
nas bactérias ldcticas, pols nemerosas
caracteristicas fermentativas e
metabdlicas, de grande instabilidade
em alguns desses organismos, estdo

ligadas a genes localizados em
plasmidios (34), tais como: a
fermentacio de lactose, galactose,

sacarose, glicose, manose e xilose (3,
8, 14, 21, 27, 37); a utilizacdo de

citrato (223; a produgdc de
proteinases (32, 36, 38) e de nisina e
bacteriocinas (9, 15, 46); a

resisténeia a sais inorginicos (13) e
producdc de outras substdncias (10,
313},

Qutras caracteristicas mediadas por
plasmidios incluems sistemas de
restrigdo e modificagdo (6, 42} e
adsorcdo de fagos (43), conferindo
resisténcia a certos hacteridfagos
{33).

A localizaclico extracromossémica do
DNA'  plasmidial coodificando tantas
caracteristicas genéticas importantes
nas bactérias lacticas faz con que
seiam herdadas e mantidas de forma
muito instdvel. A evidéncia cada vesz
maior da associagdo de plasmidios com
a resisténcia dos  estreptococos
lécticos & bacteridfagos fornece um
mecanismo  genético  que explica o©
répido aparecimento de variantes
sensiveis nos fermentos lacticos (43).

Dessa forma, o estudo da biologia de
plasmidios nos estreptococos lécticos,
assim come em outros géneros de
bactérias lacticas, Tornou-se  um
pré—requisito para futuros programas
de melhoramento genético.

Este " trabalho wvisou, portanto, o©
conhecimento dJdo perfil plasmidial de
alguns estreptococos lacticos
pertencentes a Colegdo de Ferwentos
IActicos &o ITAL, assim como  seu
comportamento  quando em  contato com
bactericfagos virulentos.

Material e Métodos

Micronganismos -  Neste trabalho
utilizaramse as seguintes espécies e
respectivas linhagens de estreptococos
mesofilos:

~ Stneptococens factis:141, 163, 17, 178,
179, 206, 280, 281, 282, 283, 284,
285, 286, 287, 288, 289, 290, 291,

292, 283, 294, 285, 296, 297, 298, 299,
300, 301, 303, 305, 306, 310, 313, 31s,
317, 318,379,320,321, 323, 324, IL 6, IL
13, IL 408, IL 414, IL 562, IL 598, IL
823, IL 1403, IL 929, IL S20.

- Strepiococcus cremondis: 16, 161, 167, 168,
169, 262, 307, 308, 309, IL 14, IL. 737,
IL 746.

- Strepiococcus Ap: 96, 97, 100, 101,
104, 105, 113.

- Strepiococcus factis
diacetylactis: 162, IL 561.

Subap.

As linhagens IT. pertencem & Colegdo de
Culturas do Institut WMNational de 1la
Recherche Agronomique-INRA. Todas as
outras linhagens utilizadas pertencem &
Colegiio de Fermentos Lacticos do ITAL,
selecionadas, previamente, quanto Aas
caracteristicas tecnoldgicas {45).

As culturas foram estocadas em M1y
{47), onde a lactose foi substituida por
glicose, Jjuntamente com 15% de glicercl
e 2% de indcule, com congelagdo imediata
e mantidas em congelador a -40°C. Sua
ativagio era feita em M17 + glicose, con
incubacio a 30°C durante 18 horas.

Bacteridfagos - Foram utilizados os
bacteridfagos 6, B, 25, 42, 52, 66, &7,
119, 129 e 188, todos pertencentes 2
Colegic do INRA {5). Os estoques de
fagos foram mantidos em 5ml de tampdc
Tris 0,05M contendo NaCl 0, 1M Jjuntamente
com glicerol em concentragio final de
15% e conservados sob congelagio a -40°C,

Método de semeadura para detferminagdo .
Zitulo de bacteniffagos - A mistura
contendo 0,2mi das culturas juntamente
comn 0,1ml do soro contendo fagos com e
sem diluigbes e 0,03 . de CaCl, ™ foi
incubada durante 10 minutos a 30°C.
Adicionaram-se 3,0ml de M17 semi-sdélido
{0,45% &gar), agitou-se e verteu-se em
placas de Petri contendo M17 + glicose
sélido adicicnade de 0,01% de CaCly M.
As placas com as duplas camadas de meic
foram incubadas a 30°C e apds 4 a &
horas 3d se podia fazer a primeira
contagem das placas liticas; a contagen
final foi feita apds 18 horas de
incubagdo (1).

Verificacdo de £Lisogenia através de
inducdo com fuz ufiraviofeta (UV.) -



’ara indugdo de profagos, as bactérias
tacticas foram irradiadas com luz U.V.
{comprimento de onda = 247nm)
sequindo-se metodologia proposta por
Thopin & Cols. (7). O melc contendo
srofagos  liberados foi  filtrado,
Ailuido e testado pelo método de gotas

contra todas as culturas  lacticas
orasileiras e alguns estreptocccos
lacticos sensiveis testadores,

pertencentes & Colegic do IMRA. O
crescimento e lise das células também
foi acompanhado nor melio de
espectrofotimetro (Bonet, Maury,
Jouarr, Franga), obtendo-se valores de
densidade  Optica das amostras
irradiadas e ndo irradiadas, durante
incubacio a 30°C.

Titubagdo de  bacteridfagos pefa
téemica de  gofas -  Utilizou-se
metodologia descrita por Chopin &
Cols. (5) podendo—se testar diversos
fagos e suas diluigdes em uma Unica
placa de Petri. O meio M17 diluido a
10% foi utilizado para preparar as
diluighes dos fagos a serem ensaiados.

Extracdo de plasmidios - Utilizou-se o
micro-métcdo para  a . determinagso
répida de perfis plasmidiais descrifo
por Portnoy & Col. {40).

Eletroforese - Utilizou-se a téenica
de eletroforese horizontal em gel de
agarose (34) para determinar o perfil
plasmidial das culturas. A
eletroforese foi realizada em tampdo
trig-horato (Tris :54%, d&cide bérico
27,5% e EDTA 0,05M, pH 8,0) (30)}. &
concentragio de agarose utilizada foi
de (,5%. A revelagio dos géis foi
feita por uma solugic de hrometo de
etidio a 0,05g/ml e examinados em luz
U.v. {300mm}. Os géis foram
fotografados sob transiluminador U.V.,
utilizando-se um aparelho  Polarcid
MP 3, munide de um filtro laranja e de
o filtro U.V., além de um filme
Polaroid 667.

Resultados

Cbhservando as Figuras 1 e 2,
verifica-se que 21 linhagens
apresentaram perfis de plasmidios

distintos, sendo que seu ndmero, por
lirhagem, wvarioz de um a onze
{linhagem 308}. Foram verificadas

analogias no conteddo de plasmidios d&e
43 culturas, cujos  tipos  estdc
representados na Figqura 3. Duas
linhagens, 179 e 320, apresentaram o
perfil de plaswidios do tipo A; cinco
delas, 280, 313, 316, 317 e 319, o
perfil do tipo B; vinte e sete (1431, 16,
318, 321, 323, 324 e 28%Y a 301), o
perfil do tipo C; trés linhagens, 203,
305 e 306, o perfil do tipo D; trés
lirhagens, 175, 178 e 206, o perfil de
tipo E e outras trés, 167, 168 ¢ 169, o
perfil plasmidial do tipo F

As 21 lirhagens de estreptococos
ldcticos que apresentaram perfis
distintos de plasmidios foram ensaiadas
contra 10 bacteridfagos pertencentes ac
INRA e representativos de seis grupos
liticos (5). Observou-se gue 47,6% das
linhagens testadas foram sensiveis a um
ou varios fagos virulentos, pertencentes
acs grupos Gy (4,7%), Gy (19,8%) e G3
(23,8%). Nio' se obtiveram resultados
positivos de sensibilidade aos demais
fagos ensaiados pertencentes aos grupcs
Gy (fago 25), G {fago 119} e Gg tfago
42). Por cutro lado, as demais linhagens
ensaiadas {52,4%) mostraram-se
resistentes a fagos de todos os seix
grupos liticos.

Sequndo a Tabela 1, cbtiveram—se doi:
tipos de resultados em relacic ao nivel
de sensibilidade: {1} culturas
apresentando igual sensibilidade a we
determinade fago quanto a sua cultura de
propagagio {eficiéncia de multiplicacgio
= 1}, por exemplo, as linhagens 1868, 179
e 163, em relagdo as linhagens de
propagagdio IL 10 (fago 8), IL 598 (fage
82}, IL 562 {fago #€7) e IL 823 (fago
188) e (2} culturas apresentando
sensibilidade menor que as linhagens de
propagacio dos respectivos fagos, por
exemplo, as linhagens 307, 309, 16, 262,
310, 105 e 162 em relagdo as linhagens
de propagagdo IL 6 {fago &), IL 1403
(fago 66), IL 562 (fago 67) e II. 823
(fage 188), respectivamente. Para este
dltimo grupo, tentou-se identificar o
mecanisme  de  resisténcia presente
naquelas culturas.

Verificou-se que as linhagens 310,
162, 105, 307, 16, 262 e 309
apresentaram um mecanismo de resisténcie
a . determinados fagos virulentos
ensaiados (Tabela 1). Estabeleceu-se,
posteriormente, a existénecia de um
recanlisme  de restricdo e modificagdo na
linhagem 310 em relacdo aos fagos 66, 67
e 188 de 4 log & na linhagem 162, em
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Figura 1 - Difersntes perfis de pilasmidics de linahgens de
gsirentococos tdctices da colegdo do ITAL.
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Figura 2 - BDiferentes perfis de plasmidios de linhagens d& estreptococos
licticos ds coleg3o do ITAL.
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Figura 3 - Perfis de plasmidiocs idénticos de linhagens de estreptococoes léctices
da coleg8o do ITAL,
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Figura 4 - Eveluclo da densidade dptica
da linhagem 96 com (T) e ssm {(C)
indugfic com uma dose de 20 J.mt de
redugsc U.V.
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Tempo {horas}
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relagdo ao fago 66 de 2 log. Estes
resultados estdio sumarizados nas
Tabelas 2 e 3.

A Tahela 4 apresenta o resultado da
propagagdo do  fago 188 schre a
linhagem s, ohservando-se a
existéneia de wma mutagio no fago.

Com ¢ intuito de verificar se os 21
estreptococos ldcticos em estudo eram
lisogénicos, foram submetidos a
irradiaciio por meio de luz U.V., a fim
de induzir seus possiveis profagos ao
cicla litico. Foram utilizadas
dosagens de 20 J.m™2 para induzir 17
culturas e &0 J.m ? para as restantes,
pois nem todas as culturas puderam ser
induzidas com a primeira dose. A
indugde dos fagos temperados foi
evidenciada por um ¢lareamento do meio
de cultura contendo as linhagens
induzidas, em comparagdo com as
testemunhas ndo suhinetidas a
irradiacdo U.V. Este clareamento ainda
fol comprovade por medidas contimas
em espectrofotfmetro da densidade
Optica (D.0.} de todas as culturas.

Esses resultados s#o exemplificados

pela Figura 4.

Procurou-se em seguida, lirhagens
sensiveis aos fagos  temperados
presentes nos lisados obtidos. Para
tanto, testou-se a agdo destes Ultimos
sobre as 21 culturas em estudo e
tamhém sohre sels culturas da colecdo
do INRR, que j& haviam se revelado
poas indicadoras em trabalho antericr
(41). Os resultados cohtidos  estdo
sumarizados na Tabela 5.

A Tabela 6 resume ¢ agrupamento
final (@das culturas mediante os
resultados de
resisténeia/sensibilidade apresentados
em  relagdo a fagos liticos e
temperados.

Discussdo

Os resultados obtidos apds extragio
dos plasmidios de 58 culturas
confirmam o valor do método - utilizado
para & identificagdc de plasmidios de
linhagens de estreptococos lacticos.

Ademais, permitem = estabelecer
comparacgdes  entre  0s diferentes
perfis.

0 mimero de plasmidios encontrados 2
inferior acs 38 descritos por Davies &
Cols. (12), gue encontraram até 14
plasmidios em algumas culturas. Chopin

Tabela 1 .~ Nivel de sensibilidade [+13
estreptococos lécticos e fages virulentos.
Simboloes: - ne de fagos multiplicados

* Eficiénecia de
_ sobre 2z cultura estudada

" ne de fagos multiplicados

multiplicagdo
: so0bre a cultura de
propagacgio

Culture; eficiéncia de multipiicacio dos fa.gos*

L 8 6 52 66 67 188
168 1

367 3,010

30% 1,3x107

310 5,7x107%  7,3x107%  3,2x107%
105 ‘ 1,1x1075
162 2,Mx107% 3,0x3075 1,2x1073
179 1

163 H 1

16 1, 41078

262 1,5x107%

& Langella {4} discutem que, talvez, nem
todas essas 14 bandas encontradas
representen, realmente, plasmidios
diferentes. Segunde a técnica de
extragdo utilizada, um mesmo plasmidic
pode ter seu dcido nucl eico presente sob
diferentes formas, ou seja,
super—espiraladas, relaxadas e lineares,
as guals resultam em handas distintas
apds eletroforese. No presente caso,
desde cque foi utilizada uma téconica de
extragic alcalina, a qual resulta,
raramente, em formas relaxadas, pode-se
pensar gue todas as 11 bandas
observadas, no caso da linhagem 308,
correspondem inequivocamente a
plasmidios, ou seja, a formas
super-espiraladas.

A freqliéncia de plasmidios analogos
foi, aproximadamente, de 1/3, ou seja, a
mesma enaritraca por Pechmann & Teuber({39)
com 51 culturas. Outros autores (12},
entretanto, encontraram apenas 4
lirhagens com perfis andleogos, dentre um
grande numero de culturas, sendo que as
demals apresentavam plasmidios variados
e especificos. Entretanto, eles tamhém
verificaram que as 4 linhagens idénticas
derivavam de uma mesma cultura de
origem, evidenciando, portanto, que a
utilizag8o de perfis de plasmidics € um
excelente método para reconhecer
diferentes linhagens. Yu & Cols. (49)
concluiram, iqualmente, gue perfis de
plasmidics t8c diferentes e especificos
para cada organismo poderiam  ser
utilizados na identificacgio de diversas
culturas lacticas.

Iste fato também fol campravado ne
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Tabela 2 - Evidéncia de um mecanismo de
restrigic/modificagso presente na linhagem 310,
ativa contra o fago 66.

Simbolos:

a PR, .
< ficiéneia . . P
/ Eficiéneia de N2 de multiplicados scbre a cultura

multiplicagdo AL A -
N2 de fagos multiplicados sobre
a cuyltura de propagagio

9/ 0 fago &6 fol propagado sobre a linhagem IL 1403;

€/ =0 fage &6 fol propagado sucessivamente sobre as
linhagens IL 1483 e 310; 8/ -0 fago 66 foi propagado
sucessivamente sobre as lipnhagens IL 1403, 310 e IL

1403,
Lo g Eficidnoia de Multiplicagio dodf
hospexis:
ospelELEE Fago 86 Fago 66 ,  Fago 66 (:L1463-310)
(rL 1403)2 {11, 1403-310}% 1r 14039/
IL 1403 1 1 ]
310 5,7 % W 1 3,2 % 307"
Tabela 3 -~ Evidéncia de um mecanismo de

restrigio/modificag#o presente na linhagem 162,
ativa contra o fago £§.

gficifneia de Multiplicagdo do

L:.mmggn
hospedelya oo 66 Fago 66 Fago 66 1L 1403-162
(TL 1483} (£L 1403162} 1L 1403)
IL 1463 i 1 1
1682 2,8 » 1072 1 2,7 x107¢
Tabeia & - Evidéncia de um mecanismo | de

resisténcia apresentado pela linhagem 103,
devido a mutagfes sofridas pelo Tago 188.

pricigncia de Multiplicagdo do

Linhages
hospededzaou 6 188 Fago 188 Fayo 168 (IL 823-105
{rL 823} {IL B23-105) 1L 823)
1L 823 1 1,6 x WS 1
105 4,5 x ¢ 1 1
presente trahbalho, & que as linhagens lécticas pertencentes a Colegdio do ITAL
possuinde-o perfil tipo E (Figura 3}, é de extrema importdncia, pols wmuitas
s3o oriundas de uma mesma cultura, delas foram iscladas de soros
assim como aquelas de mimeros 282 a provenientes de processamentes de
300, perfil tipo C, também possuem uma . <liferentes inddstrias e,
Unica cultura de origem. conseqiientemente, de fermentos
Dessa forma, o conhecimento do comerciais gue podem ser idénticos.

perfil de plasmidios das culturas De accrde.com Chopin & Langella (4), a
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Tabela 5 - Espectro
litico de fagoes
liberados apés indugHo
com luz ultravioleta,
Simbolos: + = 10 a
182yFP/ml {Unidade
Formacdora de Placal); ++
= 102 a 108uFP/ml; +5+ =
164 2 1068uFP/ml.

zinhagem induzida

Linhagest
irdicadord: 1ag 435 340
1L 829 P
1L 928 ey ++
1L 468 rrt +
96 *
163 +++
310 -+
97 +

analegia de perfis de plasmidics ndo é
surpreendente, podendo-se supor que as
pequenas diferengas observadas nes
perfis de algumas linhagens estudadas
resultem. de variagfes nas pressdes de
selecdo exercidas sobre elas, durante
sua passagem nas diversas colegdes.

Para complementar a informagdo sobre
as linhagens possuindo perfis
andlogos, bha necessidade de se testar
a sua sensibilidade a bacteridfagos
virulentos.

Un  dos métodos utilizados no
.controle de bacteridfagos na inddstria
& a utilizagd@o de rotacgdo de culturas
que ndo sejam fago-relacionadas (23).
Para tanto, hd necessidade de se
conhecer a sensibilidade das bactérias
acs fages, ou seja, realizar uma
tipagem. A aplicagdo deste método &
grandemente  facilitada se forem
estabelecidos grupos de linhagem que
ndc apresentem © mesmo padrdo  de
sensibilidade aos fagos utilizados
para a tipagem, assim come a escolha
de linhagens e fagos de cada grupo que
permitam wma rapida classificacio,
tanto de um novo fago, como de uma
nova ~ linhagem  isolada (5). Nesse
sentido, vdrics tipos de agrupamentos
de fagos possuindo reagbes liticas
similares foram criados (18} e
complementados com estudos soroldgicos
dos fagos (51).

Tabela & -
Agrupamento dos
estreptococos
ldcticos
pertencentes a

colegdo do ITAL,
de acordo com a
classificacido
proposta por
Chopin & Cols.
(3} e Reyrolle &
Cols. {41},

Grupo de P
classificacdo Cultura
1 168
2 3o
369
16
262
3 ne

163
162
179
175

96
163

47

Chopin & Cols. {5} rmostraram um
sistema de agrupamentos de fagos segundo
sua agdo litica, assim como um outro de
estreptococos ldcticos com base na sua

sensibilidade aos bacteridfagos
virulentos que foi aplicado neste
estudo. A percentagem de linhagens

resistentes a fagos dos seis grupos
liticos foi maior que aquala de 10%
observada por Nichols & Hoyle (35) e a
de 31% por Henning & Cols. (18). Estes
Ultimos consideram que a auséneia de
fagos ativos contra 31% das linhagens
que testaram deveu-se a terem vindo de
regides diferentes daquelas onde os
fagos haviam side isolados. Isto pode
adequar-se ao caso presente, Jd que as
culturas eram provenientes do Brasil e
todos o3 fagos isclados em inddstriais
de laticinics da ¥Franga. Entretanto,
alguns autores (5) consideram que as
linhagens resistentes obtidas poderiam
ser sensiveis a um pequeno mimero de
fagos rareos, ainda ndo isolados,
lisogénicas -para a .maioria deles ou,
ainda, mutantes resistentes a fagos.

0 resultados obtidos com as  culturas



lacticas brasileiras confirmam outros
anteriormente descritos (5) quanto ao
grupo litico Gy, tendo-se verificado,
também, que a maloria das linhagens
fol sensivel a fagos deste grupo, oS
quais agiram, na maioria dos casocs,
scbre duas ou mais linhagens de
estreptococos lacticos.

As 10 culturas lacticas sensiveis

apresentaram, porém, niveis de
sensibilidade diferentes. Assim,
segundo a cultura indicadora
utilizada, a linhagem a ser

classificada ou a cultura normal de
propagacdo do fago, o ndmero de fagos
obtidos ndc fol o mesmo.

De posse dos resultados de nivel de
sensibilidade aos fagos, procurcu-se
verificar se culturas que apresentavam
perfis de plasmidios andlogos
possuiam, igualmente, a mesra

sensibilidade aos fagos liticos. Os

dados cbtidos foram positives,
determinando-se, dessa forma, que a
eficiénecia de multiplicagdo do fago 8
sobre as linhagens 166, 167 e 169 era
idéntica acuela sobre a linhagem 168,
assim como a da linhagem 320 foi
idéntica & obtida sobre a linhagem
179. Esses resultados cenfirmaram
aqueles obtidos por outros autores {4)
quanto & semelhanga de perfis de
plasmidios e espectro de sensibilidade
idéntico. Confirmou-se, também, que ©
sistema proposto por Chopin & Col. {5}
pode ser aplicado para estreptococos
ldcticos provenientes de outras
regides, classificando-se as linhagens

sensivels da seguinte forma: Grupo Gq:.

linhagem 168; Grupo Gs: linhagens 307,
309, 16 e 262 e Grupo Gy:
linhagens 310, 105, 162, 179 e 163.

Apds propagagdc do fago 66 scobre a
linhagem IL 1403, obteve-se um titulo
de somente 1 fage em 104 sobre a
linhagem 310. Desde que este fago foil
propagado sobre a 310, ele fol
modificado, podendo, entdo,
multiplicar-se bem schre esta
linhagem. Quandc. propagado novamente
sobre IL 1403, ele perdeu a
medificacdio adquirida com a lirhagem
310, a qual passou a restringi-lo como
anteriormente.

Estabeleceu-se, ainda, que a
resisténeia da linhagem 310 acs fagos
188 e 67 era devida, igualmente, a
este sistema de restrigSo/modificacio
(resultados ndo apresentados).

Dz mesma forma, cbservou-se que as
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placas de lise formadas pelo fago 188
sobre as culturas 162 e 105
correspondiam a fagos mutantes. Assim, O
fago 188, medificade quando de  sua
rropagag&c na linhagem 105, conserva
esta modificacio, mesmo  apds sua
multiplicagiio em IL 823. Ndo se trata,
portanto, de uma modificagic controlada
pelo hospedeiro, mas de uma mutagio
(29).

O fago 6 causa, provavelmente, uma
lisogenizagdo nas linhagens 307, 309, 16
e 262, as quals também apresentaram
resisténcia a ele; o mesmo pode-se dizer
para ¢ fago 67 en relagdo & linhagem 162
(Tabela 1). Isto foli evidenciado pela
impossibilidade de multiplicacgdo deste
fago naquelas culturas, aldm do  aspecto
morfoldgico das placas de lise
apresentadas, ou seja, muito pequenas e
turvas, de dificil visualizagdo e
contagem. Este fenfmeno estd sendo, no
momento, pesquisado.

Os estreptocccos  lacticos podem ser
una  possivel fonte de fagos temperados,
responsaveis por falhas na produgdo de
dcido ldctico durante o processanento de
queijos (23). A incidéneia praticamente
universal de lisogenia nessas bactérias
indica que podem  servir como  um
reservatdric de fagos potencialmente
capazes de atacar as cepas que compdem
os fermentos ldcticos mistos (19). - Além
disso, podem ocorret trocas genéticas
mediadas por fagos nas  bactérias
lacticas, sendo este um ocutro fator que
pode  contribuir para aumentar a
variabilidade das linhagens
correspondentes daqueles fermentos ({2).
Por esse motivo, o© conhecimentc de
linhagens lisogénicas e indicadoras, que
pogsibilitem a multiplicagdo dos fagos
liberados € muito importante na escolha
de uma cultura componente de um fermento
lactico.

Todas as culturas submetidas ac estudo
de lisogenia, neste trabalho, sofreram
lise entre %0 mimutos e 4 horas apds o
choque com U.V. Os lisadeos obtidos foram
testados contra as 21 culturas em estudo
e contra sels pertencentes &aos grupos
G, Gp e G3. Dessa forma, obteve-se o
titulo das unidades formadoras de placas
de lise {UFP) de cada lisado, para cada
linhagem sensivel.

As culturas indicadoras do INRA,
pertencentes acs grupos G; e Gp, ndo
mostraram sensibilidade a nenhum dos
lisados obtidos. Pela Tabela 5, pode-se
verificar que apenas trés das linhagens
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indicadoras, IL 929, IL 930 e IL 408,
todas pertencentes ao grupe G3, assim
como 198 das culturas em  estudo,
demonstraram sensibilidade a um ou
mais fagos liberades por, somente, 3
das  culturas induzidas. Por outro
lado, obtiveram—se 100% da inducdo,
rmedida pelo clareamento do meio e pela
curva de crescimento em bicfotfmetro,
indicando que todas as 21 culturas
eram lisogénicas. Esses resultados
foram superiores aos encontrados por
Kozak & Cols. (24) com S. cremopndis e
S. factis, Apds indugBo das culturas
com U.V., verificaram liberaciio de
profages apenas 8% das 87 culturas
testadas. Também Huggins & Sandine
{19) e  Davies & Gasson (10},
utilizandc-se de métode similar,
relataram gue 20% de um total de 69
linhagens e 60% de 63 linhagens,
respectivamente, eram lisog&nicas.

Davies & Gasson (11) concluem que a
maioria, sendo, todos OS estreptococos
licticos s8o lisogénicos e que as
variagtes nas frecqii®ncias de
aparecimento  encontradas refletem,
provavelmente, os diferentes critérios
usados para determinagic da lisogenia,
a subjetividade na interpretacio das
quedas de densidade dptica encontradas
nas curvas de crescimento apds inducico
& a dificuldade de se encontrar
linhagens indicadoras.

A rara freguéncia de  linhagens
indicadoras 34 havia sideo discutida
por diversos autores (17, 28) apesar
de outros (41) terem concluido que 25%
das linhagens testadas serviram como
indicadoras. O presente <trabalho vem
xeafirmar a dificuldade de se dispor
de linhagens indicadoras, por nio ter
sido possivel detectar todos os fagos
liberados por meio das  linhagens
usadas. Por outro lado, a existéncia
de linhagens lisogénicas pertencentes
somente ac grupe Gy pode refletir,
apenas, o pequeno tamanho da amostra,
além da nfo disponibilidade de uma
linhagem indicadora especifica para os
grupos Gg, Gs & G6.

Confirmou-se,  também, ura
especificidade na reagdo litica entre
¢ fago temperadc e a bactéria, pois
todos o©s  profagos originades de
culturas do grupo G3 foram capazes de
lisar somente linhagens deste mesmo
grugo, de acordo com a classificagdo
anteriormente feita em relag@io aos
fagos wvirulentos. Dentre elas, &

maloria é de 8. Zactis (310, 163, 175 e
179}, algumas nAc tém  espécie
identificada, sendo, portanto,
Streplococcus sp. (96, 97 @ 105) = uma &
S. Zactis subsp. diacetylactis (162).

A liberagic de fagos - fol, para a
maioria das linhagens sensiveis, muito
intensa, situando-se entre 104 a 106
particulas por | mililitre. Esses
resuitados foram semelhantes aos obtidos
por Reyrolle & Cols. (41) por meio de
indugdo com mitemicina C.

As linhagens cue jd  haviam sido
classificadas com base na sua
sensibilidade aos fagos virulentos sdo

lisogénicas, sendo os fagos temperados
liberados apds indugdo  com U.V.
pertencentes ao mesme  grupo  de

sensibilidade. Esta correlagic entre
fagos temperados e virulentos também ja
fol comprovada a. nivel morfoldgico (48).
Ademais, confirma a hipdtese (26} de que
ndo se deve misturar, nos fermentos

lécticos, linhagens sensiveis acs fagos
das demais culturas componentes do
TEesmo.

Dessa forma, de acordo com  os
resultados obtidos, na elaboragio de
fermentos miltiplos ou mistos, a partir
das culturas agul estudadas, nio se
poderia misturar as linhagens 96, 163,
310 ou 97 com & 175 e a linhagem 163 com

a 179. Isto significa que as linhagens
lisocgénicas podem constituir-se em
reservatdrio de fagos virvlentos,

capazes de lisar as linhagens sensiveis,
ou sofrer mutagBo contra seu proprio
hospedeiro, podendo ocasionar problemas
graves durante os processamentos de
queijo (19, 25, 41).

Finalizando, a indugio das linhagens
lisogénicas e ¢ espectro litico de seus
rrofagos permitiram a classificacfio das
culturas %6, 97 e 175 no grupc G
(Tabela 6}, coisa gue ndc foi possivel
fazer por meio do teste com fagos
virulentos, assim como confirmou-se. a
classificagic anteriormente feita por
aguele método, para as culturas 310, 163
e 179. 1Issc corrcbora a validade e
aplicag@io da classificagiio proposta por
Chopin & Cols. {5} para culturas
lacticas provenientes de difsrentes
crigens.

Summary

Plasmid profifes and bacteriophage
resistance of mesopnific Lactic
alnepfococed
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METODO RAPIDO Y ECONGMICO PARA DETECTAR AFLATOXINAS Y ZEARALENONA EN ALIMENTOS PARA

ANIMALES

Resumen

Se ha desarrclilado un método

Cecilia L. Fulgueira
& Blanca J.C. de Bracalenti

Dept? de Microbiologia
Facultad de Ciencias
Farmacéuticas
Universidad Nacional de Rosaric
Suipacha 531

Rosario (2000)

Santa fFe

Repiblica Argentina

Biogquimicas ¥

cuantitative {#-2Z) para determinar

ARflatoxina By y Zearalenona en mezclas de alimentos destinados al
consumo animal. También puede ser ysado para cuantificar Aflatoxinas

By, G1 ¥ Gz, v puede ser aplicade a mafz. E1 nmétodo,

répido,

econdmico y de fécil aplicacidén, comprende extraccidn con una mezola

acucsa de metanol,
visuval por cromatografia en

biparticidn

‘con cloroforms vy cuantificacién
capa delgada (TLC). No

requiere

complicadas etapas de purificzcidn y permite eliminar interferencias

empleando wuna TLC bidimensional,
pequeftos, sin equipamiento sofisticadon.

siendo apropiado para laboratorios

Detecta 1-2Ug/Kg ge

Afiatoxina B, y 25Ug/Kg de Zearaienona. La velidez de la técnica ha
sido demonstrada por comparacidn con el método CB de la A.0.A.C. de
cgetermiracidn de Aflatoxinas en maiz y con el métoda oficizl de la

A.0.A.C. para Zearalenona en maiz.

Introduccion
La ‘presencia de hongos y sus
metabolitos téxicos (micotoxinas)

constituye una importante amenaza para
la salud animal y su productividad
(12). ILos cereales, granos y forrajes
a menudo son invadidos simuitdneamente
por distintas especies fingicas,
detectdndose por lo tanto en ellos la
presencia de varias micotoxinas (10}.

La velonided y la economia son dos
factores increiblemente importantes en
el andlisis de micotoxinas en
alimentos para animales {11). El
tiempo requerido para las etapas de
extraccién y limpieza principalmente,
hace que la mayoria de los métodos
analiticos resulten inconvenientes
para un "screening" de rutina de un
gran nimero de muestras (13).

Este articule describe procedimientco
cuantitativo (Método B-7} para

determinar Aflatoxina B, y Zearalenona,
en alimentos campuestos destinados al
consumo animal. ’

Este método también puede ser usado
para determinar Aflatoxinas Bp, Gy y Gp
y para ser aplicado satisfactoriamente a
maiz. Para evaluar esta técnica se
compararon determinaciones de Aflatoxina
B y Zearalenona en muestras de
aiimentos para cerdos contaminados
naturalmente con cepas de
toxicogénicos, con resultados obtenidos,
en las mismas muestras por métodos de
referencia. Se eligieron coamo téenicas
de referencia el método (B de la
Association of Cfficial Analytical
Chemists (A.C.A.C.) de determinacidn de
Aflatoxinas en maiz {principal
componente  del alimento balanceado) (2)
y el método oficial de la A.Q.A.C. de
andlisis de Zearalencha en maiz {3).

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 20(2):210-214, Abr./Jun. 1989



¥Marerial y Metodos
al Aparatos

1} Equipoe de cremafografia en capa
defgada |TLC} - Placas de vidrio de
10x10an cubiertas con 0.25mm de silica
gel 60G (Merck, art. 7731) o folios de
aluminio cubiertos con silica gel 60G
(Merck, art. 5553}.

2} Lampara uftraviofetas - Mineralight
Lamp-Model WV SL 58. Multiband W
254/366nm.

3) Mofedon de grancs.

4) Lécuadona de uso doméstics.

5} Eveporadon aoiatonio de vacio.
b} Reartives

1) Sofventfes - Metanol, cloroformo,
acetona {(grado analitico), cloroformo
(purisimo para la particidn).

2} Agente de secado - Sulfato de sodio
anhidro.

3] Sofuciones standands de micofoxinas
- Aflatoxina By v Zearalencna. Makor
Chemicals Ltd. Jerusalem, Israel. La
concentracidn de las solucicnes
standards comerciales fue determinada
siguiendo el metodo espectofotométrico
de la A.0.A.C. (1),

4} Sofucion de cloauro de alwmino 26%
p/v en efanck.

5} Sofucidn de dedido asuffunico 50%
plv.

e} Méfodo A-Z
Extnaecion y Limpieza -~ 25 de
alimente finamente molido  fueron

colocades en una licuadora de uso
doméstico. Se le agregd 125mi de
metanol-agua (65-35) v se agitd 3
minutos en la licuadora a wvelocidad
media.

Se filtrd a través de papel de
filtro vy 25ml del filtrado fueron
reccgidos y trasvasados a una ampolla
de decantacidn de 250ml. Se le agregd
65m! de agua destilada (para aumentar
la polaridad de la wmezcla y evitar
emulsiones) y se extrajo 3 veces con
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fracciones de 15ml de cloroformo cada
vez. lLas fracciones clorofdrmicas fueron
combinadas, secadas con sulfato de sodio
anhidro, filtradas vy evaporadas a casi
sequedad en evaporador rotatorio de
vacio. El  residuo fue transferido
cuantitativamente a un frasco de vidrio
pequelic v se continud  la evaporacidn
hasta  sequedad. El residuc fue
redisuelto en 1008 de cloroformo.

Cromatogragin en capa defgeda - Las

placas cromatograficas o} los
cromatofolios fuercn sembrados de la
siguiente manera {Figura 1) - en

posicidn 8 se sembrd una alicucta del
extractc vy se& desarrolld la placa en
direccidn A con éter anhidro, sometiendo
este dnico puntc a una cromatografia
bidimensional para separar ias
sustancias que pudieran interferir en la
determinacicn de aflatoxinas (6):; -~ Se
sembré luego: - en 2 una alicucta del
extracto, en 1 una alicuota del extracto
v se le sobresembrd standard de
Aflatoxina By y de Zearalencna cComo
patrén  interno, en 3-7 distintas
cantidades de los standards de
Aflatoxina B, y Zearalenona.

Se desarrolld la placa en direccidn B
con clorcformo-acetona {(90+10).

Se investigd Aflatoxina B, en el
extracto sembrade en 8 {fluorescencia a
366nm} y Zearalenona en el extracto
sembrado en 2 (flucrescencia-a 254nm).

Se calculd la concentracidn de cada
micotoxina empleando la férmula:
micotoxina {pg/Kg) = (M.V} / (X.W)
donde M: cantidad (ng) de standard de
micotoxina de fluorescencia igual al
desconccido; V: volumen en  uyl del
extracto £final de la muestra para la
TIL; X: woluren en pl del extracto de la
miestra que presenta una fluorescencia
iguaal a M; W: peso en gramos del
producto representado por el extracto
final para la TIC. ’

Cuando fue necesario se diluyd el
extracto.

Se confirmd Aflatoxina por spray con
dcido  sulfdrico 508 pfv (9) v
Zearalenona rociando la mancha
sospechosa de tal con solucidn e
cloruro de aluminic 20% p/v en etancl,
calentande la placa 10 minutes a 103110
°C v observdandola bajo luz U larga
{366nm) (3, 7, ¢, 10}.

Contaminaeidn nofural de fas muestras -
Moestras de alimentos para cerdos de
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FIG. NP1
PLAGA PARA GROMATOGRAFIA EN
CAPA DELGADA BIOIMENSIONAL
& T ZEARALENONA?
?
CLOROEORMO AFLATOXINA?
ACETONA STANDARD
(30 + 19 INTERNG
‘ STANDARDS
- - - L] - - - *
1 2 3 4 5 6 1 B
A ETER ANHIDRO
e
diferentes origenes fueron

contaminadas naturalmente con cepas de
hongos toxicogénicos. Diez muestras de
alimentos fueron contaminadas con
Fusarium  gramineatum NRRL 6207
(productor de Zearalenona) y 7 con
Aspengilius parasificus NRRL 2999
(productor de Aflatoxinas). Todas las
miestras fueron procesadas por los
mEtodos a comparar.

Resaltados

1as concentraciones de Zearalenona
estimadas por el método A-Z y por el
método oficial de la ‘A.0.A.C. se
presentan en la Tabla n2 1 y los
resultados obtenidos del andlisis de
Aflatexina B, en la Tabla n2 2.

ILas - determinaciones fueron
efectuadas por duplicade y las dos
estimaciones se presentan en las
Tablas. Los resultados de la TIC
fuercn cuantificadeos por comparicidn
visual.

Qomo se observa en las dos Tablas,
los wvalores obtenideos con el método
a-7 fueron significativamente mayores
{p € 0:001) gue los obtenidos por el
wétodo Ge la A.Q.A.C.

Yabla 1 - Determinaciones de Zearalenona
en alimentos compuestos por lgs dos
métodes en estudio(pg/kg.). Recuperacida

de Zearalenona agregaca (100pg/kg):
70.85% (método A.0.A.C.) y  90.46%
(método A-Z).

¥ RZ/R0CA.C.: 1.28

Simbolos: {°) = Limite de deteccidn

25Lg/kq.

muestra [BLOdo A.C.A.C. MElxo AT (O)

o Z/A0AC.
0831 0BS.2 0.1 0ES.2

1 607.5 614.9 75D 77 1.2%

2 387 370 464 475 1.28

3 710 701 912.5  912.5 1.29

4 748.6 750 938 445 1.26

S S00 507 £37.6 520 1.25

6 07 613.4  THO 789 1.29

7 514 500 621.8 615 3.2t

8 152 759 875 875 1.16

9 56G.5 565.7 695 691.8 1.24

10 585 585 720.3 7307 1.24
Tabla 2 - Determinaciones de Aflatoxina

84 en alimentos compuestos por los dos
métodos en estudio {lg/kg). Recwuperacidn
de Aflatoxina- - By agregada (20Ug/kg):
73.70% (método  A.C.A.C.) y 90.55%
(método A-Z).

X BCZ/R.0.A.C.: 1.23
Simbolas: {°) = Limite de
1~21ig/kg.

deteccidn

Muestra MELodD ALQLAYC.  Método A2 ()

e AL/AGR
oM. 1 OB.Z  OBS.1 OIS.2

1 5600 S900 7250 7250 1.28

2 5000 5600 650U 6250 1.28

3 500y 5500 670U €800 1.29

4 5750 5750 7250 7500 1.28

5 TR0 7250 8750 8500 1.14

5 6560 6500 3000  goo 1.22

7 5350 $650 6850 7150 1.27

Discusion

£l método A7 resultd adecuade para

determinar Aflatoxina B, y Zearalenona

en todas las moestras de alimento.
hdemds, la técnica fue ensayada pera

Aflatoxinas By, Ba, Gy ¥ Gy en muestras

de maiz suministradas por "The
International Mycotoxin Check Sample
Programme" organizado por la

"International Agency for Research on
Cancer" de la Organizacién Mundial de la



Salud, cbteniéndose resultados
satisfactorios (8).

Fl métode propuestoc presenté las
seguientes ventajas - Un
procedimiento rdpido, econdmico v de
fdcil aplicacidn, puede utilizarse
para cuantificar Aflatoxinas v
Zearalencna en maiz o alimentos
compuestos para animales., Para maiz
puede suprimirse la crometografia
bidimensional, efectuando solamente el
desarrollo en cloroformo—acetona (90 +
10).

o requiere complicadas etapas de
purificacidn <que si bien permiten
separar algunos compuestos gque  se
extraen de la nmuestra junto con las
micotoxinas, o bien no eliminan los
compuestos mds semejantes al estudiado
que son los que realmente interfieren
en &l andlisis posterior, o si lo
hacen ocasionan también una pérdida
considerable del carpuesto a
cuantificar.

Aunque las téenicas rdpidas que
emplean minicolumnas logran eliminar
interferencias en sustancias de
corposicidn conocida (4), para el ¢aso
de alimentos compuestos se  hace
necesaric el enpleo de wuma TIC
bidimensional que permite obtener un
mapa cromatografico y  asi  evitar
falsos positivos altamente probables
en productos de composicidn tan
variada.

El método es apropriado para ser
utilizado en laboratorios peqguefios sin
necesidad de eguipamiento scfisticado
permitiendc efectuar estudios de
incidencia % control de la
contaminacidn por micotoxinas @ de
cereales vy subproductos lo que resulta
de fundamental importancia para 1la
produccidn vy exportacicon de  productos
agropecuarios para los paises
latincamericancs.

Summary

Rapid and economic method *o defect
Affatoxins and Zearafenone in andmal
feed '

The guantitative method (A-Z) has been
developed to determine Aflatoxin B,
and Zearalenone in mixed feed for the
animal consumption. It can be used to
guantify Aflatoxins By, Gy and Gy to
to be applied to corn. Also, this

subsidics del
Investigaciones Cientificas vy Técnicas
(CONICET) v de la Secretaria de Ciencia
y Teécnica (SECYT), dependientes del
Ministeric de Educacidn de la Republica
Argentina.
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economic, rapid and applicable method
comorehends: extractions with an aquegus
mixture of wmethancl, bipartition with
chloroform, and visual guantification by
thin layer chromatography. Complex steps
for purification are not
interferences are elimipated using a
bidimensignal thin layer chromatoegraphy,
and ordinary laboratories find it the
appropriate metheod. And it can detect
1-2ug/Kg of Aflatoxin 81 and 25Ug/Kg af
Zearalenone, The
technigue has been
comparison with the CB method of the
A.0.A.C. for determination of Aflatoxins
in corn, and by the use of the official
method of the A,0.A.C. for Zearalenone
in corn.

reguired,

validity of the
demonstrated by
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INHIBICION DE ASPERGILLUS PARASITICUS MRRL 2999 POR UNA CEPA DE STRETOMYCES P (®)

Reswvanen

Asperglllus parasdiiicus ests

presente en el

Cecilia Fulgueira
M fredo L. Borghi
& Blanca J.C. de Bracalenti

Depte de Microbiclogia
Facultad de Ciencias
Farmacéuticas .
Universidad Nacional de Rosario
Suipacha 531.2000 Rosaric

Santa Fe! Repiblica Argentinz

Bioguimicas %

ambiente con oiros

microorganismos que pueden influenciar su desarrcllio y la produeccidn
de aflatoxinas. E£stas deterioran la calidad de los alimentos y, ya
que es casi imposible su decontaminacidn, se trata de evitar la
contaminacidn por las cepas fdngicas productoras. Entre los
microcrganismos antagonistas presentes en los suelos donde  se
cultivan cercales se hallan los STrepfomyces. €1 propdsito de este
estudioc fue probar el poder inhibitorig de una cepa de Strepfomyees
sp. sobre la germinacidn y crecimiento de A. paras{ficiis NRRL 2999,
productor de aflatoxinas. La germinacidn y el crecimiento del A,
parasiticis fuercn estudiados: &) en condiciones basales, b)
sembrands simultdneamente una suspensidn de Strepfomuces sp. y una
suspensidn de conidias de A. parasdificus, c) sembrando la suspensidn

del Streplomyces y 24 horas despuds la suspensién  del
suspensidn del
medio extracto de levadura-glucosa, inocculade con
alcanzd el 100%
mientras que en la prueba c¢) sédlo el 20% de' sus conidias

4} enfrentando la
A.  parasiificws

en el

sélo en
totaimente la germinacidn del A.
antagdnicamente su desarrcllo,
aflatoxinas.

Intrcduccion

las aflatoxinas son un grupe de

metabolitos secundarios  altamente
woxicos producidos por los  hongos
Asperglllus  flavus vy Aspesagillus

varasiticus que pueden infectar las
semillas (1713.

La contaminacidn con aflatoxinas de
maiz precosechado, semillas  de
algoddn, mani y otros preductos
agricolas es uh problema sustancial en

Aspengillus,
Aspengiflus con un filtrado del
Strepfomyces sp.
de germinacidn a las 9 horas,
germinaron

mismo tiempo. El crecimiente de A. parasdifdicus se establecis
en medio de Czapeck, observdndose una inhibicidn en el

desarrcllo

el caso ¢). S$i bien la cepa de Stiepfomyces ¢p. no inhibid
parasLticis,
evitando asi 1la

controlar
produccién de

parmitid

las regicnes templadas donde se
desarreollan estos cultives.
Estas micotoxinas deterioran la

calidad de los alimentcos y ya gue es
casi imposible su detoxificacidn, se
trata de evitar la contaminacidn por las
cepas fungicas productoras.
Considerables esfierzs de investigacidn
han sido dirigidos hacia desarrcilar
medidas de control contra la produccidn
de aflatoxinas en productos agricolas vy
docenas de fungicidas inhibidores de

f93 Trabajo subsidiadg por la Secretaris de Ciencia y Técnice de la Nacidn (SECyT).

2ev. Microbiol., S3c Paulo, 20(2):215-222, Abr./Jun. 1989
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crecimientec y  sustancias quimicas
variadas han sido testadas camo
posibles inhibidores de la sintesis de
aflatoxinas (11).

Memds de los quimicos agregados
comd  biocidas durante la labranza
agricola, en la naturaleza existen
nurerosos factores gque interaccionan
con el crecimientc y el metabolismo de
un hongo. Pueden haber, por ejemplo,
agentes antimicrobianos producidos por
ia planta sobre la cual el hongo estd
creciendo o por. los microorganismos,
estableciéndo-se en este dltimo caso
un tipo de control bioldgico, es decir
el emplec de un organismo para
controlar otro (2, 10).

las interacciones microbianas
asociadas con control bioldgico, han
sido consideradas generalmente
antagonistas {antibiosis,

micoparasitismo, lisis) o competitivas
(4}. .
Entre de las bacterias R las

propiedades micoliticas han sido
chservadas = principalmente en los
génercs  Baciffus, Pareudomonas y
Streptomyces. Muchas de las

inhibiciones reportadas son debidas a
una respuests del patdgenc a una
sustancia antimicrobiana ¢ antibidtica
producida  por el  actinomycete o
hacteria (9]).

Entre les microorganismos
antagonistas presentes en los suelos
donde se cultivan cereales se hallan
grann cantidad de STrepfomyces muchos
de ellos capaces de producir
sustancias inhibidoras que pueden
llegar a afectar la. viabilidad vy
capacidad de diseminacidén del A.
flavus y A. parasiticus, como asi
también  su capaculad para producir
aflatoxinas. )

El propdsito de este estudio fue
probar el poder inhibitorico de una
cepa de Streplomyces sp., seleccionado
entre los que produjeron inhibicidn
del A. parasificus NRRL 2999 cuando se
sembré una suspensidn de tierra y el
horgo en estudio, sobre la germinacidn
¥y el crecimientc del mencionado A.
parasificus productor de aflatoxinas,
determinando si tal accidn es debida a
antagonismo o competencia.

Materiales y Metodos

Preparacion del indeufo de A,

parasiticus - La cepa fue siministrado
por el National Regional Research
Iaboratory de USA. El A. parasificus fue
sembrado en placas de Agar-Czapeck e
incubado a 28°C, 56 dias hasta
visualizar la aparicidn de conidias. En
ese momento las placas fueron inundadas
con una solucidn de Tween 80 al .1% que
luego fue filtrada a través de 6 capas
de -gasa  estéril, procediéndose
posteriormente al recuento de la
suspensidn de conidias resultante en
cémara de Neubauver. Se orepararo;}
suspensiones de aproximadamente
conidias/mi.

Aistamiento de una cepa de Strepiomyces
con propiedades inhibitordas - EL
Streptomyces empleado se aisld del suelo,.
seleccindndolo entre los gue produjeron
inhibicion del desarrolle del A.
parasiticns cuando se sewbré en placas
de Agar Extracto de malta una suspensidn
de tierra proveniente de un campo donde.
se cultivdn cereales prdximo a la ciudad
de Rosario, v el hongo en estudio.

Ia cepa de Strepfomyces sgp. fue
sembrada en un medio especial para el
mantenimiento de Streptomyces
consistente en: glucosa 1%, polipeptona
0,2%, extracto de carne 0,1,%, extracto
de levadura 0.1%, sulfato de magnesic’
heptahidratade 0,5%, solucién salina
(FeS04.7H20  0,1%, ZnSO 0,1%,
MnCl,. 48,0 0,1%, ClJSOg SHZ 0, 85%) 1% v
agar 2,0%, pH 0 (5). Los tubos se
incubaron a 28°C, 4-5 dias, v luego sé
conservarcon a 4°C,

En el momento de usar, el Sirepifomyces
fue repicadc en placas de Agar Extracto
de Malta incubado por 5 dias a 28°C. A
partir de las mismas se prepard uma
suspensidn  acucsa del Strepfomyces
usando Tween 80 como tenscactive 'y se

determind ls concentracidén de tal
suspencicn por recuento de las. unidades
formadoras de_colonias despues de

dilucidn y siembra en Agar Extracto de
Malta.

conidias de A.
parasiticus en medio sdbido - 1la
germinacidn de conidias de A,
parasiticus se estudid scbre placas de
Agar Extracto de Malta incubado a 30° C.
Se sembraron en cada placa 200ul de 1la
suspensidn conteniendo 107 conidias/ml.
La germinacidn fue Getenida a diferentes
tiempos mediante el agregado de 0,2ml.de
formol ¥ en cada placa se efectud 1la
determinacidn del porcentaje de conidias

Germinacion de



productoras de tubos germinativos.

Germinacion en presencia de
Streptomgees sp. - La germinacidn de
las conidias del A. parasificus NRRL
2999 fue estudiada: a) Sembrando
simultdnearente 0,5ml de una
suspensidn del Siaepfomyees de 3,6 x
10%a.f.c./ml v 200ul de una suspensidn
de conidias del A. parasiticus de 107
conidias/ml en Agar Extracto de Malta.

b) Sembrando 9,5mi de la suspensidn
del  Siaepiomycer sp. de 3,6 x
10%.£.¢./m en Agar Extracto de Malta,
incubando 24 horas a 30°C v luego
sembrando 200ul de la suspensidn de A.
parasiticns de 107 conidias/ml.

¢} FEnfrentando la suspensidn del
Asperglllus con iml. del filtrade del
medio Extracto de  levadura-glucosa
{(glucosa 2%, extracto de levadura
(,5%), inoculado con Strepfomycesd  sSp.
e incubado 5 dias a 30°C.

la germinacidn fue sequida de la
misma forma cque en las condiciones
hasales.

Crecimento; detenminacidn de fa curva
de crecimiento en medio solido én
condieiones basales - Indculos de Tul
de la suspensidn de A, parasiticus
NRRL 2999 conteniendo 107 conidias/ml
fuercon sembradas scbre placas de Agar
Czapeck v el crecimiento se estimd
determinando el didmetro promedio (&
diferentes tiempos) de las colonias
obtenidas por incubacidn a 28°C.

Crecdmiento an oresencid de
Strepiomyces sp. - Bl crecimisnto del
A, parasiticius NRRL 2999 fue estudiado
~ a} Sembrandc similtdneamente Tul de
la suspensidn de A, parasiiious
conteniendo 107 conidias/mi v 0,5ml de
la suspensidn de Strepfomyces sp. de
3,6 x 10° u.f.c./ml sobre placas de
Agar Czapeck.

b) Sembrande C,5ml de la suspensidn
de Streptomyces sp. de 3,6 x 10°
u.f.c./ml en Agar Czapeck, incubando a
28°C durante 24  Thoras vy luego
sembrando 1ul de la suspensidn de
conidias del A. parasd{ficus.

Dofemminacion de fa concentracidn de
glucose - Se  urilizé para  la
determinacién de glucosa el método
enzimaticc de la glucosa  oxidasa
{Wiener ILab.)} con un festigo de
glucosa de 100mg/dL.
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Se sembrarcon por separado Tul de la
suspensidn de A. parasificus NRRL 2999
de 107 conidias/ml y 0,5ml de una
suspensidn de Streptomyces Sp.
conteniendo 3,6 x 107 u.f.c./ml en medic
de Extracto de malta liquido conteniendo
1284mg/ml de glucosa inicial. ILa glucosa
residual fue determinada tomando
alicuotas del medic inoculade &
diferentes tismpos.

Detferminacion def pH -~ Se  tomaron
alicuctas de los cultivos en distintos
tiempos vy se midid el pHf con un  aparato
Orion Research Digital Ionalyzer x 507.

El pH del medic Extracto de Malta
licuido utilizado fue de 6.65.

Resultados

Geaminacion - Las determinaciones fueron
efectuadas por triplicado v los wvalores
medios se presentan en la Tabla 1 y en
la Pigura 1.

Crecimiento - Los didmetros promedios de
las colenias obtenidas por incubacidn a
28°C se muestran en la Figura 2 y en la
Tabla 2. (Las determinaciones ZIfuercn
realizadas por triplicado).

Detenminacion de fa concenfracidn de

glucosa - Los  promedics de las
determinaciones se omuestran en  la
Figura 3 vy en la Tabla 3. (Las

determinaciones fueron efectuadas por
triplicade).

Determinacion del pH - Tos promedios de
las determinaciones se muestran en la
Figura 4 vy en la Tabla 4. 1as

determinaciones fueron hechas por
triplicado).
Discusion

Cuando  Streplomyees sp. crecid
conjuntamente con Asperngifivs

parasiticus alterd la germinacidn y el
crecimiento de este hongo.

Ia fase de crecimiento del
Stagptomyces sp. fue determinante de la
forma en la cual éste afectd el ambiente

en el que crecid junto a Aspeagillus
panasiiions.

Los  estudios de la germinacdn
demostraron que la presencia del

Streptomyees sp. disminuyd el porcentads
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Tabla 1 - Germinacidn de las conidias deil A. Tabla 2 - Crecimiento del Al
parasidicis  NRRL 2999  sembradas en Agar paraslfiois  NRRL 299 en Agar
Extracto de Malta en condicicnes basales, Czapeck sembrado en condiciones
junto con sy filtrado de Staepfomyces sp., basales, junto al Staepfomyces sp.
simyltdneamente al Stneptonycea s5p. 0 24 ¢ 24 horas después del erecimiento
horas después del erescimiento  del  del Stagpfomyces sp.
Streptfomyces sp.
piametro de la colonia  (wn)
Porcuenia e ue entdias germinadas fienpo Streptomyees  Staeptomyees
dies) As L€
o Streptomgees  Streplonyces Fiitrads PRGNS venaitt. (24 toras)
T etipo . ? - " APLAGLELU S +
thorns) Aspergiifus . 24 horas)  Streplomyces Asp 0,
i Aspengillus + * e
Abpergiflus  Aspengiffus ;
- - ]
4 u u 1} 0 i 5,5 - 0
6 15 9 9 i6 3 12 o 0
§.30 30 1 ¢ 31 4 v 3 ¢
7 53 14 ¢ 32 5 30 6 o
7.0 67 i s 65 £ 39,5 7 0
8 85 19 g 3 ? 50 8 0
g Tou 20 ¢ 95 € 56 9 0
$ 61,5 0 0
16 6% 10 0
11 69 11 o
12 6y 1 0
13 09 12 0
Tabla 3 - Variacién la Tabla 4 .~ variacién del pH del medio
concentracidn de glucosa Extracto de Malta liguide inocculado

residual del medic Extracto de
Malta liquido inoculado con A.

parasificus NRRL 2999 y  con
Streptomyces sp.
nias A, parasiticus  Streptomyees
2 1169 1200
4 acu 1170
7 €50 1125
9 500 1070
10 380 1040
i 225 94y
de conidias germinadas, siendo la

inhibicién total sdélo en el caso en
que este microorganismo fue sembrado
con anticipacidn al A. parasificus.
Teniendo en cuenta que Strepfomyces
son organimos tipicamente conocidos
por su produccién de  sustancias
antimicrobianas y de crecimiento lento
en medios sélidos, el efecto anterior
podria atribuirse a la produccidn de
metabelitos inhibidores que actwarian
schre la germinacidn de las conidias
de A. parasiticus mis que a una
competicidn por el sustrato.

Adémas, concciendo que la
germinacidn de las conidias del A.
parasiticus es relativamente rapida (a

con A. parasd{ticitd NRRL 2999 y con

Strepifomyces sp.

Dlas A, paassitdcus Stneptomyces sp.
2 6,60 6,45
4 5,63 8,10
? 4,16 6,00
8 4,40 5,90
10 4,30 5,85
2 4,20 5,80

las 9 horas el 100% de las conidias

emitieron tubos germinativos) es
probable que la produccidn de  la
sustancia inhibidora quede retrasada a

la emisidn d= tubos germinatives y por
eso su efecto sea sdlo parcial.

Cuando se estudid la accidn Azl
filtrado de  Streptomgees  scbre la
germinacidn, no se observd ningin efecta
inhibidor significativo, lo que podria
deberse a que el medic Extracto de
Levadura—Glucosa no sea el apropiado
para la sintesis v exportacidn de la
sustancia inhibidora.

Tasbién se observé que cuando se
enfrentaron Strepfomyces vy Aspergiflfus
la inhibicidn del crecimiento del hongo



Figuré 1 - Curvas de germinacidén de las cenidias del A. parasificius  NRRL
2999 sembradas en Agar Extracto de Malta en concdiciones basales, junto
con su filtrado de Staeplomyces sp., simultdneamente al Stneplomyces sp.
o 24 horas después gue el STrepfomyces sp. habia sido sembrado.

Simbolos: ASP = Asperglffus parasificus;sTR = Sirepiomyces sp.
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Figura 2 - Curvas de crecimiente del A.
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fue completa dnicamente cuando  s2
sembrd anticipadamente STzeplomyces,
tal vez por la sccidn de la  sustancia
inhibidora sobre lz germinacidn. En el
caso  que los dos microorganismos

fueron sembrados simulkdneamente
algunas conidias gue no  fueron
afectadas pudieron germinar,

continuando su desarrollo pero sin
alcanzar las dirmensiones chservadas en
Causencia de Stneplomyces,
obtgniéndcse colonias de crecimiento
mds restringido.

Para evaluar si el  Streplomyces
afecta tambidn el crecimiento del A.
parasilicus es fundamental determinar
si la sustancia inhibidora producida
ejerce alqun efecto sobre las conidias
del hongo va germinado.

Con respecto a la utilizacidn de
glucosa por A. parasiiicus en el medio
Extracto de Maita-Glucosa,
comparativarente con Staepfomyces sp.,
se observa en la Figura 3 que el
hongo metaboliza la glucosa con mayor
velocidad que el Staeplomyces sp. por
1o tanto se descartaria gque el efecto
inhibitorio sobre A. parasdddicus sea
por competencia sobre éste en el wmedio
de cultivo.

las variacicnes del pH a lo largo de
la experiencia para Sireplomyces sp.
son relativamente pequeflas, en cambio
A, parasdificus  acidifica el wedio
hasta el dia 7 y luego el pH permanece
estable. La influencia de Streplomyces
sp. como modificador del pH del medio
no es significativa por lo tanto ne
influiria en el efecto inhibitorio.

1oz hongos productores de
aflatoxinas fueron considerados
inicialmente como hongos de
almacenamiento, Sin embargo
descubrimientos subsiquientes de
especies aflatoxicogénicas en granos
en desarrollo demostrd que la

contaminacidn puede efectuarse también
antes de la cosecha a partir del suelo
(1, 3, 6, 7}.

Ia efectividad de Streplomyzes,
presentes naturalmente em el mismo
suele donde se desarrolian  los
cereales, como agentes protectores
contra A. parasidicus bajo condiciones
de campo estd siendo estudiada  y
podria  ser aprovechada para controlar
la contaminacidn precosecha.

Summary
Inhibicion of Aspergilfus parasificus
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ARRL 7999 for a sfrain o4 Streplomyees
AP

Aspenglllus porasificus is present 1
the envirgnment togehter with othe
arganisss that can influence its
developing and preducticn of aflatoxins.
These toxins detericrate the guality of
food and, since its decontamination is
almpst imposible. It is  intended tos
avolid contamination preduced by
toxigenic fungl strains. Among all the
antagonic microerganisms presant in the
soils cereals are grown, Staeplomyces is
found. The aim of this study was to test
the inhibitory potential of a sirain of
Streplomygees sp. on the germination and
growing of A. parasiticus NRRL 2999,
productor of aflatoxins., Germinatlion and
growth of A. parasiticus were studied:
a} on basal conditions, b) cultivating

simultaneously a suspension of
Stneplomyces sp. and a suspension of A.
paANRALLLCLA, c) cultivating the

suspension of Streplomyces and 24 hours
Jater inoculating a suspension of
Asperglllius, d) facing the suspension of
Aspengifius  with & filtered wmedium
extrajit of yeast-dextrose, inoculated
with Sigepfomyces sp. A. parasd{iicus
reached a 100 percent of germimation at
9 heours while in test ¢} only & 20
percent of its conidias grown at the
same period of time. The growth of A.
priasiiicis was established in medium
Czapeck, An inhibition in the growing
was observed only in test c¢). Despite
the fact that Strepfomyces sp. strains
did not inhibit the germination of A.
paresiticns, completely, it did allow
the contro}l of the growth of A,
parasilicus, nat permiting, this way,
the production of aflatoxins,
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EFEITO DE INGCLLO DE FUNGOS MICORRIZICOS VESICULO ARBUSCULARES PROVENIENTES DE
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tempo en

adigZc de indculos de fungos

micorrizicos se comparou trés plantas hospedeiras como doadoras dos

mesmes. A técnica empregadsa
abaixo da linha em que
fragmentos

consiste
ficardo
de raizes micorrizadas,

na adig3o, localizada logo
as sementes de wuma “cama” de
recém~coletadas. As fornecedoras

destes indculos foram: Paspafum nofafum Flugge, Oryza sativa Lineu e
Zea mays Lineu e a receptora Z. mays L. Ac final do experimento
verificou-se que a técnica estudada propicicu bons resulfados e gue
o P. notafum se mostrou mais promissor come fornecedor de fungo
micorrizico, recomendando-se malor atengd#o ao mesmg. Ainda, pelo
emprego de duas fontes de fdsforo, pode-se conclulr que efetivamente
o indculo de P. nofatim aumenta a capacidade da planta em absorver o

fésforo disponivel, nZo atuando diretamente como

fosfato.

Introdugio

As associacbes ndo patogénicas entre
fungos e plantas que mostram no cdrtex
das raizes vesiculas e arbusculos s#o
denominados micorrizas vesiculo
arbusculares (MVA). Estas ocorrem na
maioria das plantas cultivadas e
espécies de
ecossistemas naturais {Hayman 1378}.
Sequnde © mesmo autor as MVA sdo

amplamente  distribuidas entre as
gramineas e leguninosas de interesse
econdmico.

A literatura mostra gue a assoclacgio
MVA beneficia as plantas através de
maior absorgio de nutrientes,
principalmente de fdésforo (Abhott &
Robson  1982) e, também provavelmente,
devido & produgiic de fitchorménios
pelo fungo (Hayman 1978). Com relagio

plantas em Seus”

solubilizador de

a absorgic de nutrientes e mecanismo
mais aceito, segungo Nve (1977), seria a
diminuicio da disténcia de difusdo dos
nutrientes da solugdo do solo para as
raizes devido a um aumento da superficie
de absorcio, conferida pela agdo do fungo,
além da zona de deplegdo da prdpria
raiz.

Comc  consequéncia da asscciagio
micorrizica ocorre maior desenvolvimento
e produtividade das plantas (Hyman &
Mosse 1971 e 1972; Mosse & Col. 1973;

Ross 1971; Crush 1973 e 1974; Ross &
Gilliam 1973). Entre as, plantas
meneficiadas por essa associagio, ©

milho {Zea mays L.}, na auséncia de
adubacio fosfatada chega a produzir dez
vezes mais g¢ridos e, na presenga da
mesma, cerca de 20% a mais {Smith 1978).

Dada a potencial importdncia da MVA no
incremento da produtividade das

*Trahalho desenvolvido com apoio da Comissfio de Projetos Especials da UNESP.

Rev. Microbiol., S8o Paulo, 20(2):223-228, Abr./Jun. 1989
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culturas, muitos trabalhos vEm  sendo
desenvolvidos no sentido de  se
inccular variedades selecionadas de
fuangos  &s plantas cultivadas (Mosse &
Cnl. 1969; Mosse & Hayman 1971). A
maior dificuldade para utilizacic dos
indculos, em larga escala, decorre da
impossibilidade de cultivo, em cultura
pura, deo fungo capaz de formar a
assoclacgdo (Hayman 1978). Inoculacio
de fungos formadores de micorrizas,
isentos de contaminantes € possivel a
partir de espéros coletados, por metoks
especials, diretamente do solo  de
rizosfera. Tal.prdrica é invidvel para
utilizagic em larga escala, a menos
que se encontre ambhiente com alta
concentragdo de propagulos de fungos
MVA. Indculos de usec mais pratico
podem  ser  obtidos  peletizando-se
sementes com solo gue contenha esporns
come  sugere  Powell (1979} cu,
colocando-se solo infectado e
fragmentos de raizes infectadas, logo
abaixe da semente (Gerdemann &
Nicolson 1963).

Considerando o papel gue associagtes
micorrizicas podem representar no
aproveitamento de fosfatos, fol
conduzido o presente trabalhe com o
objetive de avaliar a eficiéncia de
indculos portadores de  enddfitos
nativos provenientes de diferentes
plantas tendo come receptora o milho.

Material e Métodos

Foi usada terra colhida na camada
ardavel de um Iatossol Vermelho
Escuro-fase arenosa, cuja
chracterizacio quimica inicial, feita
sequnde a metodolegia descrita em Raij
& Quaggio (1983), € a seguinte: pH =
4,3; M0 = 0,85%; P = 1lug/mi TFSA; Ca,
Mg e K, em e.mg/100ml dJde TFSA,
respectivamente 0,4, 0,2 e 0,11; HFY +
AlL3* = 5,3 e.mg/100ml TFSA.

Os tratamentos foram constituidos
pela combinagdio dos niveis 0 e 1 de
fosfato nas formas de fosfato de rocha
moida (fosfatoc natural de  Araxd),
superfosfate triplo e raizes de trés
plantas hospedeiras infectadas,
admitidas como doadoras de indculos de
fungos micorrizices nativos {(Paspalum
nofafum Flugge, Onyza sativa Lineu e
lea wmays Lineu), esterilizadas por
autoclavagdo a 120°C por 15 minutos
{indculo inativo} ou nfo esterilizadas

(indculo ativo), nmum  total de 18
tratamentos. A dose de P adicionada foi
equivalente a 30ug de P/ml Jde TFSA,
adotando~se o teor de P05 total do
adubo para efeito de cdlculo. A
quantidade de raiz usada fol de 96g de
fragmentos por vaso, para as  trés
plantas doadoras, pois o©s niveis de
infecghes nas raizes foi semelhante,
sendc de 100% para P. nofatum F e 98,3%
para 0. sativa L. e 7ea mays L. estas
porcentagens  foram determinadas apds
preparaciio das raizes pelo métode de
Phillips & Haymann (1970) ¢ avaliacioc
pelo método microsadpico, aplicadeo a &0
pedagos  de 0,5cm, conforme descrigio de
Giovanettli & Mosse (1980). Do solo
retirade durante a limpeza, a seco das
raizes, foram separados e examinados oS
esporos de fungos MVA e constatado a
presenga dos géneros Gigospora, Glomus e
Sclerocystis, este altimo, maito
abundante em solo de P. rofatum F. Foram
usadas 3 repetigdes e o delineamento
empregadc foi o inteiramente
casualizado, num esquema fatorial 3 x 3
x 2.

A volumes de 2,8 litros de terra
previamente tratada com carbonato de
cdlcio e carbonato de magnésic, na
proporgio 3:1 de Ca para Mg, de modo a
elevar a sua saturacio em bases a 40%,
adicionou-se cloreto de potdssio para
saturagio a 5% e fosfato nas doses zero
ou 0,084g de P205, na forma de fesfato
de rocha moida ou de superfosfato
triplo. A terra fol uredecida a 80% do
poder de embebigdo e colocada, com  leve
compactacio nos respectivos vasos. ApSs
1¢ dias, lavou-se ¢ excesso de sais de
cada vaso através de adigiic de 2500mil de
dgua destilada e aguardou-se tempo
suficiente para que o solo voltasse ao
peso inicial (umidade de 80% do poder de
embebiclo). Postericrmente, remcveu-se
1/4 da terra de cada vaso, colccou-se
96g de raizes fragmentadas,
correspondentes a  respectiva fonte
pretendida de micorriza. Devolveu-se a
terra retirada do wvaso ao mesmo,
fazendo-se- leve compactagio. A seguir
semeou-se 10 sementes de milho a
profundidade de cerca de 3cm,
cobrindo—se com terra seca. Adicionou-se
100ml. de sclugdo de nutrientes (contendo
N, 8, Cu, Zn, Mn, B e Mo) preparada
conforme citado em Waugh e Fitts (1966).
Apds a germinagio aguardou-se 5 dias e
procedeu-se | desbaste  deixando-se 5
plantas por vaso. Durante a condugio do
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Tabela 1 - Valores médios encontrades na. parte adrea e radicular de Zea

mays L. em termos de matéria seca (MS), teores de fdsforo (%P), fésforo
extraido (P extraido} & porcentagen de infecgdo micorrizica
{3MVA)} em funclo das fontes de fdsforo, do tipo {planta doadora) e da
viabilidade (esterilizads ou n¥o)} do inoculante portador de fungos
endomicorrizicos.
Inccuio Parte arez sistes radicular
Fonees de i e
g Planta hospedeira o A - P extraide MS LA
TOSIOXT (dozaoTa de indoulo) VRO ivaso BT givaso  gfvaso T
; : ativo 12,997 0,048 6,213 6,590 0,210 70,000
T as r * ’ ' ’
Grgza sativa L Inativo 12,630 G,049  €,210 6,970 0,187 59,445
" s g ¢ BELVO 14,047 0,085 9,097 7,127 0,223 71,867
Hennua Paspatun aelatan £ Traciue 12,667 0,061 7,738 7,330 0,180 63,333
Yea mas L Arivo 13,276 9,061 £,095 6,950 0,180 &9,444
s e Iracivo 13,857 0,058 8,090 6,960 0,190 50,000
Dnuza setiva L ATivo 13,980 0,058  §,141 6,777 0,173 73,000
Yz va e Tnativo 12,397 0,077 19,420 7,126 0,176 37,036
Fostato . e o BEIVO 15,227 0,065 9,232 6,610 0,170 48,889
natural Paspafum nofatum F. poioloo 447207 0,063 8,956 7,117 0,203 35,556
gea waus © Ative 13,660 0,065 8,482 6,847 ©,203 78,333
ER mady o Inativo 14,077 0,083 11,833 7,077 9,210 54,056
Ousrea sativa I Ativo 26,390 0,085 17,306 7,203 §,150 73,889
za daiivd L. Inativo 20,170 0,101 20,419 79007 03177 65,000
SuperfosIatn 2 Ativo 20,327 0,097 1%,€51 7,333 0,183 9,444
eripio Pespalum nofatum Fe o yopiig 20,800 0,088 18,304 7,313 0,193 42,220
2 L Arivo 18,330 0,080  i4,u04 6,827 0,200 72,578
e mays b Inativo 20,267 0,079 15,921 6,733 0,180 Si,100
experimento manteve-se a umidade dos radicular das plantas, segundo

vasos a 80% do poder de embebicBo,
sendo que, uma Vez por  semana,
adicionou-—se  100ml da sclugio de
nutrientes. Apds 49 dias da germinagic
cortou-se as plantas rente ao solo de
cada wvaso, procedeu-se a lavagem com
dgua e secagem até peso constante
entre 60-70°C em estufa com ciroulagio
forgada de ar. Ac mesmo  tempo
colheu-se também o sistema radicular
das plantas de cada vaso, tende usado
pereira e jatos de dgua de torneira.
Separou-se amostra de raiz suficiente
para o©os estudos de micorriza,
anotando-se © peso fresco de cada
amostra. C restante foli  lavade
cuidadosamente,  inclusive com HCL
diluido, anctando-se O peso fresco e
depois, secou-se até peso constante
entre 60-70°C em estufa com circulaglo
forgada de ar.

Além da produclo de matéria seca da
parte adrea e radicular foi procedida
a avaliacgio da frequéncia de infecgio
micorrizica usando-se a mesna
metodologia empregada para avaliar as

1nfeccoes nes indculos. Determinou—se
o teor de fosfaro na parte aérea e

metodologia de Sarruge e Haag (1974).
Através de andlises de varifincia, teste
T™akey e de correlagdc dos dados obtidos
foram estudados o©s efeitos dos
tratamentos.

Resultados e DiscussSo

Na Tabela 1 s3c apresentados os

resultados obtidos para producdo de
matéria seca (g/vaso), teor de P e P
extraido (mg/vaso} da parte aérea.
Quanto & parte radicular, s3o0

apresentados os dados de matéria seca

(g/vasc), teor de P e infecgdo
micorrizica (% MVA). Ndo foi calculada a
quantidade de P contida nas raizes em
funcio das dificuldades que se teve para
separd-las do solo, havendo perdas nao
quantificdveis das mesmas.

Para avaliar o efeito dos tratamentos
{fésfora e indculo) e suas interagtes,
procedeu—se andlises de varifncia dos
dados relativos a matéria seca e P
extraido da parte aédrea e, na parte

radicular, dos de % MVA (Tabela 2).
Verifica-se na referida Tabela que  os
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Tabela 2 - VYalcores de f e cosficiente de Yabela 3 - Valores de F
variac#o obtidos na andlise da variincia. obtidos no
Simbolos: * = Significativo a 5% de desdobramento dos graus
probabilidade; *% = Significativo a 1% de de liberdade das
probabilidade; ns = N3g significativo. interagdes
significativas.
Matéria P % Simbolos: * =
seca extraido va Significativo a 5% de
Ponces de £3sforo (P 576,10+ 477,50%%  0,91ns propabilicade;  ** =
'r'th_;o_de inocuio (X) 3,76 4,55 2,36ns Significative & 1% de
iy, * 9 Ed 4 - )
gx;dade Y ;:ég‘;‘s 31:13" 1;::2“5 probabilidade; ns = N#o
PxA 2,960 4,97%  0,34ns significativo.
Ixa 7,42%% 9 45%% 0, 35us
PxIxA 0,73ns 1,28ns 0, 47ns
Coeficiente de Variagio (3) 4,22 9,02 13,09 watdria - ® %
soca extrand> Vil
VAL, 223,B0%%  Z)3,02%% -
coeficientes de variagdes no geral Buabg 209, 16%=  191,29%x .
podem  ser considerados bons, o que é i B L e0s -
Jcor 5 s O qu ey 2,07ns T,895% -
una consequéncia nfo s& do tipo de Idpy  1,46ns Tams -
amostragem gquanto da técnica de pra IS S
A - £33, -
detecgao (_iO fUIlgO. . L ) rda, - 223,51H% -
Em vista das significéncias Ay - U,80ns -
chservadas quanto a matéria seca e P et P
extraide procedeu-se ao estude  dos m.qf 1,97ns ¢ oins
desdchbramentos dos graus de liberdade Iad, 9,20 13,03 o
das interagBes: adubacioc fosfatada Aig ) 0ams o azape -
N . . Aal 0,78us 3,908 -
versus tipo de indculo (PxI), adubacio Iy 14,21 586 _
fosfatada wversus atividade (PxA) e
tipo de indculo wversus atividade
(Ixa), com os resultados apresentados
na Tabela 3. mesmo  género. Observa~se ainda, que

Na Tabela 2 estd caracterizado que 2
inoculagio afeta significativamente a
infecgdo micorrizica e que ndo houve
efeito dos tipos de indculos (raizes
de P. nostatum F., de 0. saliva L. e
de Z. mays L) ou de adubacio na mesma.
Com  desdobramento dos graus de
liberdade da interagéoc PxI,
verifica-se que para matéria seca
houve diferenca significativa entre P
adicionado na forma de superfosfato

triplo {dms =.1,62) em relagiic a P na
forma de fosfate natural e a
testemuinha (sem adigio de P}, ndo

havende diferenga entre estes dois
Ultimos. Esses resultados indicam que
efetivarente o indculo P. anotafum I.
aumenta o aproveitamento do nutriente
disponivel. Nesse sentido, embora os
niveis de infecc@o por fungos MVA
tenham sido semelhantes nas raizes das
plantas doadoras, as de P. notatum F.
pcderiam estar colonizadas com maior
frequéneia, por algun endofito mais
efetivo para o milho, Sequndo Abbott &
Robson (1982), existem variacbes na
efetividade entre fungos de diferentes
géneros e de espécies dentrc de um

possivelmente, o tempo de contatc entre
fosfato natural e sole tenha sido
insuficiente para aumentar ¢ P solivel
nc solo, de forma a provocar awento na
produgdo de matéria seca em relagdo a
testemunha quando se adicionou fosfato
natural. Comparando~se os  valores
observados da matéria seca e P extraido

(Tabela 1), verifica-se que, excegio
feita ao indculo 0. saiiva L., a cada
aumento de matéria seca do indculo

inativo para ativo ou vice versa, ocorre
concomitante aurento no P extraido. A
excegio determinada ©pelo (. safiva
quando usado cono inoculante,
aparentemente ¢ devida a uma reduglio na
absorgdc de P no tratamento testemunha,
que de certa forma, acompanha redugio
observada para produgdo de matéria seca.
No que se refere 3 micorriza ndo existem
elementos para Justificar tal
comportamento, WA vez que nio se esta
chservando efeito do tipo de indculo
dentro dos tratamentos testeminha e
fosfato natural, havendo apenas dentro
do superfosfato triple, tendo cocorrido
redugio significativa na extragio de P
quandoc de usouz o Z. mays L. como



inoculante.

Ainda, dentro das Tabelas 2 e 3,
verifica-se que para a interacgio PxA
houve signific@ncia apenas para P
extraido, ocorrendo uma  reduglo
significativa na quantidade de P
extraido quando na presenga de indculo
ativo nos tratamentcs que receberam
fosfatc natural ou superfosfato
triplo. Ac se considerar a interacgifo
Ixa, verifica-se gque houve efeito
significativo tante para producdo de
matéria seca quanto para P extraido.
Comc  caracteristica comum estd o fato
de que nc tratamento inative nZo houve
efeito de tipe de indculo enquanto que
no ativo, © que, emn linhas gerais,
levou a maior produgdo e extragio foi
o indculo P. notafum F.

o se proceder a andlise de
correlagio linear entre os dados de
matéria seca e de P sxtraido, matéria
seca e % MJ/A e P extraido e % MVA
encentrou-se respectivamente oS
valores 0,943; 0,059 e 0,046, nac
havendo portanto correlagdo entre MS e
% MVA ¢ P extraido e % MVA.

Mo geral, conclue-se que o indculo
de P. wnofatum F., aumenta o
aproveitamento do  fosfato  soldvel

presente ne solo, sendo o indcule mais
promissor entre oS estudados.
Conclue-se ainda ¢ue a técnica de
inoculacio testada, isto &, a adigio
de "cama" de fragmentos de raizes logo

abaixe da linha de deposigio das
sementes € adeguada.

Summary

Effeet of inocufa o4 vesiculan

arbuscufar  Myconrhiza obfained from
distinct plants on corn

Three sources of Inocula cof VAM
Paspatfum notatum Flugge, Oryza sativd
Lineu and Zea mays Lineu) were studied
with respect to their effectiveness
and method of aplication on & bed of
fresh rocts's bits infected with VAM
were applied under the seed of Zea
may b L. Favorable results were
aobtained with this method. The
inoculum obtained frem P, nofatum r.
nas shown better results than other
plants wused to produce inogcula. The
use. of two sources of phosphorus
showed  that P, nofalum  incculum
enhanced the plants  capacity  in

11
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absorving available phosphorus rather
than sslubilizing inscluble phosphate.

Referéncias

. Abbott, L.¥K. & Reobson, A.D. -
of vesicular arbuscular
fungi in agriculture andg
fungi for inoculaticn.
Res., 3353:389-408, 1982.
.Crush, J.R. - Tne effect of Rh{zophagus
tenudis mycorrhizas on ryegrass,
cocksfoot and sweet vernal, New
Phythol., 72:965-973, 1973.
.Gigvannetti, M. & Mosse, B. -~ an
evolution of techniques for measuring
vesicular-arbuscular mycorrhizal
infection in roots. Phythol.,
84:489-500, 1980.
.Hayman, ©B.5%5. -
YR, Dommergues &
Interactions between
soil microorganisms
Amsterdam, Elsevier, 1978, p.&401-442.
.Hayman, D.S. & Mosse, B. - Plant growth
responses to vesicular-arbuscular
mycorrhiza. I, Growth of
Endogone~inoculated plants in
phosphate-deficient soils. New
Phythel., 70:19-27, "1971.
.Hayman, D.S. & Mosse, B.
TESpONsSes to
mycarrhiza. III.
labile P from
714147, 1972,
.Mosse, B. & Hayman,

The role
mycorrhizal
selection of
Rust. J. Agr.

New

fndeomycorrhizal. In:
5.V., Krupa -
non-patheogenic
and plants.

- Plant growth
vesicular-arbuscular
Increased uptake of

spil. New Phythol.,

b.S. - Plant growtih
response to vesicular-arbuscular
mycorrniza. II. In unsterilized flelds
soils. New Phythol., 70:29-34, 1971,

.Mosse, B, & Hayman, D.S. & Arneold, D..J.
- Plant growth response to
vesicular-arbusculary mycorrhiza: V.
fhosphate uptake by three plant species
from P-deficient soils labelled with
32p. MNew Phythol., 72:809-813, 1973.

.Mosse, 2.: Hayman, D.S. & Ide, G.J. -
Growth responses of plant in
unsterilized soil to inoculation with
vesicular-arbuscular mycorrhiza.

Nature, 224:1031-1032, 1989.

.NYE, P.B. - The rate-limiting step Iin
plant nutrient abscrption from soil,
Soil Seci., 123:229-297, 1977.

.Phillips, J.M. & Hayman, 0.s. -
Improved procedures for clearing roots
and staining parasitic and
vesicular~arbuscular mycorrhizal fungl
for rapid assessment of infection.



228

14

5.

16,

17

i8.

Trans. Br. Mycol. Soc., 55:158-161,
1970.

.Powell, C.L. - Inoculation of white

clover and ryegrass seed with
mycorrhizal fungi. New Phythol,,
83:81-85, 1979,

-Raij, B. van & Quaggic, J.A. -

Métodos de andlise de solo para
fins ~de fertilidade, Institute
Agrendmico, Campinas, 1983. 31p.
(Boletim técnico, 81).

-Ress, J.P. - Effect of phosphate
fertilization on yield of
mycorrhizal and non-mycorrhizal
soyheans, Phytopathel.,
61:1400-1403, 1971,

Ross, J.P. & Gilliam, J.W. - Effect
of Endogone mycorrhiza on

phosphorus wuptake by soybeans from
inorganic phdsphates. S5oil Sel.
Soc. Am. Proc., 37:237-239, 1973.
Sarruge, J.R. & Haag, H.P. -
Andlises gquimicas en plantas.
Piracicaba, Escola Superior de
Agricultura "Luiz de Queiroz", 56p.
{mimeografade), 1974.

.Smith, D.C. - Symbiosis in the

microbial world. In. 3.R. Norris &
M.H. Richmond. Essays in
microbiclagy. Chichester, John
Wiley, 1978. p.15/2 - 15/32.

Waugh, D.L. & Fitts, J.W. - Estudos
para interpretagZo de andlises de
soclo de laboratério e em vasos.
Raleigh Internaticnal Soil Testing.
1966. 33p. (Beletim Técnico n® 3),

Recebidoc para publicag¥o em 1/06/88



229

“TINEA CAPITIS” POR TRICHOPHYTON VERRUCOSUM ~ RELATO DE UM CASO

Resumo

£ descrito um casc de
VeARULOAUM, em
considerada relativamente rara
griseofuivina mostrou-se eficaz.

Introducdo
Tnichophyton VEARUCOASLM produz
lestes inflamatdrias, supurativas no

courc cabeludo dencminadas kerion (3,
5). .

Trahalhos descritos, no Brasil, ndo
citam T. veriucosum como agente Comum
de tinha capitis (2, 5). A rara
ocorrdncia deste fungo observada em
nosso melio, foi o motivo do relatoc do
casoe .

Caso clinico — N.C.5. sexo feminino,
11 anos, residente em fazenda no
mmicipio de Porangatu — Go.

As lesdes comegaram hd um anc com &
formagio de placas
eritemato-descamativas localizadas no
corpo e face. BApds 4 meses, teve
infcic uma reaclio inflamatdria e
supurativa, com queda de gabelo, no
cource cabeludo (Figura 1). As lesdes
do corpo e face desapareceram Com &
aplicaciio tdpica de Hebrim (Searle).

O pai da paciente relatou aque seu
irmdo e varias outras criangas da
regifio possulam lestes semelhantes,
mas ndc chegaram a  procurar o
especialista, tratando-se
provavelmente de microepidemia por T.

tinha do
menina de 11 anos. Essa localizagdo do dermatdéfitc €

courc

Maria do Rosdrio Rodrigues Silva
Simone de Paula e Silva

Dinazaide de Faria C. Duarte Morais
Orionalda de Fatime Lisboa Fernandes

Depte de Microbiclogisa
Segdo de Micologia
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Pdblica -
Universidade Federal cde Goids

Rua Oelenda Rezende, 5/n19 - Setor

Universitério
Caixa Postal 131
74210 Geiadnia GO

cabeludo por Tadchophyton

nesso meis, 0 fratamentc com

veraucosum.

Estudo micoldgico — © exame direto dos
pélos do couro cabeludo com hidrdxido de
potdssio mostrou artroconidios grandes,
tipo ectotrixe (Figura 2). ©Pé&los
retirados . do coure cabeludo  foram
cultivados em agar Sabouraud com
cloranfenicol e em agar Mycosel (EBBL).
Apds 25 dias de incubacgdo
desenvolveramse colénias brancas,
enrrugadas com pregas profundas {Figura
3. Coldnias gigantes em agar Sabowraud em
placa incubadas durante 15 dias com as
mesmas caracteristicas foram observadas
{Figura 4}.

Hifas distorcidas e cadeias de
clamidcconidios  foram visvalizadas em
preparagbes microscdpicas com lactcfenol
azul de algoddio (Figura 53}.

Microcultive em 18mira, seguindo &
técnica de Riddel evidencicu a mesma
morfologia.

Os aspectos macre e microscopicos

observados s3c caracteristicas de T.
VeAAUCOALM.

Tratamento - Yol administradc
grisecfulvina por via oral numa
concentragio de 12mg/kg/dia durante 45
dias, tendo inicio a cicatrizagdc e

Rev. Microbiol., 530 Paulo, 20(23:229-232, aAbr./Jun. 1989
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repilagdc no local da lesdo do
couro cabeludo. A paciente ndo
retornou para controle clinico e
micoldgico. Segunde informagdes
de seu pai, a repilagdo foi
total.

Discussdo

0 fato da paciente residir em
zona rural & considerado de suma
importéncia para a aquisigdo da
micose. lLonderc & Cols. (6)
relataram 2% cases de
dermatofitose por T. veraucosum,
no periodo compreendido de 1960
a 1969, levantando—se a hipotese
de ser o Rio Grande do Sul, zona
de indistria leiteira, o estado
brasileiro de maior frequéncia
da micose.

Kaplan & Cols. (4) consideram
este agente como importante
causa de "tinea capitis"®
supurativa, em individuos de
zona rural e o principal agente
de tinhas do gado bovino, nos
Estados Unidos, ocorrendo
ocasionalmente em outras
espéries animais.

Trabalhos mais recentes ndo
mostram T. VEAALULOAUM QOO
agente comum de dermatofitose no
couro cabeludo (1, 2).

A infecglo relatada foi
considerada curada com © uso de
grisecfulvina, cuja eficdcia
tem sido comprovada  para
tratamento de ‘“tinea capitis"
{3, 7). -

Summary

"Tinea capitis” by Trichophyton

verrucosum-Case reponted

A& case of tinea capitis by
Trichophyton verkucosum  is
reported in an eleven years
sld girl. This localization of
the dermatophyte is relatively
rare in aur population. The
treatment with griseofulvin was
well successful.

inflamatdérias tipo Kerion Celsi.

Figura 1 ~ Paciente portador de lesles

Figura 2 - Pelo parasitado por
artroconidios de dermatéfitos.
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Figura 3 -~ <Coldnias pregueadas em agar
sabouraud de Taflchophyton verrucosum.

Figura 4 - Col6nias gigante em placa de
dgar Sabouraud de Trichophyton
VS ALCOALLN .
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figura 5 - Aspecto microscépice da
coldnia de Tadchophyton verrucosum.
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CULTIVO DE A. NIGER E A, ORYZAE EM VINHACA DE MADEIRA PARA A PRODUCAC DE BICMASSA

Resumo

Dilza Aparecida Nalin
& Choiti Kivan

Dept? de Bicguimica - UNESP
"Campus" de Rio Claro

Caixa Postal 178

13500 Rio Claro SP, Brasil

Fol utilizages vinhaga de macdeira para produgdo de Dbiomassa com a
paralela redugfo do indice poluidor desse residuo. Foram escolhidos
Aspengiflus nigen 1.2.9 e A. oiyzae 1.Z.133. As maiores produgfes de
nhiomassa, proteina bruta, lipidios totais, fésforo total e redugdo
da Demanda Biocguimica de Oxig#nio (0BO) foram obtidas com A. ohyzae
em meio de vinhaga suplementados gom o fertiiizante NPK e melacgo.

Introducio

QO crescente aumente da populagdc
mindial e da industrializacdo exigiram
pesquisas de novas fontes energéticas,
de  suplementos alimentares e do
aproveitamente de residuos gerados.

Em relagio a suplementagdo
alimentar, alguns paises tem utilizado
determinados microrganismos comc fonte
de proteina, a partir de rejeitos
agroindustriais, produzindo em grande
escala bicmassa ou SCP-Single-Cell
Protein {1, 2, 4, 16, 23, 25).

Por outro lade, a crescente demanda
de energia asscclada & grande
disponibilidade de celulose tem
estimulado estudos e projetos visardo
a produgdo de etanol a partir de
substratos renovdveis.

A preducdo de dleool a partir de
madeira pode-se realizar por processo
fermentativo de hidrolisado da mesma,
gerando um residuo dencminado winhaga.
Para cada litro de dlcocol produzido
nesse processo sdo gerados 49 litros
de vinhaga (6).

A vinhaga, pela sua rigqueza em
matéria orgdnica, apresenta um elevado
indice de DBO (Demanda Bioguimica de
Oxigénio), exigindo um tratamento para
sen descarte em curse d'agua.

¢ objetivo deste trabalho fol
verificar a possibilidade do uso da
vinhaga de madeira para o
desenvolvimente de fungos visando a

producdo de biomassa e  simulténea
redugo do  indice poluidor desse
residuo.

Material e Métodos

Vinhaga de madeira - Obtida de
hidrolisado dcido de eucalipto e

fornecida pela Coalbra S.A., Uberléndia,
M.G. A vinhaga era esterilizada sob
pressio a 120°C, durante 13 minutos.

Micronganismos ~ Foram utilizados os
fungos Filamentosos. Aspergifius nigen
van Tieghem I.2.9 e Aspergiflus onyzae
1.2.133, amwbos da colegio do Instituto
zimotécnico "Prof. Jayme Rocha de
Almeida® da Escola  Superior de
Agricultura Luiz  de  Queiroz, USP,
Piracicaba, S.P.

Asperngilllus fLavus NRLL 3251 - Como
fungo ccntrole nos ensaios de
aflatoxina, proveniente da Universidade
Federal de S&o Carles, S.P.

As culturas permaneceram a temperatura
ambiente, mantidas por transferéncias
mensaizs  em melo de Borzani (5% de
peptona, 10% de glicose, 3% de extrato de
carne, 1,8% de agar, wmodificade pela
adicio de 0,003% de rosa bengala,
segunde Kivan (15).

meios - Foram
melago de  cana-de-agicar,

Supfemeniagdo  dos
utilizados

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 20(2):233-239, abr./Jun. 1589
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fertilizante NPK {10:10:10) e diversos
sais.

Supfementacdo com NPK ¢ mefago - Poram
utilizados 3%, 4% e 5% de solucio de
NPK e 2,5% de melago, para o cultivo
de A, ndiger e A. cryzae.

Supfementagdo com sails ¢ mefaco -
Foram usados 1% de um tnico sal em
cada meio, acrescido de 1,25 e 2,5% de
melago, para o cultivo de A, ndgen.

Preparo dos meics de cultivo

1. Preparc da solugdo de NPK. O
fertilizante encontra-se sob a forma
de grimulos contendo 10% de
nitrogénic, 10% de solugdo de fdsforo
soluvel de citrato neutrc de amdnio
hidratado, 0% de K50 solivel e 70% de
material ipnerte {calcdrio).

A solugdo era preparada
triturando~se ¢ fertilizante a seco e
a seguir com dgua. Bpds autoclavagem
(aurento da sclubilizagfo dos sais) o
sobrenadante era coletado e o
precipitade desprezado.

Prepare do indcule - Foram utilizados
frascos Erlenmever de 500ml contendo
100mL de vinhaga com 5% de melaco e 5%
de esporos {(V/V}. Preparou-se uma
suspensio de 107 esporos/ml com Tween
40 USP & 1%, sendo feita a contagem =m
cimara de Reubauer. Os cultivos
rermaneceram em mesa  rotativa a 230
rpm e temperatura de 27+2°C, durante
48 horas.

Inoculacdo nos medios de culfive -

Frascos Erlenmever contendc 200ml de
meio devidamente suplssentados
receberam 5% de indculo ("pelletes")
que fol transferido com o uso de uma
pipeta de ponta larga.

Processamento da biomassa - O micélio
foi  separado em papel de filtro
Wnatman n2 1, por flltragao a vacuo e
lavado 3 wvezes com dgua destilada. A
secagem da biomassa consistiu de uma
pré-secagem a 60°C, durante 24 horas,
sequida de 105°C, até pdso constante.

Os resultados foram submetidos a
%este estatistico U de Mann—Whitney
21)

Métodos Anafiticos

1. Andlise fisico—quimica da vinhaga

- Sdélidos sedimentdveis, totais,
minerais e orginicos {22).
- pH determinado em potencifimetro.

Nitrogénio total, sequndo Fontana (9).

- Agicares Redutores Totais  {(ART),
sequndo Hostettler, Borel & Devel {(13).
- Fdsforo total - segundo Tiske &
Suikarow {8).

- Pemanda CGuimica de Oxigénic (DQO) e
Damanda Bioquimica de Oxigénio (DRO)
sequndo Silva (22).

2. Andlise da Biomassa Seca

=~ Produtividade = X2 - X1 = g/1.h,
t
sendo: X1 = Bicomassa seca inicial (g/1)
X2 = Bicmassa seca final (g/1)

t = tempo de cultivo ()
- Proteina bruta - obtida a partir do
nitrogénio total {11) multiplicando-se
pelo fator de conversdo 6,25.
-~ Lipidios totais, segundo Pedersen
(19}, mxxdificado com  um tempo de
extracdo para 6 horas.
- Fésforo total, segungo
Subbarow (8).
- Detecqao de Aflatoxina - Obtlda com o
cultivo dos fungos em wmelo sdlido de
coco (7} sob revelagic em luz ulfra
violeta a 250mm, apds 1 e 2 semanas de
cultivo.

Fiske &

Resultados e Discussio

Composicio ﬁ{A{cO quimica da vinhaca de
madeiha - E caracterizada como um
liquido escuro, dcido e com  baixa
turbidez, apesar de apresentar
particulas grosseiras, as cquais
rapidamente se precipitam, dai um
elevado indice de sélidos sedimentdveis,
(Tabela 1). Nota-se que o principal
constituinte da vinhaga € a matéria
organica. Pode-se ressaltar ainda, o
elevado teor de ART representados
principalmente pela xilose, que
representa até 1% dos agdcares dessa
virmhaga, Coalbra (4). Por outro lado,
apresenta baixo teor dJde nitrogénio e
cuantidade ainda menor de fdsforo. Essa
deficiéneia exigiu a suplementacio dos
meios de cultivo.

Produgdo de Bilomzssz - A producio méxima



110,25g/1) fol obtida com A. o1yzae,
em  meio enricuecide com 3% de NPK e
melago apds 72 horas de  cultivo,
enquanto © A. nigen, em condigoes
similares, produziu 8,8g/l de biomassa
(Figura 1) e, em meics suplementados
com 1% de ({NH,),HPO; e melago,
_ produziu (9,959/1) {Figura 3}
equiparando-se a A. onyzae.

Estudos prévios demonstraram que ©
A. onyzae em melo suplementado com
diversos sals apresentou producgdo de
bicmassa inferior a de A. nigex e,
consequentemente, optou-se pelo
cultivo deste Htimo, visando
viabilizar o processo com o uso minimo
de sais.

A biomassa de A. niger em meio
suplementado  com  sais de Cchrane
{Figura 3) fol semelhante & cbtida em
meio com 3% de NPK. Assim aqueles
meios contendo  G,48% de sais
associados foram ainda superiores a
varias suplementagbes contendo 1% de
um sal, tais como: NHCH, MgS04, H3FOy
cu (NHy)3804. Essa superioridade pode
ser atribuida ao f£dsforo, potdssio,
enxofre, magnésio, nitrogénio,
elementos bdsicos para desenveolvimento
fingico {5). Conparando-se os meios A
& B {contendo 1,25 e 2,5% de melago,
respectivamente), acrescidos de
diferentes nutrientes encontrou-se um
aumentc médio de 17,5% na produgdo de
bicmassa de A. nigex.

Verificou~se em estudos preliminares
que a produgdo de biomassa aumentou em
cerca de 30% quando . se substituiu a
inoculagdo direta de esporos por
"pellette”. Esse aumento era esperado
uma vez que se suprime a fase de
germinagdo dos esporcs {normalmente
lenta) e diminui o pericdo de
adaptagdo prévia ac meio de cultivo.

A biomassa obtida com fungos
filamentosos foi superior a de Torula
wtilis que produziu em meic de vinhaga
de madeira com suplementagBo de
nutrientes aproximadamente 3,0g/1 de
bicmassa, apds 18 a 20 horas de
cyltive am fermentador (11). Essa
mesma  levedura produziu 4,0g/1  em
processo aerdbio continuo (17).

Produtividade médi{a - A produtividade
de A. onyzae foi ligeiramente maior
que a de A, niger em védrios meios ~de
cultivo. Estudos paralelos em vinhaga
de cana, mostraram que A, oayzae foi
bastante superior a A. nigex,
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Tabela 1 - Composigdo
Fisico-quimica da vinhaga
de madeira.

Simbolos: * = g/l; ** =
mi/1.

Parametros

E

* Solidos totals

*  gOlicos aunersis

*  50lidos orgintgos

** gOlidos sedimentdveis
pH

ART

N LrOgenio total
Flstoro total {P05)
e

DEQ

L B A

bl — _— -
QU‘-S)OC.R.—*&J,L-J
< W e A e
Ve mwasinno o

[

apresentando ¢ dobro da produtividade
obtida em vinhaca de madeira. Essa
vinhaga reduziu e tornou semelhante a
produtividade desses fungos, devido &
sua composigdo gquimica conter inibidores
de crescimento, <omo provavelmente ©
furfural.

Proleina Brufa - O teor proteico de A.
niger e A, cayzae em meio sem qualguer
suplementacio fol baixe, por se tratar
de um substrato pobre em nitrogénio,
elemento essencial na formagdio das
proteinas (5). Assim, meios enriguecidos
com 4% de NPK e melago proporcionaram oS
maicres tecres de proteina {36, 32 e
37,5%) nesses fungos, com decréscimo na
produgiico de biomassa. A produgio de
proteina bruta fol maior com 48 horas de
cultive e o A. oryzae apresentou maiores
teores proteicos que o A, ndgen. Esses
teores ndo diferiram estatisticamente
somente nos meios de vinhaga pura @ com
5% de NPX apds 48 horas de cultivo e nos
meios com 4% de NPK apds 72 horas de
cultivo.

A porcentagem de proteina variou de
acordo com o tamanho dos "pelletes"” que
depende dos nutrientes do meio de
cultive. Os meios contendo NPK, NHgCl,
(NH,)5HPO, ou  (NHp)380, apresentaram
"pelletes” pequenos com maior tecr
proteico que os majores obtidos em meios
de vinhaca pura ou com melago. J& foi
constatada a importdncia do controle da
morfologia de crescimento para - obtengio
de proteina {12).

Lipidios Lolais - as maiores
porcentagens de lipidios de A, nigenr e
A. oryrzae {(préximo de 20%) foram obtidas
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Figura 1t . Biomassa,

produtividade e

redugBo da ODBO, obtidas com A. niger e A.

thyzae am melos

suplementacges de

72 horas de cultivo.

Simholos: ©, O, ¥,

de vinhaga cam

NPK g melago, apds 48 e

s = A+« 48 noras;

= A nigen; @, @ ¥, a, o= & = T2
= A. oiyzae.

Meipos de cultivo:

vinhaga pura; 2.

vinkaga + 2,5% de2 melago; 3. vinhaca + 2,5%

de melago + 3% de NPK;
melage + 4% de NPK;
melago + 5% de NPK.

Lo
aq
70
60L
50L

%

REQ. DBO

300

PRODUTIVIDADE 1g71.h)

BIOMASSA SECA (grst)
o

4. vinhaga + 2,5% de
5. vinhags + Z,5% de

em meios sem qualquer suplementacgdo.
Esses meios proporcicnaram  uma
reduzida taxa de crescimento o que
induz a um maior acumilo de iipidios
(26). Além disso, o baixo teor de
nitrogénio da vinhaga lhe confere uma
alta relagdo de C:N, que é considerada
em quitos caso, como um  pré-requisito
para a produgdo de lipidics (5, 26). A
presenga de xilose pode também ter
estimulado essa producio {10).

A mixima produgdo de lipidios
(22,82%) foi obtida com A. oryzae em
meio contendo 3% de NPK e nmelago, ©
gue representaria 2,34g/l1 de lipidios
totais, que poderiam ser explorados

3 < 5 MEQS

comercialmente, pois a maioria dos
fungos filamentoscs sdo rico em esterdis
que podem ser teis na inddstria
farmacdutica de ergosterol ou como
precursores de outros insumos
importantes {18},

Fosforno fotal - Pouco tem sido estudado'
sobre o fésforo em fungos filamentosos,
mas sabe-se que no fosfato orgénico dos
micélios fungicos incluem-se
ortofosfatos e  fosfatos orgénicos
condensados (5).

O tecr maximo de fdsforo total (2,3%,
ou seja, 5,27% de Py0g) fol obtido com
A. niger em meio de virhaga pura, no
qual a produgio de biomassa foi



Figura 2 - Proteina
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bruta, lipidigs e

fésforo totais de A, niget e A. cryzae em
meios de vinhacga cem suplementag3c de NPK e
melage apls 48 e 72 horas de cultivo.

Simbelos: O, O, V, 7/,

=y A = 48

horas;

....... = A nigen; @ MV, 4, = A= 72
noras; —— = A, onyzae.

Meios de cultivo:

vinhaga pura; Z.

vinhaga + 2,5% de melage; 3. vinhaga + 2,5%

de melago + 3% de NPK;
melago + 4% de NPK;

melago + 5% de NPK.

n
tn

FOSFORGO (%)
- -
o B0
(”

25¢

20
175F

LIPIDIDS (%)

n N P
>33 83488
; —

PROTEINA (%)

4. vinhaga + 2,5% de
5. vinhaga + 2,5% de

raduzida. A suplementagdo com
(MH, ) ,HPFO, proporcionou o maicr texxr de
fés%oro (%,8%] no micélio de A. niger.
BEm A. oryzae, a variagBc do teor de
fésforo foli ao redor de 2% decaindo
apenas am melc de vinhaga com melago.

Detecedo da presenca de affatoxina -
De acordo com os testes realizados, A.
niger 1.2.9 a A. oayzae I1.Z.133 ndo
apresentaram sinais de produgio de
aflatoxina, ou seja, fluorescéncia sob
luz ultra violeta,. ao contréric do A.
§€avus. JE fol constatado que algumas
lirhagens de A. niger e A, oayzae
produzem aflatoxina (2).

Reducdo da DB - Foi proporcional ac
tempo de cultivo do A. niger e A,
cryzae nos meics de vinhaga.

0 meio de vinhaga com 3% de NPK e
melago proporcioncu a maior reducgic da
DRO efetuada pelo A. niger (80%) e A.

bioldgica, sem

a B mziox

oryzae (85%) em consequéncia da maior
producdo de biomassa. Assim, a adicgdo de
nutrientes ao meio, numa porcentagem
adequada, otimiza a produgdio de biomassa
de tal forma que conduz & uma maior
redugdo final da DBO. Por outro lade,
quande se deseja somente a despoluigdo
aproveitamento da
biomassa, a suplementagio do meio
torna-se desnecessdria, como no caso do
A, nigex.

A bioconversdo obtida com esses fungos
filamentosos (na faixa de 80-85%) foi
bastante superior & obtida com
leveduras. Bm meios similares, Toauda
utifis reduziu em 36% a DBO (17) e outra
lirhagem dessa levedura reduziu de 25 a
30% a DBO {20).

Summary

Cultivation of A. niger and A, oryzae on
wood vinasse for biomassa production
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wWood vinasse
production,
reduction of

pollutet capability of

Figura 3 - Biomassa, redug3c da D80,
proteina, lipidios e fésforo totais de A.
n{ge& em meics de vinhaga suplementados,
apés 72 horas de culftive.

Simbolos: O, O, //, A, = = 1,25% de
melaco; @, ®, //, A, = - 2,5% de
MELAGCO; +vavva- = A. nigex.

Meios de cultive: 1. vinhagas pura; 2.

vinhaga + melagn; 3. vinhaga + melago +
NHaCl; 4. vinhaga + melago + MgSQ,; 3.
vinhaga + melago + H3POg4; 6. vinhaga +
melago = (NH,),50,; 7. vinhaga + melago +
(NH,) 5 HPO,; 8. vinhags + melago + NHyOH;
9. vinhaga + melago « MgS0,(0,75g/1) +
(NHg) 550, (2,0g9/1) + KoHPG, (1,3g/1).
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the simultaneous

1.Aradjo Neto, J3.S.

this residue. Aspergllfus nigex 1.7.9
and Aspengiflus onyzae 1.7.133 were
chosen. The greatest productions of
piocmass, ecrude protein, total 1lipids,
total phosphorus and BOD (Biochemical
Oxigen Demand) reduction were obtained
with A. 04yzae on vinasse media
supplemented with fertilizer NPK and
sugar cane molasses.
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EFFECT OF VARIQUS CONDITIQNS ON THE CHRYSONILIA SITOPHILA “TFB 27Ui1” (ROWTH

2ndré Ferraz
% Nelson Durdn

Instituto de Quimiza
Biglogicel Chemistry taborat
Universidade Estadual de Campinas
Calxa Postal 41%4

13081 Campinas S$P, Brasil

Resumd

Efeito de varias condigdes no crescimento de Chaysonilia sitophila
"TFB 274417

foram estudados os efeitos deo diferentes condigfes de crescimenfc
sobre o fungo celulelitics e ligninclitico Chaysonilia sifophifa
"YFB 2744%", utilizando celulese comc dnica fonte de carbono no meio
de cultura. Fol aplicado o m#todo do tubo horizental, no aqual o
avango da frenteira micelial da cultura sobre wum melo gdlide
apropriado € medide contra o tempo., Este métode mostrou ums resposta
linear entre 20 & 150 horas de crescimento. Condig¢dzs Gtimas  de
crescimento  foram obtidas wutilizeande meioc de Fries-celulogse em pH
6,0 a 28°C e numa conceniragic de- nitvogénic de 50 wmEg N/T. Fol
observade crescimentoe em niveis constitutivos de niircgénio, assim

como mudanga desprezivel no
Culturas agltadas e.

apds 8 dias de crescimento.

Introduction

Rapid increases in the world-wide
population and higher cuantities of
lignocellulosic materials in the world
are prohlems constantly reported (1,
3, 12). Urilization of lignocellulosic
materials as a renewable carbon source
for single-cell protein production has
been extensively studied. However, few
lignceellulolytic microorganisms have
been utilized in the direct production
of single-cell protein, since <he
protein contents of the cellulolvzic
microorganisms are generally low {13).

Chrysonilia »sditophila "TFR 274417

strains 1is a teleomorphic state of
Newurcapora  altophila (2} which
exhibits high protein  content,
cellulolytic and high ligninolytic

activities (4}. Applications of this
ascomycete has bheen reported on
studies of single cell protein
production £rom pre-treated rice hull

crescimento na
semi-sdlidas utilizando Qg-celulose como Uniecs
fonte de carhono mostraram cerca de 6% de proteinag o

presenga de Dbleotina,

resfiduc  seco

and photochemical pre-treated c¢ellulose
{5}. Different strains of Neurospora
sitophila (NRRL 2884 and ATCC  14151)
have bheen utilized in production of
indonesia "ontjon" for human food (7,
10},

This work proposes an elucidation of
principal parameters that influence the
growth of ., adlfophifa "TFB 27441" usin
cellulese as carbon source and applying

the  horizontal growth methced {tube
method) (11).

Material and Methods

Fungus - Chagsonilia sifophifa  “TFB

27441 strain was isclated from
xylophagous insect Tadbofium fersugdneum
as previously described (22). Stock
cultures were raintained in

Fries—sucrose modified medivm at 5° C
{113,

Rev. Microbicl., S3c Paulo, 20(2):240-245, Abr./Jun. 198%
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Honizontaf grewth method (fube mefhod)
- Standard tubes were adapted and made
with 40cm of lengths, 1lmm of irnternal
hore diameter, with terminal segments
hent up at an angle of 45°C ard
stopped with cotton at the end of the
tuhes. {Culture medium and tubes were
sterilized s3parately at 121°C for 13
minutes; then 10ml of mediun were
added to each tuke ad allowed to stand
at  room temperature overnight.
Incoulum was  applied to the terminal

tuhe., The advancement in  mycelial
frontier {distance from the
application pointl was measured at
convenient intervals of time, and a

linear response was obtained. The
slope of the curve was dencminated as
the rate of growth and expressed in
millimeters per hour. ALl the
experiments were made hy this method
{except for cases  speci
mentionsd) in  triplicate. S
deviations were calculated £

Fries modified medium - This culture
medium was adapted from Ryan & Col.
(110 (NRa)2CeBe0g {ameonium tartrate}

5.09/1, NMHaNOy 1.0g/1l, KHpPOs 1.0g/1,

MgSO4 0.5g/1, NaCl 0.1g/1, CaCly 0.19/1,

CusS0g 5H50 G.10mg/L, FeS0y . 7H20
0.20mg/l,  MnSO;  0.02mg/l,  ZNCL,
0.1%5mg/1, o-celliulese SIGR  15g/1 and
agar 15g/1.

Czapeck modified mediuwm - ¥aMOy 3.0g/1,
KoHPOg 1.0g/1, MgS04 0.59/1, KCL 0.5g/1,
FeS0z . 7H50 0.01g/l, c-celiulose SIGA
13g/1 and agar 15g/1.

MgSGy 0.3g/1, CaCls 0.7g/1, NaCl 0.1g/1,
NaMOy 3.0g/1, a-cellulose SIGMA 15¢/1
and agar 15g/1.

Windimal medium with MH; - The same
conditions as in minimal medium with
WO, but  (MNHg),CHaOf 3.25g/1 as  the
single nitrogen source.

Egbect of femperaiure, pH, farirate
ions, compoaitions aafis and nitrogen
concentration - Fries wodified medium
was adequately altered in each case,
inoculated and incubated in
microbiolegical  incubator {for detalls
see figure legends).
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Growth in stationany, agitated Liquid
cubfivne  and  semi-sofid cufture -
Stationary liguid cultures were made
in  123mi urlenme}er with 300mg of
a~cellulose and 20ml of medium culture
(Fries wodified bhuffer biphthalate
0.65M pH 6.0 mediun} and later
inoculated with fungi (2 homogereous
inoculum  was used for all the cages).
The flaks were incunated at 28°C angd
the experiments were  made  in
triplicate.

Agitated liguid cultures were made
as described for stationary liquid
culture, but incubated at 80 rpm and
28° C (New Brunswick Scientific Co.}.

Semi-sclid cultures were made in
125ml  Erlenmever with  300mg of
a—cellulose and Sml of medium cu1+ure
{Fries wmcdified buffer biphthalate
0.05M pit 6.0 medium) later incculated
with fungi and incubated at 28°C. &1l
the experiments were followed by
measurements of protein content in dry
residue (after extraction with NaQH
1.0M at 100°C for 10 minutes) by the
Biuret method (9).

Results and Discussion

Lineanity on horizontal ghowth method
- Linearity of advancement in mycelial
frontier wversusd time in 150 hours of
growth at  different conditions was
ohserved (as example see Figure 1). An
homogenecus mycelium  inoculum  from
stock plates was used for all cases.

The horizontal growth method was
applied tc the study of culture
conditions of the C. adifophifa "TFR
274417 strain, but it was found that
each series of experiments must be
simultaneously carried out or at least
standard experiments must bhe made (in
this case the Fries modified medium in
tH 4.0 was used as a standard). This
led us to normalize our results.

Egpect of Lemperature, pH, tartrate
Lons, composition salis and nifrogen
concentration - The results showed
that the optimal temperature was 28°C,
but fungal growth in the range of
28-37°C was not largely affected (28°
C/2.6820.05; 30°C/2.41:0.06; 35°
C/2.4410,07; 37°C/2.37+0.02mm/h
respectively). This is a very
interesting result for large scale
growth, since no rigid temperature

control is needed.

Ryan & Col. {11) have dewcnstrated
that buffering of medium in the tube
method is not needed. Then the optimal
pH  observed was 6.0 and a narrow range
of 3.6 to 6.3 was observed ({Figure 2).
This is an indication of the necessity
of pH control for liguid medium
cultures. Biphthalate huffer was useful
for  this purpose in  liquid and
semi-solid cultures, showing a narrew pH
decrease to 3,7-5.9 in cultures
filtrates after 8 days of grow:h.

Ammonium  tartrate salt showed no
interference in growth rate as comparad
to ammonium sulfate salt (2.68:0.04 and
2.67:0.05mm/h  respectively), indicating
that the C. s{iophdfa "TFR 274417 strain
did not use this ion as carbon source.

Results on composition salts showed a
growth rate in the minimal medium with
NO3 {2.22:0.05mm/h) and NEZ
{2.37£0. 24mmy/h)  indicating that C.
é{iophiga "TFB 27441" strain can use NOg
or NPﬂ as nitrogen source. This lead ud
to  use either NO3 or \ﬁf available in a
supstrate material.

Figure 3 shows that (. si{fophifla “TFB
27441" strain  grew in constitutive
nitrogen level and exhibited a maximum
growth on 50 milliequivalents of
nitrogen per liter. Growth in  the
constitutive nitrogen level is an
interesting fact, since ligninase
production is stimulated in low nitrogen
concentration, e.g. on Phanerechaste
chrysosporium {8). These results shows
that the ascomvcete C. aditophifa "(FR
27441" strain has the ability to rscycle
its own nitrogen. In the c¢ase 0of
Basidomycetes this behaviour is well
known (8). In this curve, it is observed
a lower growth in the Fries modified
medium  than Czapeck medium at same
nitrogen concentration {35 mEy N/1).

Efgeet of blotin - Bictin in the range
of 0-30ug/1 did not show any significant
change in the (. s{fophifa "TFB 27441"
strain growth. In contrast to the others
Newnospora specimens reported by Ryan &
Col. {11} (e.g. 0.0ug.l /2.6820.13; 2.0

ug.l /2.87x0.14; 4.0ug.l /2.747u.13; 8.0
ug.l /2.82+0.13; 8.0wg.1 / 2.82:0.10;
30.0pg. 1l /2.762+0.03mn/h respectively).

Growth in stationary, agitated Liquid
cuffure and semi-s0fid cuffure - The
results are exhibited in Figure 4.
Agitation in liguid culture has & larger



Figura 2 - Effect of p# on C. s{fophifa
"TF8 2Z27441" sitrain growth rate, in
fries-cellulose modified medium at 28°C
{adjustments of pH values of 2.7, 3.0
and 4.9 were made after autoclaving).
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Adtophifa  "TFE  27441"  strain growth rate, in
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Figure 4 - Growth of (.
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effect on (. 4d{fophifa "TFB 274417 a suitable solid medium was applied,

strain growth, than in non agitated
conditions (6.1% and 3.2% of protein
on the dry residue, respectively). In
semi-solid culture, a good protein
content on the residue was chserved
(5.2% of protein on the dry residue).
Agitated liguid culture or semi-solid
culture conditions for this strain are
necessary to obtain large quantities
of fungal growth in-batch cultures.

The mycelial chemical compositicn of
C. sitophifa "TFB 27441" as well as
single-cell protein production from
sugar cane hagasse -are in currently
advances in our group.

Sormmary

The effects of different conditions on
the growth of a cellulelytic and
ligrinolytic fungus, Chnysonifia
Aftophifa "7FB8 27441 strain, using
cellulose as single carben source oh
culture medium were studied. The
horizontal tube method, which relates
the advancement of the mycelial
frontier culture along the surface of

showing a linear response in 20 to 15C

hours of growth. Optimal growth
conditions 1in Fries-cellulose modifiec
medium in pH 6.0 at 28°C and a nitrogen

concentration of 50 mEg N/l were

observed., Growih in the constitutive
nitrogen 1level and a negligible change
in the biotin presence were found.

Agitated and semi.solid cultures using
a-cellulose as single carbon source
showed 2 6% of protein production an dry
residue, after 8 days of growth.
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CASSAVA RESIDUES INDUCE HIGH PRODUCTION OF CELLULOLYTIC ENZYMES
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enzimas

0 objetivo deste trabalho foi verificar a producdo de celulase s
partir do uso de dois residuos de processamenfo da mandioca {a cascs
e o farelo}. Esta produg3o foi comparada com a produgdc em farelo de
trige, um residuo tradicionalmente wusado pelas inddsirias na
produgdo de enzimas. Os resultados mostram que a casca de mandioca

‘induziu cerca de 40% malcr
farelo de trigeo.

Introduction

Cassava is an important agricultural
culture in troplcal countries. In
Brazil, there are several useful food
products derived from cassava, e.g.,
its fluour, starch and fermented
starch ("polvilho azedo"). In the
process of industrialization of these
products, some residues are formed.
Cassava factories produce,  among
others, the following wastes: a liquid
one called ‘“manipueira”, and two
sclid, one consisting of cassava peel
and another called bran or mass.
Several papers have appeared in the
literature concerning o the
biotechnological utilization of these

orodug3o de celulase (FPA) do gue o

residues (1, 2, 5, 7} but until now
there 1is only limited interest in using
them as media to induce the prcduction
of microbial enzymes. Considering the
high ratios of starch and lignocellulose
present in these residues, they could be
interesting as substrates in the
industrial production of amylase and/or
cellulase. :

The objective of this work was to
verify the preoduction of cellulolytic
enzymes by two industrial microorganisms
in cassava residues (peel and bran).
This production of enzymes was compared
with a traditional residue used in the
industries of enzymes, wheat bran.

Rev. Microbiol., S&o Paulo, 20(2):246-248, Abr./Jun. 1989



Material and Methods

Species - Trichoderma reesei OM 9414
and Aspergl{llus nigen NRRL~337.

Cultivation on semi-sofid medium (&) -
Five grams of wheat bran, cassava
medium I {a mixture of dry peels), and
cassava wedium YT {mass or bran) plus
respectively 5.0 in the first two and
10.0ml in the last one of distilled
water were separately mixed and
autoclaved at 120°C for 20 minutes in
125ml. erlenmeyer flasks. The
sterilized media were inoculated each
one with one ml of 1.0 x 107 conidia
of T. neesed or A, niger and incubated
at 28°C for 5 days. The fungal cuiture
was extracted with 30.0mi of distilled
water at 4°C for 4 hs and filtered
through gauze in a glass filter.

Enzyme Assay - TFilter paper assay
(FPA) activity {4) was determined in a

tube assay system containing 1.0ml of
0.05M citrate buffer (pH 4.8 and 0.5ml
of cuiture filtrates; 50.0mg of filter
paper Whatman number 1 (1 x 6am strip)
was added to this system and it was
incubated for hour at 50°C. After this
period, 0.5ml of dinitrosalisylic acid
{DNS) was added to each tube. Then,
after 5 minutes in boiling water 8.0ml
of distilled water were added and
absorhance read in $40nm according to
a glucose standard curve (r= 0.99).
The amount of the enzyme which formed
one mg of glucose from the substrate
per hour under the assay corditions
described above was taken as one unit.

Results and Discussion

Tabel 1 shows the cellulolytic
activity of T. xeesed and A. niget in
different media. Both species
presented a greater enzymatic activity
in cassava medium I than in wheat bran
or cassava medium II. A. ndger showed
a tetter cellulolytic activity in  cassava
medium II than in wheat bran, while in
T. #eesed the enzymatic activity was
better in wheat bran than in cassava
medium II. Probably this difference
was due to the effect of the content
of nitrogen in the media (2.10% dry
welght in cassava medium I against
0.24% dry weight in cassava medium II)
en  the growth and/or cellulase

247

Table 1 - Celluleiytic activity (FpPa}!
of T. neesed anc A. niger in different
media ({(data are media of three
experiments each ane with three
replicates).

Symbols: ' = Activity Is expressed in
micromoles of reducing sugars per gram
af used substrate; 2 = Enzymatic
activity with the same letter do not
giffer by the 5% level of Tukey test.

T, reesad” A, ndgen’

wheat bran 0.64:0.09 b 0.35x.01 ¢
cassava medium I {peel) 1.08:0.14 a2 1.03:0.2% a
Cassava medium II (eran) 0.12:0.01 ¢ 0.70:0.26 b

production in T. xeesed.

Our results show that cassava medium I
induced about 40% more of cellulase
production than wheat bran. This latter
residue is routinely used in industries
that produce microbial enzymes, also
being used in some papers to induce
cellulase (3, 6, 9). To cur knowledge,
this is one of the first reports about a
good induction of cellulase by cassava
residues. The next objectives of this
work will be the variation of the
production of each enzyme in the
cellulolytic complex, as well, . to
evaluate the potential of “"manipueira”
to induce cellulolytic enzymes.

Sumrary

The objective of this work was to verify
the production of cellulolytic enzymes
in two industrizl cassava residues (pesgl
and bran). This producticn of enzymes
was compared with a traditiconal residues
used in the industries of enzymes, wheal
bran. Qur results show that peel induced
about 40% more of cellulase  (FPA}
production thap wheat bran.
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ATIVIDADE DE DERIVADOS IMIDAZOLICOS CONTRA ESPECIES DE (ANDIDA ISOLADAS DE
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fungistdética de gquatro
isoladas de

pacientes com cincer e submetidos 3 guimioterapia ou & radiotferapia.

Embora a atividade antifdngica
conforme =& espécie estudada,

desses antibidtices tenha variado
a 8ug/ml o cetoccnazol fol o agente

inibidor mais efetivo, agindo spgbre 90,3% das leveduras, enguanto 4

clotrimazel foi o menos efetivo,

agindo _sobre 26,4%. 0 nitrato de

econazol e © nitrato de miconazol foram fungistdticos para,

praticamente, a mesma percentagen

de leveduras (63,8 e 63,4%,

respectivamente), porém, assim camo os outres imidazélicos, foram
incapazes de exercer ag¥c fungicida contra a maioria delsas.

Introdugio

Em trabalho antericr verificamcs a
atividade fungistdtica e fungicida de

antibidticos poliénicos contra
espécies de (Candida isoladas de
pacientes o cincer e sob
radioterapia cu guimioterapia

antineopldsica (2). Dande continuidade
a esse tipo de estudo, &€ com base no
conhecimente de gque os derivados
imidazdlicos atualmente  desempenham
importante papel no tratamento das
micoses (6, 7), incluindo prevengioc e
cura da candidiase em pacientes
imunocompronetidos (1), elaboramos ©
presente trabalho, a fim de avaliar
alguns destes agentes frente aguelas
leveduras.

Material e Métodos

Derivados  {midazolicos - Foram
avaliados ¢ cetoconazol e o nitratc de
econazol (Aché Laboratdrios
Farmacéuticos S/3), o© clotrimazol

(Bayer dJdo Brasil S/a} e o nitrato de
miconazol {Johnson & Johnson Inddstria

e Comércio §/A), gentilmente fornecidos,
sob forma de pd, pelas respectivas
indistrias que comercialtizam o produto.

Lteveduras, inocufe e detenminacdo das
concentracfes  inibilonia e funglcdda
minimas - As amostras de Canddida, os
métodos e os procedimentos empregados
neste estudo, foram - os mesmos  do
trabalho previamente realizado com
antibidticos poliénicos {2)-

Definicdo de agente efefivo - O agente
imidazdlico foi  considerade efetivo
contra a levedura avaliada, gquando a
concentragdc inibitdria minime e/ou a
concentragdo fungicida minima  foram
&8ug/ml.

Resultados

0s resultados da atividade antifungica
dos imidazdlicos, avaliados frente a
diferentes espécies de Candida, isoladas
de pacientes com clncer e submetidos a
tratamento ' antineopldsico
imunossupressor, encontram-se resumidos
nas Tabelas 1 a 4.

Rev. Microbiol., SSo Paulo, 20(2):249-253, Abr./Jun. 1989
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Tabela 1 ~ Sensibilidade de Cand{da ac cetoccnazol.
Simbolos: * ik = Concentracge inibitdrie minima; CFM
Concentragdc fungicida minima.

Ik
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Tebela 2 - Sensibilidades de Candide az nitratoc de

goonazcl. .
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Tabela 3 - Sensibilidade de Candida =sc nitrato de
miconazol.

Simbolos: * CIM = Cancentragdo inibitdria minima; CFM =
Concentracio fungicida minima.

leveduara Piereenlagein scomul.ads de amostrras sensivels

me A erncrntregao bg/ml)o des

tsolmen X

tos) L,25 0,5 1 z 4 i 16 232

€. afbicans [dp4+1 4,68 G2 22,8 45,7 50,3 59,5 93,2 100
(1375} CFM 0 ) 2,3 9,1 15,9 21,6 25,0 100

C. famato LIM o 9 el 0 100 i o0 100
123 LFM 0 a g 0 o ¢ 0 100

C. guibbienmendis  CIM o i L0 100 ji 100 100 100
€) CEM ¢ g Q 1060 100 100 00 100

C. krused OIM 2n, 00 28,0 st,4 58,60 53,0 %000 75,0 i0C
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18 [P PL1O1L1 13,7 11,1 22,2 33,3 33,3 100

Tabela & - Sensibilidace de Candida ao cletrimazel.
simbolos: * CIM = Concentracdo inbitdria minima; CFM
= Conceniragfo fungicida minima.

ieedurs T ¢ wcumliada de sumostras sensiveis
ny de A evncentragho (wy/nd) de:
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6} Qan B o 0 0 0 9 U 180
C. tropicalis [2f] 32,3 33,3 33,3 33,3 33,3 44,4 44,4 100
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Na  concentragcdc de  8ug/mi, o
cetoconazol  inibiun o crescimento da
maior parte {90,3%) das leveduras, mas
fol letal somente para 17,6%. Entre as
espécies isoladas, apenas 20 amostras
de (. alfbicans e 2 de C. hkaused
deronstraram  resisténcia & agio
inibitdria desse imidazdlico.
Entretanto, com excegdo de 66,62 das
amostras de (. gulfliewmondii e 50%
das de (. kawsed, a maioria das cepas
das diferentes espécies fol resistente
agdc letal do cetoconazol (Tahela

-

J.

O nitrato de econazol e o nitrato de
miconazol, em concentrag@es de Sug/ml,
inibiram, praticamente, a TESmE
percentagen de  leveduras (63,8 e
63,4%, respectivamente), porém, o
primeirc agente foi letal para 31,7%
delas, enquanto o segqunde ¢ fol para
24,6%. Tal diferenca fol devida & um
maior nimero de amostras  de L.
afbicans, C. famata e L. hkiused,
censiveis ao nitrato de  sconazol
(Tabelas 2 & 3).

O clotrimazol foi fungis
26,4% das leveduras, que n
as amostras de C. famafa e 0. haused,
e fungicida para 0,8%, representados
apenas  por 2 amostras de C. afblcans
(Tabela 4}. .

tédtico para
d0 incluiram
e
o

Discussdo

Neste estudo, © cetoconazol foi o
fungistdtico mais ativo, aginde contra
a maloria das leveduras estudadas,
sequindo-se ¢ nitrato de econazol & ©
nitrato de wmiconazol. Fntretanto, em
termos de atividade especifica, esses
3 agentes foram potencialmente ativos
na inikigdo do crescimento de . C.
famaia, c. gudlllienmondii o O,
paeudetroplicalis., O nitrato de
econazol Lol também fungicida para C.
jamate e, assim come © nitrato de
miconazol e, em  menor  grau, o
cetoconazol, para C. gudifiermondil. O
cetoconazel inidiu a maior parte das
amostras de (. afbicans e todas as
amostras de (. parapsifosis e L.
tropicalis, porém, como os demais
imidazdélicos estudados, foi incapaz de
exercer acdo fungicida contra a maior
parte destas leveduras.

O nitrato de econazol e, em menor
grau, © cetoconazol e o nitrato de
miconazol foram fungistdticos para Z.

hrused, mas, apenas o primeire agente
foli  fungicida .para a maioria das
amostras desta espécie,

Alguns desses resultados sdao
discordantes dos obtidos nos poucos
estudos, até agora realizados,

objetivados a avaliar a atividade de

alguns derivados imidazdlicos contra
leveduras iscladas de  individuos
imunoconproretidos.

Para  alguns sutores, ¢ nitrato de
miconazol fol  mals  efetive que o©

cetoconazol na inibigdo de £, afbicans,
C. hiused e C. tropicatlis, iscladas de
pacientes com cdncer (5}. Para outros, a
atividade antifingica do nitrato de
miconazol contra Caadida sé& foi
verificada em elevadas concentragtes
deste agente (4},

No presente trabalho, o clotrimazol
foi ¢ agente menos efetivo, mostrando-se

incapaz de exercer agdo antifingica
contra & mailoria das leveduras
estudadas. Este achado, sob o ponto de

vista clinico, pode representar um
vroblema  considerdvel {(3) para os que
adctam ¢ clotrimazol como a melhor droga
para prevengdo ou  tratamento de
candidiase em pacientes
imunocomprometidos (1),

Summary

Imidarole anfibioilics activiiies agalnst
Candida apecies xgcovered jroem ocances
patients .

Fungistatic and fungicidal activities of
four imidazole agents against Candida
species recovered from cancer nationts
receiving radiotherapy or chemotharapy
have been studied, Although the
antifungic activity has varied according
to the studied spacies, at the
concentration of Spg/ml, ketceonazole
was the most effective agent, inhibiting
90.3% of all the yeast sirains tf=sted,
while clotrimazole was the iess
effective, inhibiting 26.4%. Econzzole
nitrate and miconazole nitrate bhave
oractically the same percentage of yeast
inhibition {63.3% and &3 . 4%,
respectiivelly), put, like the other
studied imidazoles, were unable to carry
out fungicidal activity against the
majority of the yeasts.
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TIPDS ELETROFORETICNS, IE ROTAVIRUS BOVING
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Introducdc

Bstudos dos rotavirus hovine, em
ilgumas regites do Estado de SEo
aulo, foram iniciados com a pescuisa
e anticorpos: em 353 amostras de soro
de bezerros fol verificade que 172
{48%) eram positivas, Sy i
assim, possivel  parti
rotavivus na  sticlogi
(33, .

Postericrmente fol veri
120 amostras de material
bezerros com diarréia, 35
positivas para rotavi
ensale lmunoenzimatico [6).

Na presente investigagdo procurou-se
creristicas de migragio

0,y

™
W3

O

133 Gl oo Q

L )

mom O oW

Lo

b= Y

Qe

pezerros com
imuncenzim
sforética 4
Compion-£n
foram chser
trou-ss 14 g
5 diferengas foram a@s
classes I, II e III. MNenhums
SEGMentos j 1 bara
rée £
s ne
do A
ensaio  imuncenzimdtics, - obtidas te
bezerros  con quadro clinico de diarréia
e colhidas em diversas fagendas de

oriagdc de gado bovino localizadas em 8
Municipios do Estado de S3Eo Paulo.

Anligeno padndo - Emostra
Compton-England de rotavirus bovino,
adaptada cultura de células  da
linhagem {rim fetal de macaco

Rhesus).

Preparo do maferial fecal -
os procediventos anteriormente de
{6).

ou-se o método

& Col. (4}, com

Em JAml de

material fecal, previamente preparado,

foram adicionados 100pl de 5DS 10%
subnetido & temperatura de 37°C &

Extracdo do ARN -
preconizads por
algumas medi

o

durantes

§ minutos. & seguir, adicionou-se 0,5ml
de fencl {destilado} & G,5m1 de
clorofomico, hovogeneizando a mistura,
submetendo-a & (Rl centrifugagio
mederada  (2.000 a 3.00 rom durante S

estudar as cara
zletrofordtica do ARN viral, através
de eletr en gel de
- poliacrilamida, em  aloumas dessas
amostras positivas.
Material e Métcdos
Fezes - 27 amostras de material fecal
positivas para rotavirus, através de
Rev, Microbicl., S&c Paulo, 20{2):254-257, Bbr./Jun. 1989



minutos) .

O sobrenadante fol transferido para
cutros tubes, nos quais adicioncu-se
100ul de NaCl 20% e 2,5ml de etanol.
As misturas foram incubadas & -20°C
durante uma noite e submetidas & uma
centrifugagdc a 20.000g (em centrifuga
refrigerada) durante 30 minutos. O
sobrenadante foi desprezade e ao
sedimento foram adicicnados 10Cul de
ura mistura dissociante  de  Acido
micleico e suhmetido A temperatura de
37° C durante 30 minutos. As amostras
assim preparadas estavam prontas para
serem utilizadas na reacdc de E.G.P.A.

Efetnofonese em gef de polincrilamida
- Utilizaram procedimentos
preconizados por Laemmli {10} e
Pereira & Col. (12}, com alguas
modificagbes. As placas de vidre
tinham dimensdes de 15x16,5cm; o8

separadores 1,5mm de espessura e o
"vente" era formado por 21 depresses
de 3x15mm, espagadas de Z2mom. O gel
inferior era usado na concentragio de
7,5% e ¢ gel superior 3,5%. Na corrida
eletroforética era usado tampdc
TRIS/glicina com pH=8,3. Do material

de extragdo do ARN coletava-se, com

auxilic de uma microseringa,
cada amostra e
depresstes do "pente", sendo que a
primeira depressdo a esquerda era
preenchida com a amostra padrdc. A
corrida era realizada a 40mA durante,
aproximadamente, 4 horas e wela.

A coloragio do gel era feita com
nitrato de prata, segunde o métxdo
preconizado por Herring & Col. (4).

40pl de
adicionava-se &as

Resultados e Discussio

2As caracteristicas de migragiio do
ARN aram lidas, analisadas e
tomandc-se como padrio a  estirpe
Compton-England, as nossas amostras
eram denominadas ac acase A", "B",
et e DY, conforme as diferencas
encontradas no perfil eletroforético
ou eletroferdtipo. A Figura 1 ilustra
os eletroferdtipos observados.

Das 27 amostras estudadas, 14
pertenciam ao eletroferdtipo "D*, 6 ao
"C", 4 ao "A" e 3 ao "B".

Na Tabela 1 encontramos 08
resultados das amostras analisadas
sequndo  os  Municipios onde se
localizavam as propriedades de criacgdo

255

Figura 1 -
Biagrama
ilustrativo do
perfil
gletroforético
da amostra
Compton-England
(Pad.} . e dos
tipos "A“, "B",
wCH e DM,

Ped. A B8 T D

Tabela 1 - Amostras de fezes de bezerros,
positivas para rotavirus,  segundo (o3
municipios cnde se licalizavam as
propriedades de criagdo visitadas e os

resultados dos tipos eletroforéticos

ohservadas, 5%c Paulo, 1988,

i s e Thon cletrorontt L
Huniclpios Wde enstaom LT LT T e
pztalals 2 - - - Z
Braganga Pauwlista 7 1 - - 1 -
Capinay 8§ 1 - o2 5
Irapueininga 3 3 - - -
Jacarel 1 - - 1 -
Lins : 4 - - i 3
sdo Carlus 5 - - 1 4
Sorocaba 3 - 3 - -
Total 27 3 G idq
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visitadas e os  eletroferdtipos
Chservados.

As principais diferengas encontradas
ras cacaracteristicas de migragio dos
11 segmentos do ARN  vwiral ZFoi
verificada com relagio a  posigdo
relativa dos segmentos das classes I,
IT e III. Na classe IV ndoc houve
praticamente, diferenga de migracgio
entre os eletroferdtipos observados,
tedavia, todos apresentaram mobilidade
eletroforética wmenor de que os
segmentos correspondentes da amostra
Compton-England. Diferencga no
comportamento eletroforético em
amostras de  rotavirus bovino foi
verificade por vérios autores (1, 13,
14, 16, 17 e 20} e a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida
vem sendo reconhecida come uma técnica
importante para se poder distinguir
diferengas entre amostras de campo
evidenciadas (16).

Embora tenha sido verificado que em
amostras com diversidade de
corportamento eletroforético nos
segirentos i1, 5, 10 e 11 n3o seriam
suficientes para se poder caracterizar
possivels variagBes antigénicas (1),
algumas observagbes acerca das fungdes
de alguns segmentos do ARN viral
merecem ser analisados a luz  dos
trabalhos realizados com anticorpos
monccelonais, translacdo "in vitro" do
ARN viral, recombinagdo gendtica e
sequéncia de amincdcidos dos
polipetideos estruturais,
principalmente no que se refere acs
segmentos da classe IIT {2, 3, 7, 8,
9, 11, 16, 19 e 21).

Como cs segmentos 8 e 9 co-migram na
eletroforese, um deles deve ser o
responavel pela atividade
neutralizante {7, 8, 9 e 11). Amostras
que apresentaram diferenca na
sequéncia de nucleotideos do segmento
9, apresentaram, também, diferenca na
sequéncia de aminodcidos do produto
transladado (15}). Cinco amostras
sugestivas de diferentes sorotipos
exibiram diferengas na regido
hidrofébica do poliptideo VP7 (2} e a
protegdo cruzada en bezerros
gnotobidticos s ocorria com amostras
do mesmo sorotipo (21}, sendo que em
bovinos Jj& se verificou a existéncia
de, pelo menos, 3 sorotipos (18).

Assim, ate que possa ser
definitivamente esclarecido se as
diversidades de migracgic

eletroforética, principalmente dos
segmentos que compde a classe IIX,
possam ou ndo estar relacionadas com a
diferenca no corportamento antigénico,
achamos conveniente que se continue a
aplicar a técnica de eletroforese em gel
poliacrilamida, a fim de gque maior
mimero de amostras de rotavirus bovino
possam ser analisadas em maior mimero de
regides do Estado de S3c Paulo, visando,
scbhretudo, futuros programas
profildticos envolvendo escolha adequada
de amostras vacinais.

Summary

Efectrophonetic fiypes o4 bov.ine
rodavinuses

27 fecal samples from calves with
diarrhea, positive for the presence of
rotavirus through Enzyme tinked
Immunosorbent Assay, have been analysed
by RNA electrophoresis in comparison
with the Compton-England strain as a
pattern. Four electrophoretic categeries

_ uAu’nle, ntu’ and wnn - could be
observed by the electrophoretic
benaviour of their genome segments. 14
Were llDH“ 6 "C", 4 Pl.qll, and 3 HB’I'

Several differences were apparent in the
relative positions of bands cluster I,
II, and III. Mg differences could be
seen in bands cluster IV, although in
this bands cluster all samples were
distinct from Cempton-England strain.
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Clinical Application of Interferons
and their Inducers. 22 ed. Dale A.
Stringfellow, Marcel Dekker, Inc. WNew
York and Basel 1986.

G Prof. Dale A. Stringfellow,
Diretor do Programa de Pesquisa
Anti-CAncer da Bristol-Myers Company ,
Cornecticut-USA, fornece, nesta 2¢
edigdo do seu livro Clinical
Application of Interferons and their
Inducers, uma exposigdo muitc atual a
respeito da pesquisa bdsica e aplicada
sobre © interferon e sua utilizacio
clinica.

Investiga controvérsias existentes
entre o interferon e seus indutores.
Trata objetivamente da pesquisa
tecnolédgica baseada ‘na  informacio
bdsica da molécula e da sua agdc nas
interagBes com o metabolismo celular,
além da tecnologia recambinante e da
modulagdo imunitdria. Explora
problemas encontrados nas aplicacfes
clinicas dos interfercns e de ssus
indutores. Discute de forme critica os
resultados das pesquisas de campo e
dos interferons COme agentes
anti-virais e anti-tumorais,
alcangados nos USA, na Huaropa & no
Japdo.

Flnalmente, apresenta mais de 1000
referéncias bibliogrdficas, que visam
facilitar o© planejamento. e a
realizagdo de novas pesquisas na drea.

Prof. Dr. Klaus Eberhard Stewien
Cepte de Microbiologia - ICB/USP
Av, Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitdria USP
05508’530 Paulo SP

FAPPRY garante recursos a pesquisa
flumi nense

Oitc anos apds sua criaglo, a
Fundagio de Amparo & Pesquisa do
Estado do Ric de Janeiro =~ FADERI,
afinal, pode prestar contas de suas
atividades exibindo um relatdric de
real interesse 4 comunidade cientifica
fluminense, que serd impresso para

mev. Microbiol.,

distribuicso &s principais instituicges
do setor. Reestruturada pela Secretaria
de Estado de Cifneia e Tecnologia em
1987, a FAPFRJ, de cuje histdrico nio
constava qualguer concessdo de apoio
financeiro a projetos de pesquisa ou
bolsa de estudo a pesquisadores
fluminenses, inverteu o quadro que
frustava a comnidade cientifica do
Estado: recebeu, d&e novembro de 1987 a
dezembro de 1988, mais de 1 mil e 100
solicitagfes, representando uma demanda
de NCz$ 1,2 milhSc, e concedeu 466
axilios a projetos e 172 holsas de
estudo, totalizandc NCz$ 614 mil.

Com isso pdde beneficiar mais de 30
instituigbes fluminenses, das
tradicionais universidades federais
(UFRJ, UFF, UFRRJ e UNIRIO), Estadual
(UERJ) e Catdiica (PUC) & CBlonia
Juiianoc Moreira, Espago Cidncia Viva ou
& Fundagdo Oswaldo Cruz (FICCRUZ). Os
awdilios foram concedidos a todas as
grandes dreas do conhecimento, e
serviram para apoiar pesguisas tdHo
diferenciadas quantc o desenvolvimento
de um tragador grdfico para a inddstria
téxtil ou uma pesquisa sobre a obra do
conpositor Caetano Veloso.

Num ano em que © Governo Federal e
suas 1instituicbes de fomento & pesquisa
se viram em dificuldades para manter a
concessio de auxilios e bolsas, a
atuagic da FAPERT no Estado do Rio foi
un verdadeirc desafogo. Brbora também a
FAPERJ tenha enfrentado um orgamento
para fomento a pesquisa, com
perturbagles no fluxo de caixa gque
chegaram a provocar atrasos na liberacgio
de recurscs, a partir deste ano o
"desafogo” ganha  estabilidade.  Isso
gragas a mensagem enviada pelo executivo
estadval® & Assembléia Legislativa,
aprovando a vinculagio de 0,75%¢ da
receita tributdria do Estadc & FAPERJ em
198% e 1,5% a partir de 19%0. Com isso,
O Secretdric de Ciéncia e Tecnologia,
José Pelicio Ferreira, e o Diretor
Superintendente da FAPERJ, Luiz Fernando
Saigade Candicta, esperam poder garantir
& contimiidade no processo de apoio &
pesquisa fluminense.

Articulagio — A FAPERJ procurou, também,
articular-se com outros drgdos  de
fomentc & pesquisa e & formagho
cientifica, nacionais e internacionais,
conseguindo  viabilizar convénios ds

S&c Paule, 20(2):258-260, Bbr./Jun. 1989
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xw Congresso Brasileiro de
Microbiologia
Q Jongresso Brasileirc® de

Microbiologia serd realizado entre 16
& 20 de julho de 1989 no campus da USP
- Ribeirfioc Preto. o] referido
congresso, rpatrocinado pela SBM, tem
por cbjetives propiciar a aquisigic de
conhecimentos, divulgagio de pesquisas
e o intercimbio de Informacdes entre
profissionais das diversas dreas da

Microbiolegia (Agricola, Alimentos,
Ambiental, Bdsica, Industrial., Médica
Humana, Médica Veterinaria e

Microbiclogia Oral).

Para majores informagdes entrar em
contate com a Secretaria Executiva do XV
Congresso Brasileirc de Microbiologia.

Dra. Claudia Maffei

Faculdade de Medicina de Ribeirdc Preto
- Usp

Depte de Microbiologia

Tel: (016) 633-3035 R. 139 ou 276

14049 Ribeirsoc Pretc SP



