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Instrucdes aos autores

A Revista de Microbiologia pubiica trabalhos originais em todos os campes da microbiologia e da protozoologia.
RevisBes e atualizagdes serdo publicadas a convite do conselfo diretor.

Os manuscritos devem ser enviados em duplicata loriginal e uma cdpia) para o Diretor Executivo da Revista,

NORMAS GERAIS — Todo manuscrito submetido 4 Revista deve representar pesquisa original inédita e que n3o sera publicada
-2 outro ¢rgio. Os trabalhos podem ser reAdigidos‘em portugués, espanrhol nu inglés. Se aceitos pela Revista, ndo poderdo ser re-
produzidos, mesme em partes, semn permissao oficial dos Diretores da Revista.

A Revista segue, essenciaimente, o *'Style Manual Biological Journals’’ {22 edigdoe, AIBS, 1964). Os simbolos genéticos devem

seguir, essencialmente, as recomendacoes de Demerec & col. {Genetics, 54:61, 1988). Abreviacdes bioquimicas devern sequir,

essencialmente, as regras de {UPAC-IUB (J. Biol. Chem., 241:527, 1966}. Atividade enziméatica deve ser expressa em termos de
~unidades internacionais {Enzyme Nomenciature, Eisevier Publ. Co., 1965). Para pesos e volumes, devem ser usados os prefixos
nang in} e pico [pl, a0 invés de milimicro mu ) mic_rgmicro (# ). Comprimentos devem ser expresso%‘em mi%émetro {am;
107°m), ao invés de micro [ x }; nanémetro (rm; 10~ "m), ao invés de milimicro (m g ); e Angstroms [ & ; 10” °m). Partes por
mithdo {ppm) devem ser expressas como microrganismos por milimetros { g/m!) ou microlitros por litro { wlitros/litro). A Revis-
ta se reserva o direitc de adaptar os manuscritos ao estilo adotado.

NOMENCLATURA DE MICRORGANISMOS -~ A combiragdo binomial, nome do género seguido do da espécie, é adotada e 2 no-
menclatura apresentada no *‘Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’’ (82 ed., 1974} obedecida. Se o Autor divergir des-
s& nomenclatura, seu julgamento serd respeitado, mas a classificacdo correspondente ac Manuai de Bergey deverd ser menciona-
da entre parénteses, & primeira vez em que o nome figurar no 18Xt0 @ NO resUMo.

Quando um nome novo for proposto para um micrerganismo, serd solicitada a opinific-de uma autoridade internacional em
taxonomia.

FORMA DO MANUSCRITO -- Os trabathos devem ser datilografados em papel branco, comum, em espaco dupio ou triplo, dei-
xando-se o minimo de 3 cm de margens laterais, superior e inferior. Titulos de capitulos de primeira ardem e subcapitulos devem
ser colocados junto-a margem esquerda do manuscrito, incluidos essencialmente pela ordem: Introdugéio, Material e Métodos,
Resultados, Discussdo, Agradecimentos, Referéncias Bibliograficas. 7
A pdgina titulo deverd conter apenas e 130 somente: {i) o tituio do artigo, usando-se letras maidsculas somente quando obri-
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AVAL TACAD DAS CARACTERISTICAS MICROBIOLGGICAS DO LEITE TIPo "C”

PLASTICAS UTILIZADAS NO ENVASE,
Pano, Brasic

Resumn
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E DAS EMBALAGENS

EM t#MA USINA DE BENEFICIAMENTC DD ESTADO TE SAQ
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Agrérias 2

Foram submetidas & contagem de micrerganismos mesdfiles, pessquisa de
coliformes totais, coliformes fecais e de Sfaphyfococcus aureus, 88

amostras de

vtilizadas no
heneficiamente localizada no
cbtidos evidenciaram que . 31,8%
embalagens plédsticas,

leite tipe C
envase deste

dos Produtos de Origem

das amostras de
situaram-se fora dos padrfes microbicldgicos
estabelecidos pelo Regulamento de Inspegdo
Animal.

e 72 amostras das smbalagens plédsticses
produtoe,
Estado de

ysina de
SEg Paulo. 0Os resultados
lelite e das

colhidas em uma

Industrial e Sanitdria

Tais achadps sugerem a provavel

existéncia de falhas de higienizac8o dos eguipamentos que entram em

contate com o leite

e/ou a manutengle do groduto em temperaturas

superiores 2 recomendada no referido regulamento.

Introdugdo

Nos dltimos anos, frequentemente tem
side levadas & pibliceo, imineras
denincias sobre a qualidade do leite
pasteurizado distribuide ac consumo.
Bmbora alguns autores questionem o$
objetivos e a validade de determinadas
denincias (13), os poucos trabalhos
publicados em nosso melio, tem
evidenciade a ocorréncia de elevado
nimero de amostras fora dos padrdes
microbioldgicos legais, tanto a nivel
de usina de beneficiamento (5, 11},
quanto de comércio varejista (3, 5, 10,
11, 12, 14).

As falhas ocorridas durante o
processe de beneficiamento (5, 171},
aliadas &s elevadas temperaturas de
conservagdo do  leite a ‘nivel de

Rev. Microbiol., 830 Paulo, 20(3):201-266, Jul./Set.

comercio varejista (5, 11, 12), sdo
fatores que tem contribuido
significativamente para a

comercializagdo de  um produtc com
caracteristicas microbioldgicas  fora
dos referidos padrdes regulamentares
{3, 5, 10, 14}.

Tende em vista o© @ exposto e
considerande a importéncia que o leite
representa na alimentag&o  humana,
realizaram-se estudos com o objetivo de
avaliar as caracteristicas
microbioldgicas do leite tipo C e das
embalagens  plasticas ugtilizadas no
envase deste produto, em uma usina de
beneficiamente do Estado de S&c Paulo.

Material e Métodos
Foram colhidas 88 amostras de leite

1989



262
tipo € cru e pasteurizado, bem como 22

amostras das embalagens plasticas
gtilizadas para ¢ acondicionamento
deste produto,  em uma usina de

beneficiamento localizada no Estado de
S3o Paulo.

Obiencio das amostras de feife - BAs
amostras de leite foram colhidas em
quatro  pontos do processo de
beneficiamento, representados pelo
tanque de estocagem de leite cru, saida
da segio de resfriamento do
pasteurizador, tanxue de estccagem de
leite pasteurizado e saida da maguina
de envase. Deste modo, foram colhidas,
de acordo com as normas de assepsia
propostas por Veisseyre (19), 22
amostras de 250ml de leite em cada um
dos tr8s primeiros pontos do processo
de beneficiamento, e 22 de 10C0mL
(embalagem comercial) ne ultimo.

Apds o acondicionamento em caixas de
material isctérmico (iscpor), contendo
cubos de gélo, as amostras eram
transportadas para os laboratorios da
Faculdade de Ciéncias Agrdrias e
Veterindrias "Campus™ de Jaboticabal
{FCAVI/UNESP), onde realizavamse a
contagem de microrganismos mesofilos e
a pesquisa de Staphyfoceccus aurews
para as de leite "in natura" e, também,
a pesquisa de coliformes totais e de
coliformes fecais, scomente para as de
leite pasteurizado.

Obiengdo das amosfras das embafagens
pldsticas - As amostras das embalagens
pldsticas utilizados para o)
acondicionamentc do leite pasteurizade,
eram colhidas na saida da mdguina de
envase, apds a interrupgdo do fluxo de
leite, de modo a obter somente a
embalagem vedada e vazia. Assim, foram
colhidas 22 amostras, as quais eram
azcondicionadas em caixas de mateérial
isotémmico (isopor), contendo cubos de
gelo, sendo transportadas para @ os
laboratdrios da FCAVI/UNESP.- :

Nos referidos laboratdrios, as
amostras das embalagens pldsticas eram
injetadas com 30ml de dgua peptonada a
0,18, com o auxilio de seringas
esterilizadas. A partir desta solugso
de lavagem, efetuavam-se a contagem de
microrganismos mesofilos, pesquisa de
coliformes totais, coliformes fecais e
de Staphylococeus aureus.

Contagem de microrganismps mesdgifos

{APHA 1} - Para a execucho desta prova,
apds a homogeneizagdo das amostras de
leite "in natura" e pasteurizado,
obtidas nos diferentes pontos
estudados, assim como da sclugic de
lavagem das embalagens p}.astlcas,
pre;;aravam—se diluigBes de 107! axe

empregando-se  como  diluente
solugao de peptona a 0,1%. Br seguida,
iml de cada diluigdo era coleccadoc em
placas de Petri esterilizadas, em
duplicata, vertendo-se, a seguir, cerca
de 10ml de agar padrdo {Merck),
previamente fundido e resfriado a 43/45
=]

C.

ApSs a homogenelzagdo e solidificagdo
do dgar em temperatura anmbiente, as
placas eram incubadas em estufa a 32°C
por 48 horas, quande se efetuvava a
contagem das coldnias. 0 ndmero de
colénias contado em placa, contendo
entre 30 e 300 celdnias, era
maltiplicado pelo fator de diluicgdo
correspondente e o© resultado obtido
expressava o mimero de microrganismos
por mililitro.

Pesquisa de colifowmes fotais {APHA 1;
Ministénie da Agricultura 8) - Para o
leite obtide na saida da segdo de
resfriamento do pasteurizador, apds a
homogeneizagao das amostras,
procedia-se a inoculagiic de Iml da
amostra ndc diluida, em duplicata, em
tubos correspondentes contendo caldo
lactose-bile~verde brilhante e tubos de
Durhare invertidos.

Com relagio as amostras de leite
pasteurizado colhidas no tangue de
estocagem e na saida do envase, depols
de sua homogeneizagdce, eram inoculados,
em duplicata, volumes de leite 'ndo
diluide, de 0,5, 0,2 e 0,1ml em tubos
contendo caldo lactose-bile brilhante e
tubos de Durham invertidos. R

Para a pesquisa de coliformes totais
nas amostras das embalagens pldsticas,
eram inoculados volumes de 10,1 e 0, iml
da solugdc de lavagem proveniente das
embalagens, em triplicata, em tubos
contendo caldo lactose-bile~verde
brilhante e tubos de Durham invertidos.

Todos os tubcs inoculados  eram
incubados em estufa a 37°C por 24 a 48
horas. Consideravam-se as provas
positivas para coliformes — totais,
quando ocorria a produc;ﬁo de gds.

Pesquisa de coliformes fecais {APHA 1;
Ministénio da Agniculiura §) - A partir



de cada um dos tubos com  caldo
lactose-bile-verde brilhante que
apresentavam positividade para a
pesquisa de coliformes totais,
tranzsferia-se uma alcada para tubos de
ensaio contende 10ml de caldo EC e
tubos de Durham invertideos. Apds a
incubacdic em banho maria & 44,5°C por
24 horas, efetuava-se a leitura, sendo
a prova considerada positiva, quando
ocorria evidente turvagio do  melo,
acompanhada da presenga de gas no tubo
invertido.

Pesquisa de Staphyfococcus aurens -
Depositava~se na superficie de &gar
Baird-Parker em placas, 0,iIml  das
amostras de leite Min natura“ e
pasteurizado, e da solucgio de lavagem
das embalagens pldasticas. Em sequida, o
indcule era espalhadc em toda a
superficie do meioc, utilizando-se
bastdes de vidro em "L" esterilizados.
As placas assim semeadas, eram
incubadas a 37°C por 24 a 48 horas
(ICMsE 7).

Apds a incubagd3o, eram contadas,
separadamente, as coldnias negras,
brilhantes, com zona de precipitacdo ao
redor e circundadas ou n&c por halo
clarc, bam comc as que se apresentassen
somente negras e brilhantes. O numero
de coldnias contado era multiplicado,
separadamente, por 10 e os resultados
obtidos eram . somados, a fim de se
determinar © numeroc presuntivo de
Staphyfococcus aureus por mililitro de
leite ou de solugdo de lavagem das
embalagens plasticas.

A sequir, 3 a 5 coldnias de cada
tipo, eram submetidas a verificagio
microscopica em esfregagos corados pelo
método de Gram. A partir das coldnias

que se revelassem com CoCos  Gram
positivos, agrupados en forma de
cachos, efetuava-se a identificagie

bicquimica, através das provas de
produgdo da catalase (b), fermentagdo e
oxidagdo da glicose (1), produgdo de
DNase (7} e de ccagqulase livre (7).

Apds a realizagdo destas provas,
caracterizava—se leleite] sendo de
Staphylococews auaeus, -as cepas que
apresentavam, fundamentalmente, a prova
positiva para a produgfio de ccagulase
livre (16). Em seguida, o© resultado
obtide na contagem presuntiva era
confirmadoc ou corrigido.

Resultados e Discussdo
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A Tabela 1 mostra a distribuigio das
contagens de microrganismos mesdfilos

em amostras de leite tipo € ™in
natura”, colhidas no tangue de
estocagen de uma usina de

beneficiamente do Estado de S3o Paulo.
As elevadas contagens constantes desta
Tabela, talvez possam ser atribuidas as
precarias condigdes  higiénicas de
obtengdc deste tipo de leite, &
ausénocia de refrigeragiio do produto
e/ou ao largo intervalo de  tempe
decorrido desde a ordenha até a chegada
na usina de beneficiamento.

Yabela 1.- Distribui¢®e das contagens
de microrganismos mesdfilos em
amostras de leite tipo C crd, celhidas
no tangue de estocagem de uma usina de
beneficiamente do Estado de S3o Pauls.

Leite fip0 € cril

Microrganismos Mesorilos

ArcstIas
x 000/ m) i %
10.000 20.000 ] 27,3
20.000 30.000 3 13,6
30.000 4U.000 1 4,6
40,000 50,000 5 22,7
50.000 6G.000 2 9.1
60.000 7 cua + 8 22,7
Total Y] 00,0
Apesar das contagens de
microrganismos mesofilos terem sido

bastante elevadas, de modo a determinar
umz média aritmética da ordem de 4,5 x
107 microcrganismos mesdfilos/ml, esta
meédia, ainda fol inferior as obtidas
por Moreira (9) em Santa Maria/RS e
Nascimentc (11) em JoSo  Pessoa/PRB,

cujos valores foram de 6,2 x 107wl e
6,1 X 107 /ml, respectivamente.

Acredita-se que tais variagGes possam’
ser justificadas pelo agravamento das
precarias condigdes higifnicas e
obtenglio e/ou . pela mamutengio do
produto em auséneia de refrigeraciio por
ur intervalo de tempo ainda maior.

A pesquisa de Sfaphyfécoccus awreus
efetuada nas amostras de leite tipo C
"in natura", revelou a presenga deste
microrganismo em 9 (40,1%). Wilson (20)
em Paraibuna-SP, Santos & Col. (15) em
Juiz de Fora-MG e Aradio {2) em
Pirassumunga—-SP, verificaram indices
superiores, ou sejam, 88,7%, 46,9% 2
50,0%, respectivamente. Este fato
talvez possa ser atribuido a uma menor
prevalénecia da mastite bovina causada
por este microrganismo no  rebanho
ieiteiro da regiZc cohieto desta
investigacgio.
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Tabela 2 - Distribuicic das contagens de
micrerganismos wmeséfilos em  amostras  de
igite tipo € pastevrizado, colhidas na
saida do pasteurizador, tangue de estocagen
e na saida Cdo envase, em umz usina de
vengficiamento do Estado de SHo Pauvlo.
Simbolos: {*) = Amositrss fora dos padries
legals.
Punios
MACTUE G Sl Salda do Tangue da Safda do
M LOBAME Paoteurleador  @stoiagen erase
" % L™ 3 Wt
1 o 40,9 5 oz, 3 13,86
20900 5§ lo,a 6 27,3 5 @47
100, 60G H 4,6 3 22,7 7 31,8
150,600 o 18,2 s 1§,2 18,2
00,030 - - IR oo
asbluly v - 1 4.k 4,1
‘ToTal 2 1ou,0 22 160,v 22 300,0
istribuigZo das amostras de
pasteurizada, fora dos padries
ios <a Agriculturg, colhidas na
teurizadar, tangue de estocsasgem
do  &nvase em  wuma using ds
o ro Estade de  $3o Paulo,
contagens g Tor isn
esquisas de
cais
Fostras tora dos padakes MLnisténs
da Agricuitiara
MALCIUR A SRS saig . Tangue de saids do
PAStEUriTAOOTr  wStocEgen IR
o4 ® b od % hiod k3
18,2 4 18,2 5 2,7
x5 o+ COLLFODTES Tamals - - 1 4,6 1 4,6
5+ COLIIONMNNS TOLAMS
Jiformes fecais - - 1 4.6 14,6
4 18,2 6 27,3 7 n,8
A relacdo entre a media aritmetica referidas  contagens foram crescentes
das contagens de microrganismos desde a saida do pasteurizader até a
mesofilos nas amostras de leite tipo C saida do enwase. Este resultade j& era
"in natura" {45.122.727/ml) e nas de esperado,  ura ver que a temperatura de
leite tipo C colhidas na saida do refrigeragdo aplicada ac produto &
pasteurizador (76.708/ml), evidenciou capaz de_ reduzir a prollferagao dos
e percentual de  reduciio  desies nicrorganismos banals que sobrevivem a
microrganismos foi de 99,83%. Esta pasteurizagdo, porém, e insuficiente
determinagdo  foi  semelhante  &s para impedir a sua  mualtiplicagdo
efetuadas por Spreer (17), Behwer (4) e durante o intervalo de tempo decorrido
Nascimente (11), cujos valores foram de entre a pasteurizagio, estocagem e
9y, 50%, 5G,98% e 99,21%, envase. Alem disto, as provaveis falhas
respectivamente . na execugac das medidas de higienizacgio
B Tabela 2 mostra a distribuicdo das dos equipamentos que entram em contato
contagens de microrganismos mesofil com: o leite pasteurizado, talvez tenham
b B . . = .y -
em arostras de leite tipo C tambem contribuide pars a
pasteurizado, colhidas na saida do recontaminagdo deste produto.

pasteurizador, tanque de estocagem € na
saida do envase. Verifica-se que as

andlise dos resultados constantes
Tabela 2, evidencia, ainda, que das

A
da



22 amostras de leite pasteurizado
colhidas na saida do envase, 7 (31,8%)
apresentaram-se com  contagens de
microrganismos mesofilos  acima  do
permitido pelos padrdes fixados pelo
Regulamentc de Inspegdo Industrial e
Sanitdria de Produtos de Origem Animal
{RIISPOA). Este achado foi superior aos
obtidos por Borges & Col. (5) em Belo
Horizonte-MG, Tibana & Leitdo {18) no
Rio de Janeiro-RJ e Nascimentc {11} em
Jodic Pessoa-PE, cujos valores foram de
26,4, 2,1% e 3,9%, respectivamente.

Das amostras de embalagens plasticas
utilizadas para o envase do leite tipo
C pasteurizado, 7 {31,8%) mostraram-se
com  contagens acima do permitido pelo
RIISPOA, ou seija, superiores 100
microrganismos mescfilos/ml. Este
achado sugere a possibllidade de que as
referidas embalagens tenham contribuido
para a elevagic do numero de
microrganismos mesofilos por ml  de
leite, entre as amostras colhidas na
sajda do envase.

A Tabela 3 mostra a distribuigio das
amostras de leite tipo C pasteurizado
fora dos padrdes fixados pelo RIISFOA,
colhidas na saida do pasteurizador,
tangque de estocagem e na saida do
envase, segundo as contagens de
microrganismos mesdfilos, pesquisas de
coliformes totais e coliformes fecais.
Observa-se gue das 22 amostras colhidas
na saida do envase, 7 (31,8%)
apresentaram-se fora dos referidos
padrées. Este achado foi inferior aocs
obtidos por Borges & Col. {3) em Belo
Horizonte-MG e Nascimento (11) em Jodo
Pessca~PB, cujos valores foram de 53,8%
e 98,3%, respectivamente.

A analise dos resultados inseridos na
Tabela 3, evidencia, ainda, que das 7
amostras de leite pasteurizade colhidas
1a saida do envase que apresentarai-se
fora dos padrdes estabelecidos pelo
RIISPOA, 5 (22,7%) mostraram-se
contaminadas apenas por microrganismos
mescfilos, 1 (4,6%) por microrganismos
mesofilos e coliformes totais e 1
(4,6%) por microrganismos mesofilos,
coliformes totais e coliformes fecails.
Nascimento (11) analisando 51 amostras
de leite tipe C pasteurizadoc em uma
usina de  Dbeneficiamento de  Jodo
Pessca/PB, verificou a ocerréneia de 56
(98,3%)  amostras fora dos padrdes
microbioldgicos legais, das quais 26
(50,98%) mostraram—se acima dos limites
fixados para c<oliformes totais, 11
{21,57%) para mesofilos e coliformes
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totais, 5 (9,80%) para psicréfilos e
coliformes  totais, 5 (9,80%) para
meséfilos, psicrdfilos e coliformes
totais,. 2 (3,923} para mesofilos e |
{1,96%) para mescfilos e psicrofilos.

A pesquisa de Staphylococouws aureus
realizada nas amostras das embalagens
pldsticas, bem como nas amostras de
leite tipeo C pasteurizado cclhidas na
sajda do pasteurizador, tanque de
estocagem ¢ saida do envase, revelou a
auséncia deste microrganismo. Por outro

lade, as amostras das  embalagens
plasticas mostraram-se negativas as
pesquisas de coliformes totais e

coliformes fecais.

Santos & Col. (15) analisando 49
amostras de leite pasteurizado
destinade a produgdc de queije tipo
"Minas", em um estabelecimento
industrial de Juiz de Fora-MG,
verificaram a ocorréncia de 3,(6,12%)
amostras contaminadas por 5. aureus.

Embora as amostras de leite tipo C
cothidas na usina de beneficiamento
objeto desta  investigagio tenham
apresentado menor indice de
contaminagdo do gque as colhidas em
cutros estabelecimentos industriais, 0s
resultados obtidos sdc preccupantes.
Tais resultados, sugerem a éxisténeia
de falhas de higienizagdc dos
equipamentos que entram em contatc com
o leite e/ou a manutencdo do produto em
temperaturas superiores & indicada pelo
RIISPOA, de modo a determinar a
ocorréncia de amostras fora do padrdo
microbioldgico, ainda na propria usina
de beneficiamento. :

Diante do exposto, parece licito
propor no Servigo de Inspegdo, maior
rigor na fiscalizagdiov do correto
cumpr imento das medidas
higiénicas-sanitérias a nivel de usina
de beneficiamento, com o intuito de
obter um produte com caracteristicas
microbioldgicas compativels com os
padrdes legais,

Summary

£ighty eight sampies of type "C" milk
and twenty two plastic bags used for
packaging, were collected in a milk
processing plant in the State of S3o
faulo, Brazil, ang subpmitted to
mesophylic bacterial counts, and search
for fecal coliform, total coliform and
Staphyfococcus aureus.  The  rTesults
showed that 31.8% of the milk and of
the containers WeTe out of the
established patterns of the Industrial
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and_éanitary Inspection For Products of

Animal Origin.
the
higienjzatiocn
that
the

These
existence of

results suggest
failures in the
process of equipments
have contact with the milk and/or
product was neot stored at the

correct temperature.
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Resisténcia a antibidticos e metais pesados associada a plasmidic em
isolados clinicos de Kfebsieffa de origem hospitalar no Chiie.
Isolados clinices de Kfebsi{effa pneumoni{ae de origen hospitalar
apresentaram resisténcia mdlitipla para antibidticos e metais pesados

associada & presencga de plasmidio.

Introduction

Kfebsielfla pneumenice is a bacterium
widely distributed
environment (17, 22). Purthermore it is
an oportunistic pathogen for animals
and man and is frequently isolated from
lung, urinary tract  and wound
infections as well as from septicemias
(20, 24, 25).

In recent years, the genus Kfebsielfa
has been a matter of concern in Public
Health because strains resistant to
both antibiotics and heavy metal salts
have emerged (5, 15, 19, 23). These, of
course, represent a health hazard for
inmno-supressed  patients  in the
nosccomial environment.

In fact, nosocomial infections due to
K. preumonige have been reported as
early as 1966 in the USA and 1967 in
Britain {10); also, there are reports
of nosccomial infections due to K.
prneumondice in Chile. The first one
dates back to 1969 (6}; later,
nosccomial  infections have been
reported that affect mainly premature
and undernourished children {13, 14,
24, 25) and adults recovering from
surgery in care wards (6). nNormally
Klebsiellfa is disseminated via hands of

hospital personell, improperly
sterilized devices and contaminated
food {8).

Rev. Microbiol., S3c Paulo, 20(3):267-271

in the natural

On the other hand, multiresistance to
antimicrobial agents in Kfebsiefla has
been shown %o be plasmid mediated (2,
3, 11, 18). Therefore we decided to
investigate patterns of resistance to
antimicrobial agents and their genetic
bases among recent isolates of K.
preumondial recovered from nosocomial
infections in Chile.

In this preliminary commmnication we
report  the ccourrence in Chile of
clinical isolates of K. preumoniae
exibiting resistance to antibiotics and
heavy metal salts associated to the
presence of plasmids.

Materials and Methods

K. pneumoniae strains examined were
of nosccomial origin, and
identification of this strains
according to the (IXX Bulletin on
enteric bacteria. Other properties are
listed in Table 1. Antibiotic
resistance was determined by the agar
diffusion technique, (1) in Muller
Hinton Agar (Difco, Detroit, Michigan,
USA}, using sensidisks (Difco).

Resistance to heavy metal salts
(Merck, Darmstadt, Germany) was
determined by the tube dilution method
according to the Manual of Methods for
General Bacteriology (12) in Mualler

, Jul./Set. 198%
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Takle 1 - features of nosocomial Kfebsieffa pneumenide strains
isclated in chile.
Symbols: (a) (u.t.1.) = Urinary tract infection; {b} & = Ampicillin
2

t0meg.; € = Chlorampnhenicol 30meg.; . S = Streptemycin 1Omcg.; G =
Gentamycin 10meg. ; K = Kanamycin 3omeg.; SxT =
Sulfametoxazol-trimetoprin 25meg.; T = Tetracycline 3Gmcg.: NF =
Nitrofuran toin; NA = Nalidixic acid 30mecg.; (c¢) = Maximal
concentration (ppm} at wich growth was observed, (-} no growth; (d)
= Plasmid DNA present (s), or absent {-). See text for further
information.
Straln Ooigin a} Pattem af Antinio— Reslstance to Heavy Metal Sales () Plasmid

Ne e Resistawes f} Pb{Ty) HBs{I) claI) Znl)} ASMII}) gy DA @)

15 peritonitia A,S,T. — — 2,5 125 250 - v

pleuzal secretion A,CS5. 500 1.3 62,5 15 250 — -

361 oxorcho-pneuenia A,C,5,G,X,5xT,T., 1000 1,9 3,2 62,5 500 —_ -

412 pyloric ulcer R,C,S,6,K 500 1,8 3,2 250 500 — v

513 u.t.i. A,C,5,6,K5xT,T, 125 7,8 7.8 50 1006 — +

542 uat.l A,0,5,G,%,54T, T, we 1,9 15,6 28 1000 — +

587 thoracotamys seqretion A,C,5. 125 15,6 31,2 62,5 125 3,9 .

813 sepais R, C,5,C,K,5xT,%. — 15,6 62,5 125 —_ +
1643 Prorcho-preumonia K,C,5,6,X,54T,F,1F, 7.8 31,2 125 250 1,9 +
2225 proncho-poeagonia R, G55, —_ 31,2 100 3,8 7,8 *
2344 sepets A,G,K,SxT, NP, 1,9 1,9 M,z 125 —_ -
2383 vesicls secretion 5,C,5,G, K 5%, N, 1.9 15,6 1000 1066 —_— +
2425 9.t.4. R,C,5,C, K,S%T,T, N, — 15,6 1000 62,5  wm .
2724 vesicle secretion A,L,5,G,K,5:T,T. 3,9 31,2 62,5 62,5 -— +
3020 sepols 56,6, 1,9 31,2 15,6 62,5 @— +

Hinton Broth (Difco) inoculating 0. 1ml
of | exponentially growing cultures of a
denmty equivalent to tube n2 1 of the
Mc, Farland Standard {(Difco). In the

‘above determinations results were read

after 24 h. of incubation at 37°C.
-Genetic Ccrosses to determine
tranemissibility of resistance markers
were performed essentially as described
{13). Bqual volumes (Iml) of midlog

phase cultures of donor and recipient -

were mixed and brought to 10ml on
Miller Hinten Broth. After 2 h.
incybation at 37° C, O,1ml. Samples of
donor-recipient mixes and separate
control cultures of the parental

strains were plated onto selective
media, i.e. Muller Hinton Agar
supplemented with the appropiate
antibiotics. (All from Sigma,  St.

Louis, Mo. USA).

Plasmid DNA was analysed using the
alkaline lysis procedure of Kade and
Liu (1981) followed by agarcse gel
electrophoresis (8, 16).

Results

Results indicating resistance to
antimicrobial agents and plasmid
content of K; preumoniae strains are
surmarized in Table 1.

ALl K. preumoniae strains showed
miltiresistance tc antimicrobial agents
and contained plasmid DMNA; only strain
2344 was plasmid-less. A plasmid DA
species of high molecular weight (360
M3al) was of common occurrence in  most
strains; however, strain 412 contained
a single plasmid species (36 Mdal.} and
strains 813 and 2338 showed a plasmid
band of lower molecular weight in
addition to the >60 Mdal. plasmid.

To test wether antibictic and heavy
metal resistance markers were
associated to a transmissible plasmid
we chose K. preumoniae strain 2724 as
donor in a genetic cross with
Eschendichin cofd K-12. Transconijugants
were recovered that contained a high
molecular weight plasmid (Figure 1) and
became resistant to antimicrobial
agents. The plasmid band observed in
the gel corresponds in size to a
plasmid band present in K. pneumoniae
2724 {data not shown}., On the other
hand, E. cofd x 1553 does not contain
plasmid DiA.

We have also detected transfer of the
36 Mdal. plasmid in K. preumoniae 412
to another K. preumoniae stram (data
not shown).

The strain analysed is a
transconjugant from a K. preumondae
2724, codd x 1553 cross, and is
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Ktebslelta

mweumondiae 2724 transferred to Cacherdchia

c0f{  -12 x 1553.

KP1 Plasmid
> 60Mdal.

cromosomal DNA ~~» g1

resistant to (A, S, €, G, K, ST,
[Ca(IT), Hg(IT), CA(II}, Pb(IX}] MA. E.
cofi x 1553 was obtained from Dr. Roy
Curtiss III, Depte of Biolegy,
Washington University, St. Louis, n?
63130 USa, and 18 F mina 1 pur® 41
supE 42 - pdxC3 his53 gyrA28 metCe5 ilv
277 cycB2 cycAl hsdRZ. The gyrA marker
in E. cofl x 1553 allows selection
against the K. pneumondiae 2724 donox
which is sensitive to nalidixic acid.
T2 {60 M3), RP4 (36 Md), Col EI (4,2
M3), pBR322 (2,8 Md) are plasmid
molecular weight markers that run as
indicated in the gel (0,7% agarose,
Tris-Acetate buffer, pH 8,0); markers
are contained in E. cofd{ strains from
the collection of one of us (J.
Robeson) .

Piscussion

Our results indicating
miltiresistance o antibiotics in the
strains of K. pneumondiae analysed are
in agreement with data of Guerrero &
Col. {12} whe found similar patterns of
resistance in Kfebsielfa isolated from
necnatal units in Chile and those of
Perduca & Col. {21} who examined
clinical isolates in Italy. However,
resistance to heavy metal salts had not
been  previosly reported for K.
preumoniae isolated in Chile.
Furthermore, our results  indicate
genetic linkage in a plasmid unit
between antibiotic and heavy wmetal

resistance markers. This situation has
also been described by Foster (11).

We note that nmultiresistance in
strain 2344 (Table 1} deoes not
correlate with the presence of plasmid
DA, This might vrepresent a case of
integration of an R-factor into the
bacterial chromoscme as for plasmid RP4
{2).

The multiresistance observed taken
together with the fact that the
R-factor KP1 from K. pneumondiae 2724 is
transfered intergenerically, points out
K. pneumondiae as considerable health
hazard in our nosccomial environment.
First, the microorganism is difficult
to control when implicated as an
oportunistic pathogen and second it

might represent an  instance of
propagation of R factors to  other
Enterobacteriaceae.

Therefore all preventive measures

should be enforced within hospitals to
curtail infections by Kfebsiellia
preumendal.. Ws sought to investigate
resistance to antimicrobials in
nosocomial isolates of K. paeumoniae in
Chile. Qur results suggest a plasmid
associated joint resistance o
antibiotics and heavy metal salts among
the strains examined. This implicates
K. paeumondiae as health hazard in our
hospitals.
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Summary

Clinical  isalates of Kéebadietla
DARUMCRLAE  from nesocomial origin in
Chile, exhibit joint multiresistance to
antibiotics and heavy metal associated
to the presence ‘of plasmids.
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ANALTSE MICROBIOLOGICA DE MISTURAS PRONTAS DESTINADAS A0 TEMPERO DE ALIMENTOS

("TEMPERO PRONTO™)

Resumo

Cinquenta amostras de misturas
alimentos,

Bernadette Dora Gambossy de Melo Franc,
& Nanci Thoni Bergamos

Universidade de S3o0 Paulo

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Depte de Alimentos e Nutrigdo
Experimental

Av. Prof, Lineu Prestes, 58C

Caixa Postal 30788

21051 S#c Paulo 5P, Brasil

prontas ‘destinadas ao temperc de
denominadas “"Tempero prontc®, 3 venda nos supermercados

da cidade de S&c Paule, foram submetidas 3 andiise microbiolégica
para verificagdo da presenga de bactérias causadoras de toxinfecgles

alimentares e para determinagio

microrganismos deteriorantes.

principalmente de cebola, alho,

dos niveis de contaminagdc por
Estes produtos sio
tomate, dlec, salsinha, pimentdo e

compostcs

diversos condimentos (sal, pimenta do reino, orégano, entre outros}.
Em nenhuma das amostras foi detsctadas & presencga de Safmonelfa sp,
Staphylococews oauneus, Eschenichia cold (como também coliformes
fecais) e clestridios sulfito-redutores. Bac{ffus cereus e nslores e
laveduras foram detectados em 5 amostras, em niveis infericres & 300
U¥C/g. Bactérias esporulantes aerdbias termdfilas do tipo flat-suor
e bactérizs esporulantes anaerdbias também ndc foram observadas. As
bactérias aerdbias meséfilas variaram entre 181 e 10° UFC/g, as
bactérias acrdbias termdéfilas e as bactérias esperulantes azrdbias

meséfilas entre 10 e 104 UFC/g.

Yptrodugdo,

A necessidade de constante
modernizacdo das peguenas e grandes
cozinhas tem provcocado o surgimento, no
mercado, de . diversos tipos de produtes
"orontos para’ uso", cuja finalidade
principal € a simplificacio da tarefa
de preparar alimentos. Entre estes
produtos  incluem-se oS "temperos
prontos”, que s3o misturas preparadas
contendo os compeonentes mals comumente
utilizados para temperar alimentos, ou
seja, cebola, alho, salsas, tomate,
pimentdo, dJleo e condimentos (pimenta
d& reinoc, sal, paprica, orégano . e
mitos outros) . Diversas marcas
comerciais podem ser encontradas no
mercado, contendo variadas camposigbes

*Bolsista de Tniciaglo Cientifica (FAPESP)

destes componentes.

.Bmbora  estes  "temperos — prontos”
contenham elementos desfavordveis a
proliferacio microbiana, =l e

reduzidos niveis de contaminagdo podem
assumir papel importante, uma vez que
estes “temperos prontos" sdo destinados
principalmente & alimentos pereciveis,
como carnes, gue sdo meios propicios ac
desenvolvimento de microrganismos. Se a
qualidade microbioldgica do "temperc
pronto” utilizade for insatisfatdria, o
alimento ao qual foi adicionado poderd
ser © causador de uma toxinfecgio
alimentay, ou mesmo, dJdetericrar-se
antes do previsto.

Este estudo pretendeu avaliar a
qualidade microbioldgica dos “tempercs

prontos" encontrados & wvenda em S&0

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 20(3}:272-277, Jul./Set. 1989 .
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das amostras

de “tempero pronto® estudadas.
simbolos: a= Dado encontrado no rétule da

b

embalagem;
amostra,
Novasina Mod, EEJA-3;

{esta marcada

Determinado
utilizando-se

c
desapareceu

para uma

aparelho
determinada
do  mercado

o]
NEo

durante o andamento da pesguisa).

Marca  Composigic®

A 89 dc hrostras

estxdadas

A cebola, alho, dlec & 503

louro, colorifico, pimenta do 3,33 0,929

reind, Coentro

ooEntro

vinagre, é}eo, pimmta do
reinc, sal

desconhecida
drscoahecida

oW

41, vinagre, condimentos

cebola, alho, dleo, vegetal,

]

o2holinha, Oleo de soja, sal,
alho, lourc, pimenta & reino
brarca, orégaro, paprica €

3,86 0,937

cebola, zlho, salsa, pimantdo,

0,823

0,928
<

0,922

Paule, investindo-se a presenga de
microrganismos associados a
gastroenterites de origem alimentar e
de  microrganismos — responsdveis por
Processos de deterioragdo.
Pretendeu-se, desta forma, conhecer o
potencial destes produtos como fonte de
contaminacdo microbilana dos alimentos
aos quals sdc destinados.

Material e Metodos

Obtencdo das amostrnas - 50 amostraz de
“temperos prontos", pertencentes a. 6
marcas comerciais distintas,  foram
adquiridas em supermercados da cidade
de 530 Paulo, no pericdo entre agosto
de 1987 e malo de 1988. As amostras
estavam acondicionadas em frascos de
vidro  herméticamente  fechados., o
Quadre I s3c apresentadas algumas
caracteristicas das amostras estudadas.
Preparo das amosinas pare andlise -
Eceto  quande especificado, 255 de
ancstra foram homogeneizados com  225ml
de dgua tamponada pH 7,2, estéril,
utilizando—-se wa bastic horogeneizador

estéril. A partir da diluigiio 1071
assim obtida, procedeu-se & diluigdo
decimal seriada, ) 10-3,

utilizando-se dgua tamponada pH 7.2
como  diluente. Bs trds diluigdes assim
obtidas foram utilizadas em todas as
determinaglies microbioldgicas, exceto
guando especificado.

Andfise microbioligica

1. Pesguisa de Safmoneffa sp 14]: 25g
de produte foram homogeneizados com
225ml de calde lactosado, paralelamente &

outra porgdo - de 259, que era
homogeneizada com 225ml  de agua
peptonada a 1%. 0Os dois meios de

cultura continham 0,5% de Naz803, &2
acordo com recomendagdo de Wilson e
Andrews (17). Apds a incubagdo do ambos
a 35°C durante 24h, Imil de cada um foi
transferido para 10ml de caldo
tetrationato de Kauffman e para 10ml de
caldo  selenito-cistina, cque  foram
incubados a 35°C. Apds 24h, 48h e 5
dias foram realizadas semeaduras em
placas contendo agar S8 e agar
verde-brilhante. Coldnias suspeitas
foram submetidas aos testes bioguimicos
adequados (Enterckit, Probac do Brasil
Prod. Bacterioldgicos).

2. Enumeragio de clostrnidios
suffito-redutones {4 Nesta
determinagdo empregou-se a técnica da
semeadura eI profundidade,
utilizando—se agar sulfito polimixina
sulfadiazina. Apds solidificaciic da
mistura, acrescentou-se uma camada
adicional de agar (5ml}. A incubacio
fol realizada a 44°C durante 48h, em
anaerobiose (sistema Gaspak). Coldnias
suspeitas foram submetidas aocs testes
bicquimicos recomendados.

3. Enumenaedo de Baciflus ceneus {4}:
Ewpregou-se & teécnica de semeadura em
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superficie em agar geme de ovo
polimixina vermelho fenol, com
posterior incubacic a 30°C durante 48h.
Coldnias suspeitas foram identificadas
atraveés de testes bioquimicos
apropriados.

4. Detenminacio do Mumero Mais Provdved
de Stapnyfococcus auwrews [4}: Foi
utilizada a técnica dos  tubos
miltiplos, empregando-se calde soja
tripticase com NaCl a 10% e incubagio
a 35°C durante 48h. A partir dos tubos
apresentando  crescimentc  bacteriano
foram semeadas placas de agar
Baird-Parker para isolamento de
coldnias caracteristicas. Testes
bicquinicos apropriados foram
empregados para a identificag@o de
coldnias suspeitas. A determinagio do
Mdmerc Mais Provavel de S. auwreus ol
realizada empregando-se a Tabela de
Hoskins.

5. Determinagdo do Mimero Madls Provdvel
de colifonmes fecais [4}): Foi utilizada
a técnica dos @ tubos miltiplos,
empregando-se  caldo lauril sulfato
triptose na etapa correspondente aoc
teste presuntivo (incubagde a 35°C
durante 48h) e caldo EC na etapa do
teste confirmatdrio (incubagdo a 44,5°C
durante 24h). A determinagio do Nimero
Mais Provdvel de coliformes fecais foi
realizada empregandc-se a Tabela de
Hoskins.

6. Pesquisa de Escherichia coli {4): A
partir dos tubos contendo caldo EC,
utilizados na quantificagio de
coliformes  fecais, que apresentavan
turvacio, col ou sem gas no interior do
tubo de Durham, foram semeadas placas
de agar eosina azul de wmetileno.
Colénias suspeitas foram identificadas
utilizandc—se testes biogquimicos
apropriados  (Enterckit, ©Probac do
Brasil Prod. Bactericldgicos Litda.).

7. Enumeragdo de bofores ¢ feveduras
{4): A técnica empregada foi a de
semeadura em profundidade,
utilizando-se agar batata dextrose
acidificado com dcido tartarico a 10%
{pd 4,0)}. A& incubagdoc das placas fol
feita a 25°C durante 5 dias.

§. Enumenracdo de bactérias aendbins
mesdfifas {4): Foi utilizada a técnica
de semeadura em profundidade,

empregando—-se agar padrdo para
contagem, com incubagdo a 35°C  durante
48h. '

9. FEnumeracdo de bacténias aerdbias
tenmigifas (4): Poi utilizada a técnica
de semeadura  em orofundidade,
empregando-se agar padrdo para
contagem, com incubagdo a 55°C durante
48h.

10. Enumeragdo de bacténias
espornubantes aendbins mesdfifas {1):
50g de amostra foram homogeneizados com
450ml de 4&dgua peptonada a  0,1%,
misturando-se, em seguida, porgdes de
10mi, Tml e 0,1ml deste homogeneizado
com 100ml de agar dextrose triptona
fundido. As tr8s misturas foram
inicialmente aquecidas a 80°C durante
30min e em sequida, a 45°C por 10min.
Cada mistura foi entZo distribuida em 5
plagas de Petri, que foram incubadas a
35°C durante 48h. O mimero de bactérias
esporulantes aerdbias fol determinado
efetuando-se a contagem de todas as
coldnias surgidas nas 5 placas.

it. Enumeragdo de bactéinias
esporulantes  aendbias Lerméfifas do
tipo 4fat-soun {14): 10ml da diluigdo
101 da amostra foram misturados &
130ml de agar dextrose  triptonada
parpura de bromocesel, ainda liquido2

1

" Esta mistura fol autoclava a 5&b/po

durante 10min e entdo, distribuida em 5
placas de Petri, gue foram incubadas a
55°C durante 48h. O mimerc de bactérias
esporulantes aerdbias termofilas  do
tipo flat-sour fol determinado através

da contagem de todas as coldnias
surgidas nas 5 placas.

12. Enumeragdo - de bacténias
esporulantes angensbias (14): 25 de

amostra foram homogensizados com 225ml
de agua tamponada pH 7,2, sendo esta
mistura fervida durante Smin. BiluigBes
decimais desta mistura aquecida foram
ent3o preparadas = efetuando-se em
sequida a semeadura em profundidade,
utilizando agar padrdo para contagem. A
incubacio foi feita a 32°C durante 3
dias, em anaercobicse (Sistema Gaspak}.

Resultados

Verificou-se que em nenhuma das 50



amostras de "tempero pronto" estudadad
fol possivel detectar a presenga dos

sequintes microrganismos: Salmonefla
sp, coliformes fecais, Escherichia
coli, clostridios sulfito-redutores,
SitaphyLococeus aunius, bactérias

esporulantes aerdbias termofilas (tipo
flat-scur) e bactérias esporulantes
anaerdbias. Baolllus cerens  foi
dstectado en niveis paixos ( 300 UFC/q)
em 5 amostras, o mesmo acontecende com

o grupo dos bolores e leveduras,
detectados somente em 5 amostras {300
UFC/q) .

Bactérias aerdbias mesofilas,
bactérias aerdbias termofilas e

bactérias esporulantes mesdfilas foram
observadas- em todas as 50 amostras
estudadas, en nmimeros gle  variaram
eatre 101 e 103 U¥C/g (Tabsla 1). Entre
as 6 marcas comerciais estudadas,
verificou-se que duas delas (B e E}
apresentaram sempre os menores indices

de contaminagio por estes
microrganismos (Tabela 2).
Discussio

A avaliagdo da qualidade

microbioldgica das amostras estudadas
precisa ser feita com cuidado. A
auséneia de microrganismes patogénicos,
excegio feita & poucas amostras
contendo baixos niveis de B. cereus,
permite-nos  concluir gque os “temperos
prontos” dificilmente se comportariam
como fontes de contaminagdc  por
microrganismos causadores de
toxinfecgdes alimentares. Entretanto, a

relativa alta freqiéncia de
microrganismos deteriorantes,
esporulados ou nado, indica que o3
"temperos  prontos”  podem carreqar
cargas ~ microbianas significativas.

Frbora  desfavoraveis &
microbiana, j& que sdo dcidos (pH entre
3,2 e 3,9) e de umidade intermedidria
(Aa entre 0,82 e 0,92), os "temperos
prontos” sdo destinados a alimentos
que, se ndc processados e/ou
conservados  adequadamente, apds  a
adigiio do "tempero pronto" poderdo ter
vida til menor do que a esperada {10,
12). Convém ressaltar que boa parte da
flora deteriorante detectada encontra-se
na forma esporulada, ndo afetada pela
acidez nem pela umidade insuficiente.
S&o praticamente inexigtentes

trabalhos de pesquisa nacionais ou’
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mesmo estrangeiros relativos & produtos
destinados ao temperc de alimentos. A
maioria dos estudos refere-se 3
gualidade microbioldgica de condimentos
(2, 7., 8,9, 11, 13, 18), e de mothos
mexgicancs (3). Verifica-se que o nivel
de contaminagiio dos condimentos €&
bastante varidvel, dependendo de varios
fatores, principalmente das condigfes
de produgio, sende  frequente o
isclamente de patdgencs como Safmonelflfa
sp. Staphyfococcus awrewns, ClLostridium
pergringens e Baciflus cereus. No caso
especifico dos “temperos prontos®, em
cuja formulagic sdo utlilzados diversos
tipos de condimentos, € possivel que 0s
patdgenos sejam eliminados pela agdo
isolada ou conjunta dos componentes
antimicrobianos dos condimentos. Entre
estes  componentes, destacamse  OS
compostos  dissufidrilicos alifdticos
volateis presentes no alho e na cebola,
o carvacrol do crégano, a capsaicina da
paprica, entre outros {6, 13). Os
componentes  dissulfidrilicos do alhe e
da cebola tem comprovada atividade
bactericida para Safmonefla sp e E.
coli (8}, Maitos condimentos apresentam
efeito inibitdrio para Staphyfoceccus
aurewns {13).

Os agentes inibitdrios presentes nos
"temperos prontos” poderiam. ter causado
e} surgimento de resultados
falso-negativos. HNa wverdade, a agdo
destes agentes nos diversos meios de
cultura utilizados € eliminada pela
diluicic da amostra (4). Somente no
caso de ser necessario misturar grande
quantidade de amwostra ac meio de
cultura, camo ocorre na  pesquisa
Safmonella sp, é necessdrio bloguear a
acic inibitdria dos componentes
quimicos, © que pode ser obtido,
sequndo Wilson e Andrews (17), p=2la
adigio de NapS03 ou K803 ao meio de
pré-enriguecimento. o
__Relativamente &S normas legais
vigentes em nosso pais (Portaria 01 /87,
Ministério da Sadde), ou seja, auséncia
de Safmonelfa em 25¢ do produto,
coliformes fecais maximo 1 por grama
polores e leveduras mdximo S5 x 1
UFC/g, vwerifica-se que todas as
amostras  estudadas deven ser
consideradas aceitdveis para consumo
humanc. De acorde com  Jay  (5),
alimentos desta espécie deveriam
apresentar contagem total de bactérias
inferior a 105 por grama e auséncia de
colifores e de bactérias patogénicas.
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Tabela 1 - MNiveis de contaminag3o microbiana de 50 amostras ds
"tempero pronto".
Simbolos: * = Unidades formadoras e ccldnia por grama de amostra.

¢ Bactérias dacterias facterias esporuiantes
Klvel de . zersbias mesafilas aerobias termcfilas zeronias mesyfilas
¢entaminagao
=®  de nt de n? de
{UFc/gl}* %) [£1] {1}
amostras amostras WOSLTAS
<10t 5 19.0 1 26,0 4 28,0
108 — 163 16 32,0 32 64,0 18 35,0
10 — et 25 50,0 5 10,0 18 36,0
wt — 1t 4 8,0 0 )
»19% o o 0
TOYAL 50 108,40 50 1on,¢ 50 109,0

Tabela 2 — Andlise microbioldgica de 50 amostras de “iempere prento®
pertecentes as marcas comerciais, A, 8, (., D, E e F.
Simbolos: * = Unidades formadoras de colfinia por grama de amosira.

A B £ 8 E - F
Hicrarganismos UFl/g”
W % &Y I &% T N % &% %KY 1
£10? 9 4 65,7 @ o T ¢
factérias aerobtas 182 — 10° ¢ 286 2z 33,3 3 B0t 157 4 80,0 2 15,4
pesifiles 10 e 10* W4 o 3 50,0 3568 0 9 69,2
i — 1w0° 3 o ] 2 33,3 &6 2 15,4
> 16° a o 0 o o )
. . (!Dz 2 14,3 5 83,3 2 33,3 I 18,7 3 50,0 1
Bacterfas serchiss 10— 10? W74 1187 4§67 5 B3 2 46,0 18 77,0
termafilas 100 e 107 z 143 @ 9 0 0 3 23,0
>0t
Bactirtas asporciantes 2«1 10? , 2 W3 60,0 1 36,7 1 16,7 4 300 0
) 10— g 7 500 0 5 83,3 3 80,0 1 206 2 15,4
aerodiss mesofilas 1w — et 5 157 ¢ 9 2 13 0 1M 84,6
> 10t 0 o o 0 o )
TOTAL 8E AMOSTRAS 16300,0  6160,0 61006  5100,0 £ 100,613 100.6
Neste casc, 10% das amostras estudadas Sumrary
n&o se enquadrariam nestas
recomendagfes devido a constatacfo de Micnobiofogical quakity of ready-fo-use
B. cerews. Food seasonings '
Relativamente aos resultados
fornecidos pelas amostras pertencentes
as & marcas estudadas, verificou-ge A&
auséricia de diferencgas marcantes entre  the microbiological quaiity of 50
elas. No entantc, as amostras das samples of ready-to-use foad

marcas B e E foram as que apresentaram seasonings, purchased in supermarkets
menores indices de contaminagic por of the city of SZo0 Paulo, Brazil, was
bactérias aerdbias mesofilas e assessed. Onion, garlic, tomato,
termifilas e por bactérias esporulantes parsley, red pepper, soy 0il and spices
aerdbias wesdfilas. Curiosamente, estas (black pepper, salt, paprika’ andg
duas marcas sHo justamente as que tem  others) were the main components of
mencr prego de venda. these seasonings. The study comprised



pathogenic bacteria as well as
spoilage-associated microrganisms,
Results were negative for Safmonellfa

sp, Staphylococows aurews, Escherichia
cold, facal coliforms and
sulfite-reduzing clostridia. Baciffuws
cekeus and fungi were observed oniy in
5 samples {less than 300 UFC/g).
Thermophilic aerobic sporeformers and
anaerobic sporeformes WeTre not
detected. Mesophilic aerobes varied
frem 18! to 10° Ccru/g, thermophilic
aerobes as well as mesophilic aerobic

sporeformers varied freom 1467 tg 104
Cru/g.
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UTILIZACAD DE BACTERIAS E FUNGDS COMO INDICADORES NA AVALIACAO DE FATORES
FISIOGRAFICOS QUE INTERFEREM NOS PROCESSOS DE AUTO-DEPURACAC DE UM CORREGO

SUB-TROPICAL

Resummo

0 estudo de autodepuracdo de um

cdarrego sub-tropical,

Maria Therezinha Martins
Walderez Gambale
Claudete Rodrigues Paula
Vivian Helena Pellizari

Dept? de Micrnbiologis

Instituto de Ciéncias Biomédicas
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
05538 530 Paula $P, Brasil

Eunice F. Matsumoto
Gend Ribeiro
Bolsista IDRC
Sandra Malateaux

Institute Adolfo Lutz

& Maria Helena Mayer

Institutce de Pesca
Secretaria da Agricultura
Pesquisa realizada com apoic do CNPg

Cérrego do

Agrific, afluente do Rio Jacaré-Pepira, 5.P., que recebe efluentes de

residuos - domésticos e
indicadores bioldgicos:

pecudrios
califormes

foi efetuadec utilizando-se
totais (CT) e fecalis (CF},

estreptococos fecais (EF), fungos agudticos e geofungos. 0 periedo

de estudo abrangeu duas estiagens

um perfodo de chuvas., Ffol

observada a infludncia das condiglies fisiogrdficas na auto-depuragio

do curso d'dgus.

A relag#c CF/EF possibilitou a caracterizaglo da
origem dos despejos e constatou-se

que o qumeroc de leveduras,

{U.F.C./ml), fai bom indicador de poluig3oc de origem feeal, o que
ndo ocorreu com bolores agudticos e terrestres.

Introducio

No  estudo dos Processos de
autodepuraciic de um corpe d'dgua os
pardmetros bioldgicos, principalmente
bactérias e fungos, t&m papel
preponderante. Do ponto de vista de
Savde Publica, os aspectos sanitédrios
devem ser enfocados estudando-se o©
comportamento dos indicadores de
poluigio de origem fecal, sendo mais
comumente utilizados o©s coliformes,
principalmente o grupe dos coliformes
fecais ou temmotolerantes e Os

estreptococos fecais (2).

Coliformes fecais tém sido os
indicadores de uso . .mais freguente na
avaliagio da gualidade da dgua, quanto
a0 aspectc sanitdrio e inclusive € o
proposto na legislagdo vigente em nosso
pais {3).

Os estreptococos fecais sH0  também
excretados nas fezes de humanos, embora
em quantidade  inferior a Escherdchia
codi, mas ocorrem em nudmero superior
acs coliformes fecais nas fezes de
ocutros animais homeotermos. Estudos da
relagio entre coliformes fecais e

Rev. Microbiocl., Sdc Paulo, 20(3):278-291, Jul./Set. 1989



estreptocccos  fecais visando definir a
crigem de uma fonte de poluicio tém
sido realizados em outros paises (12),
e o5 resultados obtidos indicam sua
utilidade. Mo Brasil poucas pesquisas
foram realizadas sobre este tema (20).

Fungos tém sido propostos também como
indicadores bioldgicos de poluicglo. Tem
sido citade que 4dguas nic poluidas
apresentam nimero relativamente elevado
de espécies de fungos aqudticos
verdadeiros: dguas moderadamente
poluidas apresentam menor quantidade de
espécies destes fungos e maior mimero
de espécies de geofungos: por outro
lado, dguas  intensamente  poluidas
apresentam grande mimero de fungos do
sole, principalmente leveduras. A
asscciagdo entye © ndwerc € grupos de
fungos e a carga orgénica sugere que
fungos podem ser bons indicadores de
poluigde (4, 5). Poucas pesquisas, no
entanto, t8m side realizadas 1o
continente americanc abordandc o tema,
porém o Japio e paises eurcpeus tém
enfocado este assunto com  maior
intensidade {2).

Ne Brasil foram realizadas pesguisas
para se estudar © comportamento de
bolores e leveduras em &guas {8, 13,
23, 25) porém os verdadeiros fungos
agquaticos ndo vém sendo pesquisados.

Nestes estudo procurcu~se verificar
em unm curso d'dgua subtropical,
utilizando como modelo, © cofrrego do
agrido, os niveis de indicadores
bacterianos de poluicic fecal, de
geofungos e fungos aguaticos e a
interferéncia das condighes
fisiogrdficas sobre os mesmos.

Material e Métodos

Caracterizagdo da drea - © Cdrrego do
Agride € formado por trés nascentes. A
dgua provinda de uma destas nascentes
espraia—se por uma drea plana formando
um brejo, o gqual € mantido em uma faixa
relativamente estreita, através de uma
drenagem artificial que consiste em uma
canaleta de terra. Esta dgua apds
percorrer uma distincia de
aproximadamente 150m, segue um percurso
em diregdo as outras nascentes,
encontrande—se 3m & jusante. A drenagem
das outras duas nascentes & efetuvada
atravées de um sistema de manilihas
perfuradas cue transportam a dgua de
superficie para reservatdrio . de
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alvenaria. O ‘escoamento dos dois
reservardrios € realizado através de
manilhas com uma distincia de 150m.
Logo apds o encontro  das  trds
nascentes, a agua sofre uma queda de
15m, formande uma pequena cachoeira
sobre rochas basdlticas. Apds percorrer
aproximadamente 23m, onde o  leito €
coberto - por pedras, forma-se outra
cacheeira de 15m, 2 a dgua cai atraves
de dois degraus que distam
aproximadamente 3m um  do  outro.
Continuando © seu percurse por entre
pedras grandes entremeadas por outras
pequenas e, scbre fundo arenoso, a dgua
percorre aproximadamente 231m, os guais
sdic constituidos por dreas de
corredeiras e por | pequends  pogas
represadas pelas rochas. E neste trecho
que desdgua o efluente doméstico de 58
pessoas residentes na fazenda Bela
Vista e de outras, de residéncia
transitoria.

A seguir, em wm cachoeira de
aproximadamente 50m de altura, a dgua
espalha-se em pequenos filetes sobre um
paredidc de rochas basdlticas clivadas e
ligeiramente intemperizadas e
novamente, volta & correr por entre
fragmentos grandes e pequenos de rochas
basalticas sobre fundo arenoso. Nesse
trecho, a dgua de lavagem do curral,
onde 170 cabegas de gado s&o mantidas,
¢ langada duas vezes ao dia. Apds um
percurse sinucso de  aproximadamente
400m, o Cdrrego do Agrifio, que corria
sob a mata secundaria, passa a
percorrer uma regido de vegetagdo baixa
incluindo ura drea de pasto, onde cerca
de 80 cabegas de gado alimentam-se
naturalmente, atingindo depois de 465m,
um brejo recoberto por capim € que tem
uma extensio linear de aproximadamente
170m em diregdio & foz do codrrege. A
poucos metros da foz a dgua do Corrego
do Agridio volta a formar um canal que,
margeando o brejo, atinge o Cdrrego da
Cachoeira e uma altitude de 520m.

Na Tabela 1 estdo caracterizados os
pontos de amostragem.

Amostras - Um total de 270 amostras de
dgua correspondentes a 15 estacdes de
amostragem, previamente demarcadas no

Cérrego do Agrifc - Bacia do Rio
Jacaré-Pepira, foram examinadas no
pericdo de maio-85 a agosto-86. A

coleta fol realizada mensalmente.
Frascos de plastice autoclavaveis,
ndo tdxicos . e estéreis, foram
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Yabela 1 - Localizag#c dos pontos de coleta de dgus no Cérrego

de Agrido.

Ponto A4 - 2 @ @ jusante do encontrc das trés nascentes.

Ponte 5

25 m a jusante do ponta 1, Fé da cachoeira de 35 m.

Ponto 5 - 79 m a Jusante do ponto 2, o que corresponde B 28 m a montante da entrada

do esgoto demésticeo,

Ponto 7 - 3 m a jusante gs entrada do esgoto doméstico ou sejs, 25 @ 3 jusante do

do ponto 3.

Ponto & -~ 30 m a jusante do gonto anterlor.

Ponto 9 - 80 m a jusante do ponto 5, ou seje, 3 m & montante da cachoeira de 50 mde

gltura.
Fonto 10 - 350 m & jusante ga caghoeira.

Ponto it - 43 m 2 jusante do pontg anterfor.

Peonto I3 - 13 » 8 jusante do ponto i1,
Ponto 14 - 48 @ & jusante do ponfc i3,
Ponto i3 - 140 m 2 jusante.

Locsl de entraga go esgote pecudrlo.

Términe ca zonz de mata e da parte mals ingreme.

Ponto 16 - 250 m a jusante. Término da zona de capceira; infcio da regiso aberts; so

l¢ recoberto por capim.

Pants 17 - 75 m a jusante do pontc 15, préximo & cerca, na reglic plana, com vegeta

30 rasteira.

Ponto 18 - 100 m 2 jusante do ponto anterior.

Ponta 20 - 120 m & jusante, junto & foz de cdrrego.

utilizados para a coleta. As amostras
foram transportadas em caixas de isopoy
com gelo e examinadas dentro de 24
horas (2).

Pesquise de fungos aqudtices - Somentes
de cénhamo (Canabis sattiva), cortadas
o sentide longitudinal, foram
colocadas com a parte cortada para
haixc, em placas de Petri estéreis
contendo 20ml da amostra. A incubagdo
foi realizada & temperatura ambiente &
sob lumincsidade normal e as leituras
foram realizadas do 2¢ dia até o 72
dia. & identificacio foi efetuada até
ginero com auxilico de bibliografia
convencional (4).

Contagem ¢ {dentificagdo de bofores -
Foi utilizada a tdécnica de incorporacic
em ‘agar Ypara contagem e isolamento de
bolores. Adicionou-se iml da amostra de
dgar Sabouraud-dextrose (Difco) com 100
ug/ml de cleoranfenicol. A incubagio foi
realizada a 27°C durante 5 dias e a
identificacio foi feita até género
sequrido biblicgrafia convencional.

Contagem ¢ identificagdo de fevedwizs -
Na contagem ¢ isolamentc de leveduras
foi empregada a téenica de incorporagdo
em  dgar con indeule de 1,0ml. Os
seguintes meios e temperaturas foram
utilizados: 1) dgar Sabouraud-dextrose
(Difco) acrescide de cloranfenicol (%00

ug/ml), acidificado com HCL 0,18 (phH
5,0}, incuabac¢do a 25°C, durante 5 a 3C
dias. 2) dgar ©peptona, dextrose,
extrato de levedura acidificade com
dcido latico a 10% (pH 3,5). incubagic
a 15°C, durante 5 a 30 dias (Symaréd &
Blacwood — {28). 3) meic acima com
acréscimo de 100ug/ml de cloranfenicol,
incubagio a  15°C 30 dias. Apds
incubacio, as coldnias morfologicamente
representativas eram semeadas em tubos
conrendo dgar Sabouraud dextrose (257
¢), sendc as leveduras identificadas
sequndo critérios de Lodder, 1470 (18)
& ¥reger-van Rij, 1984 {16).

Pesquisa de cofifonmes Tofais [(CT) e
coliformes {fecais {CF) e estreplococos
fecais |EF} - Foi realizada através da
técnica dos tubos miltiplos segundo
Standard Methods, 162 ed. (2).

Resultados e Discussio

Bactérias indicadoras de poluigio de
origem fecal relagio CF/EF - Os
resultados referentes a estes
parfietros encontram—se nas Tabelas 2 e
3.

Na Tabela 2 pode-se apreciar @ as
variacBes das médias geondtricas de
coliformes totais e fecais e de
astreptococes  fecais,  bem  como &
relacdo CF/FF, nas dpocas de estiagem e



Tabela 2 - Resultados bacterioldgicos -
Périddos de chuva e estiagem - Média
geométrica.
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de chuvas no pericd de mio/85 a
agosto/86.

Nota~-se que, j& no ponto 4 o Gorrego
se apresentava poluido e o maior valor
da média geométrica de CF ocorreu no
pericdo de chuvas quando, inclusive fol
obtida relagic CF/EF superior a 4,0
indicando a contribuigic de esgotos, de
procedénecia humana. feste pericdo,
estio incluidos os meses de férias
quando a populagdo do Hotel Fazenda,
que € o maior contribuidor de poluentes
para o corrego, encontra-se aumentada.
Verifica-se também, na Tabela 2, que oS
maiores indices de poluigic fecal
ocorreram, no geral, nc periode de
chuvas, ac longo de tode o cdrrego,

indicando ndo apenas influéncia da
maior densidade populacional, mas
também, o© carreamento de material do
sole para © @ COrpoe d‘tdgua e,
possivelmente, &  interferéncia do
aumento da vazdo, dificultando o©

‘processo de anto—depuracdo.

Quanto ao significado dos indices da
relagdo CF/EF para caracterizar a
origem da poluicdo, estes dois grupos
de indicadores t&m wfa importincia
especial quando utilizados em conjunto
pois a relagdo entre sva densidade
populacional pode diferenciar entre
poluigdo fecal de origem humana e a de
outros animais. Isto € fundamentado na
sua ocorréneia, em proporgdes
diferentes nas fezes do homem e de
outros animais, portantc, valores CF/EF
iguais ou superiores a 4,0 indicariam
origem humana, e iguais ou inferiores a
6,7, origam animal (12). No entanto, o
seu pericdo de sobrevivéncia 1o

‘ambiente aqudtico deve ser Jevado em

consideracio para aplicagdo da relagdc
CF/EF quando se pretende dJdeterminar a
origem da poluigio fecal em corpos
d'dgua. Kenner & Geldreich, - 1969 {11}
discutem que esta relagdo tem melhor
significade dentro das primeiras 24
horas em que a descarga de esgotos tém
acesso ao corpo 4'agua.: Feachem, 1975
relata que, mesmo com variacdio de
taxas de scbrevivéneia dos CF e EF &
possivel interpretar as relagbes entre
as densidades dos mesmos. Lin & Col.,
1974 {17) consideram gque a relagdo
CF/EF > 2 48 indica poluigdo de origem
humana. .

Cs resultados cobtidos neste estudo
possibilitaram camprovar estas
afirmagtes. flas Tabelas 2 e 3
verifica-se que, no periode de estiagem
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Tabela 3 - Porcentagem de aumento ou remoc3o de

pontos critices do Cérrego do Agrido.

indicadores, em relagido a

14 ESTIAGEM (Mafo a CHUVAS {8ulubrosas 2% ESTIAGEM (Abril o Agosto/8s)
Seteabrosas) B HaTga/86 .
PERTOS . cF 33 tF EF ’ 43 EF
95 em relaglo so P,, Remoglo de  Remagio de AumentG de  Auménto de Aumentc de Aumentc de
£7% £5% 58% B1-49 9IEK 525%
Py BM relagho ac £ Aumento de  Aumento de Aueenio dé  Aumento ge Aumenta ge Aumgnto de
1310% 0% 275% 134% 1143% 395%
Pigen relacdo =0 Pa flemagdo ge  Redogdo e Renuylu g8 Renogdo de Remogfo ae Remogds de
54, 5% 62% 73,3% - 92,3% 74,5% 69 ,6%
P jen relaclc ac P]D Aumento de  Aumento de Aumenip 08 fAumento de fAumento de Remuiyo de
900% £50% 5% 161% 23% 23,8%
Pmcm relaglo g N Remog¥o de  Remoglo ge Aumento de  Aumento de Remogla de Aumento de
52X BEX 95% 3€% 43, 6% 12%
Pzgem reldcao ag F"8 fiemog30 de  Remog3o de Remugdo de  Remoglo de Remoglo de Remogdo de
23, 4% 83,3% 7%,3% s8g 94,5% 50,65
e na época de chuvas os pontos 4 & 5 corpo d'dgua, haverd alteracio dos

receberam poluigdc fecal de origem
humana, isto foi corroborado pelas
informagbes de campo, onde o ponto 4
recebia despejos diretamente de alquns
chalés do Hotel Fazenda e ficou ainda
mais evidenciado na época de férias
(julho e dezembro a margo}. Nos pontos
7 & 8 este fato tanbém occorreu. Na 22
estiagem grande parte dos esgotos n3o
teve acesso ao codrrego, pols  se
infiltrava diretamente no soloc e,
portanto, nfo foi evidenciada poluigdo
fecal de origem humana, mesmo nos
pontos de langarento de esgotos. Ainda,
nesta época, a Fazenda recebeu maior
afluxo de hdspedes apenas no més de
juiho, ac contrdrio do periodo de
chuvas que coincidiu com as férias de
verdo.  Observou-se tambén maioy
contribuicdo de dejetos de origem
animal nos pontos 6 até o 20.

fo ponte 11, que recebia residuos do
curral, foi detectado, na 12 estiagem,
a relagdo entre as médias geowrdtricas
de CF/EF igual a 0,7 confirmando a
origem da poluigdio e, na 22 estiagem,
este indice foi igual a 1,0.

Quanto ao decaimento  bacteriano,
evidenciando o] processo de
autc—depuragio, observa-se na Tabela 3
que, dependendo da entrada de efiuentes
poluidores e das = condigBes

fisiogrdficas do corpo d'dgua, este
fenbmenc fica bem evidenciado.
E importante considerar que, quando

efluentes de esgotos domésticos ou de
procedéncia animal te_m acesso a um

componentes  bhidticos e abidticos desse
ecossistema  que irZo  variar em
magnitude dependendo do volume e razic
do efluente e das dimenstes e condigdes
fisiograficas do corpo receptor. Apds a
impacto inicial, uma série de fendmenos
naturais poderac occrrer e, passando 1
determinado tempo de percursc, sempre
na dependéncia da magnitude do impacto
e da capacidade de assimiiac;éo do corpo
receptor, a agua podera voltar &
apresentar caracteristicas similares
aquelas anteriores & deterioracio,
ocorrendc portanto © @ processo de
auto-depuragiio. Os principais fatores
que influenciam no decaimenta
bacteriano num corpo d'dgua  sdo:
temperatura, predadores, sedimentacgio,
niveis de nutrientes, pH, luz solar
{acic bactericida dos raios
altra-violeta), floculagdo, adsorgdo,
filtragB0 e oxigénio dissolvido {14).
Nesta avaliagdc foram considerados os
pontos de coleta onde os aspectos:
sedimentacdo, luz  solar, adsorgio,
filtraciic e aeragic tinham maior
propabilidade de ocorrer. :
Para melhor andlise dos resultadoes
foram esceclhidos os seguintes pontos de
amostragem: Ponto 4 ~ considerado como
pento inicial correspondendo ao local
de encontro das trés nascentes e cnde
se observou a presenga de esc_;oto
doméstico; Ponto 5 - onde ocorria maior
aerag@io tendo em vista a presenga de

uta  cachoeira; Ponto § - onde foi
evidenciada maior influéncia do esgoto



de origem humana; Ponto 10 - localizado
150m a jusante da cachoeira, sofrendo o
efeitc de aerag@io. Mo local amostrado
havia estagnacgdo, podendo cocorrer
também um efeito de sedimentagdo; Ponto
11 - onde ocorria despejo de esgoto
pecudrio; Ponto 18 - situado em campo
aberto, sofrendo maior agdc da luz
solar; Ponto 20 - localizado apds o

péntano, onde ocorria um processo de -

filtragdo, possivel
sedimentacio.

Analisando a Tabela 3 verifica-se
que, no ponto 5 em relagfio ao ponto 4,
o efeito de aeraGiio da cachoeira s6
ficou demonstrado na 12 estiagem e nas
outras duas fases do estudo isto ndo
ocorren. Na época de chuvas,
provavelmente, o aumento da vazdo e da
velocidade interferiu no processo. Na
28 estiagem, por ocasido da coleta, foi
registrado gque, no local de amostragem
havia lixo e animais mortos e que
contribuin para a deterioragdio da
qualidade da dgua. 8o ponto 8 o cdrrego
tem novamente suas condigdes alteradas
devido ao lancgamento do efluente no
ponto 7. fo ponte 10 observou-se
melhora significativa da - qualidade da
dgua pelo efeito de uma cachoeira no
ponto 9 e efeito da sedimentagdic neste
local. A dgua, no ponto 11, apresentou,
de modo geral, - sua qualidade
deteriorada pelo langamento de residuos
pecudrios. fNos ponrtes 18 e 20 houve uma
boa recuperagio da qualidade da 4dgua,
do ponto de vista bactericldgice, pelo
efeito bactericida da luz solar,
sedimentagdo, filtragio e adsorgdo. -

adsorgio e

Kay & MacDonald, 1980 (14), estudando
dguas represadas, relataram maior
eficiéncia do DProcesso de

auto-depuracao durantd a estratificagio
de verdo, devido ac efeito bactericida

da luz solar e da temperatura. Em

dpocas de chuva, ndc obtiveram, o
decaimento bacteriano esperado pois o
tempo de retengZo fol insuficiente para
que a aute—depuragdc ocorresse.

BErbora o presente estudo tenha side
realizado em ambiente 1dtico, foi
observado fendmenc similar na €poca das
chuvas. Verificou-se que, quando o
corrego alcangava ser corpo receptor,
jd apresentava boas condigles do ponto
de wvista sanitdrio, e devido ao
processo de auto—depuragic, com médias
gecmétricas de coliformes fecais
{(P/100m1) de 48 a 1700, quando se
considerou a é€poca de estiagem e
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chuvas, separadamente e, de 180, quando
se considerou todos os dados obtidos no
pericdo de estudo.

Funges aqudticos - Para o isolamento de

fungos  aquédticos foram testados
inicialmente, e em paralelo, vdrias
"iscas" como, sementes de  clnhamo,

mostarda e mamdo, papel celofane,
ecdise de cobra e exivia de camardo.
Chteve-se crescimento  apenas  com
semente de clnhamo, que foli escolhida
para este estudo.
Os resultados
Tabelas 4 a 8.
Poucos géneros foram detectados:
Achlya, Dictyuchus, Isoachlya, Pythdium,
Saprofegnia e Thraustotheca. Isto pode

encontram-se nas

evidenciar. a homogeneidade deste
ecossistema pois o codrrege € de
pequenas dimensdes. Achfya e
Saprolegnia foram detectados  em
praticamente - todos o5 pontos,
mdependentelrente do nivel de poluigdo
por matéria oz:ganlca e,

indiferentemente, nas €pocas de chuva e
estiagem. Dictyuchus foi mais
frequentemente isclado no periode de
chuvas; foi detectado em pontos com
alto nivel de poluig@ic de origem fecal
came o 7, 8, 13 e 14 mas também estava
presente, em alta incidéngia, no ponto
20, o menos poluido. Ilsocachfya foi mais
frequente na época de chuvas,
predominando nos pontos mais polwidos.
Thraustotheca foi o género mencs
encontrado e gue apresentou padrac de
distribuiciio bastante heterogéneo pois
ocorreu na 12 estiagem e na época de
c¢huvas, mas ndo foi dJetectado na 28
estiagem. Esteve presente em pontos
bastante poluidos como por exerplo 4 e
também em pontos limpos como o 18 e 20.
Pythium foi encontrado em praticamente
todos o©s pontos e em todas estagdes de
chuva © estiagem.

Para vérios autores, Klich & Tiffany,
1985 (15}, Misra, 1982 (21}, Alabi,
1971 (1), Dayal & Thakur, 1966 (6), nos
periodos - de chuvas aumenta a
possibilidade de carreamento de esporos
do solo para © sistema agqudtico,
aumentando o nudmero de fungos. Klich &
Tiffany, 1985 (15) relataram que Achfya
e Saprofegnia eram as espécies mais
camns do ambiente agudtico e Misra,
1982 (21) comentou gque a sua
distribuicio & ubiquitdria. Dick, 1971
(7), Perrot, 1960 (24}, Cooke, 1954
(4), Roberts,. 1963 (27), Waterhouse,.



Yabela & - Porcentagem dos géneros de fungos agudticos no pericdo de
estiagem - Malo/85 a Setembro/85.
FONTCE
s 4 5 [ 7 g 9 10 11 13 14 15 ie 17 18 20
Ronlya 47,27 20,0 42,85 12,5 16,06 16,68 - 16,65 16,60 33,33 14,23 16,06 20,0 60,0 14,23
Dictyecnus W18~ 14,28 12,5 - - - - - - - - - -
Iscachiya - 12,5 - - - - - - - - - _ _ _ _
Pythium 18,18 12,5 - 25,0 33,33 31,33 8U.0 1b.6 33,33 16.66 28,57 15,66 20,0 20,0 24,57
saprolegnia 27,27 25,0 28,57 50,0 50,0 33,33 20,0 50,0 50,0 33,33 42.85 16,96 0.0 - -
‘IMyaystotheca 9,0% - 14,28 - - - - - - - - - - 20,6 14,23
nusente - - - ~ - 16,86 - lbbe - 16,06 14,38 0.0 - - .57
Tabela 5 - Fregquéncia relativa dos géneros de fungos agudticos no
periodo de chuvas-Cutubro/85 a Margo/86.
toa
4 5 ] 7 ] 9 10 1 13 4 15 16 17 i8 20
Géner
Achiya 22,22 12,5 23,22 - $5,11 11,11 14,28 16,66 - 14,28 - 20,0 42,85 34,28 20.0
Dictyuchus 22,22 12,5 3333 28,57 22,22 33,33 - - i6,66 28,57 12,5 40,0 26,57 14,28 20.0
lacachdsya - 12.5 - 14,28 i, M - - 16,56 - 14,28 12,5 - - - -
Py Lhoum 33,23 37,5 11,11 28,57 33,33 33,33 42,85 33.33 66,66 28,57 50,0 20,0 28,57 28,57 -
Saprolegnia 11,11 12,5 13,1t 14,28 22,22 - 4,28 - - - - 20,0 - - -
Theawstotheca 11,11 12,5 22,22 - - 1.1 - - - - - - - 14,28 -
Ausente - - - 14,28 - 1,10 28,56 33,33 16,66 14,28 25,0 - - 28,57 600
Tabela 6 - Frequéncia relativa dos géneros de fungos agudticos no
pericdo de estiagem-Abril/B6 2 agosto/B6.
4 5 6 7 8 E 1 # 3% 1l % 17 1% 20
Achiya 16,66 50,0 25,8 16,66 S7.3¢ - ~ 25,6 12,5 20,0 14,28 33,33 - - =
Vintyuchis - - - 16,66 14,28 - 14,28 -« 12,8 - 4,28 - - - 33733
laoachdya 16,66 - - - - - - - - - - - - - -
Pytiiun 33,33 33,31 25,0 50,0 28,57 60,0 42,85 25,0 37,5 20,6 14,28 33,33 50,0 €0.0 16,66
Saptotegria 16,6 16,66 50, - - 40,0 2357 25,0 12,5 40,0 28,57 16,66 33,33 20.0 T6.66
Tarquslotheca - - - - - - - - - - - - - -
Hasents 16,6 - - 16,66 - - 14,28 25,0 25,0 20,0 28,57 16,66 16,66 20,0 33.33
1942 (29), citaram que muitas espécies padrico de sazonalidade para fungos
de fungos tém um ritmo sazonal pois acuaticos (Tabela 8). Acklya foi
varios ficomicetos aquaticos apresentam observada c<om maior intensidade = no
dois pericdos de germinagio e invernc durante a 12 fase do estudo

crescimento durante ¢ ano, na primavera
e no outono, permanecendo em repouso no
inverno e verdo, sendo isto relatado em
paises de climas temperados. Nos paises
tropicais e sub-tropicais ndc se tem
dados suficientes para comprovar este
fato. Neste estudo ndo fol obtido um

apresentandc uma homogeneidade na 22
fase. Diciyuchus . foi detectado com
maior frequéneia na primavera durante a
primeira fase da pesquisa e no ver&o,
na 22 fase.

Tacachlya ndoc toi
frequéncia tanto na

observado  com
12 guanto na 22



Tabela 7 - Frequéncia relativa

dos génercs de fungos agqudticos no
periodo em estudc: Maio/B85 3 agosto/86.
toS
4 H [ 7 8 9 0 1 13 4 15 1 7 18 20
GEney
Achlga . 23,07 36,36 20,8 9,5¢ &7 WA 52 18,75 1,0 22,2 9,09 23,53 22,22 23,53 11,11
Dietyuchud 15,38 4,54 20,0 19,05 13,63 15,0 5,26 - 10,0 11,11 9,09 14,76 11,11 5,88 22,22
laoachlya 3,84 9,08 - 4,76 4,54 - - 6,25 - 5,5 4,54 - - - -
Py it Leum 26,92 27,27 10,0 33,33 31,82 48,0 52,63 25,0 45,6 22,22 31,82 23,53 33,33 35,29 16,66
Saprolegais 19,23 18,18 25,0 23,80 22,73 20,0 21,05 25,8 20,0 22,22 22,73 17,65 27,77 5,88 5,55
Thraustotheca 7,68 4,54 15,6 - - 5.6 - - - - - - - 11,76 5,55
Ausente 3,84 - -~ 9,52 - 10,86 15,79 25,6 15,0 16,66 22,73 23,53 5,55 17,65 38.83
Tabela 8 - Frequéncia relativa de fungos aquéticos por
estac3o do ano.
cutino imems  PrLaavera Verdo Crakszes InvenK .
Malo-jun/ba  jul-ser/85 cun-dez/¥s  janemar/so  alrejun/eb  jul-agostofbo
hchtya 17,0 0,7 4,2 15,0 18,1 17,0
Tleduuchisy 8,5 1,8 24,3 18,3 W, 4,4
lscachlya 2,1 ~- - 10,0 2,1 -
Pythiuvm 23,4 5,0 24,4 . 34,3 36,1 34,1
Saprolegnia 36,1 28,8 14,3 - 4,2 a,
Thaguatotheca 2,1 3,7 5.1 3,3 - -
Ausenta 10,6 7.6 Vi, e 15,0 21,6 Z,4
fase. Pyth{um apresentou homogeneidade Para o isolamento destes
tanto na 12 fase como na 22 fase da microrganismos, nos ambientes

pesquisa. O género Saprofegnia foi mais
frequente no outono da 12 fase e no
inverno da 22 fase. Thraustotheca ndo
apresentou uma regularidade nas duas
fases. '

Geofungos - A ccorréneia e distribuicio
dos fungos em dgua doce de anmbientes
lénticos tem side c¢bhjeto de estudos

aguaticos, ndo existe padronizagdo, ndo
havendo uniformidade de nomenclatura,
devido a extensa sinonimia existente.
Para seu crescimento, o fungo pode
utilizar uma variedade de componentes
organicos tais COme aguicares,
proteinas, hemicelulose, lignina,
quitina e outros recalcitrantes, bem
como varios ions metalicos. Deste modo,

inclusive devido & possibilidade de sua podem participar de diferentes
utilizagio como indicadores de processos no meic mambiente,  sendo
poluigac. assim muito importantes nos ambientes

o Correge do Agridc os geofungoes

aqudtico e terrestre. Entretanto, a

foram estudados observandc-se a natureza e magnitude do significado
frequéneia dos géneros iscladcs e ¢ ecoldgico dos ~ geofungos,
nimero  de unidades formadoras de particularmente em sistemas agudticos,

colénias {UFC/ml) ac longo dos pontos
de amostragem e durante os pericdos de
seca e estiagem. Deve-se enfatizar, no
entanto, due a enumeragdo guantitativa
dos funges ndo € equivalente &4 de uma

ndo s&o bem compreepdidos e ainda
necessitam ser melhor estudados (26).

pode—-se

os resultados obtidos. Na

Bofores - Nas Tabelas de 9 a 3
apreciar

pactéria, porque uma coldnia de fungo Tabela ¢ verifica-se que o mimero de
pode resultar de uma dnica célula, de URC/ml foi superior na 12 estiagem
um  agregade de células, ou de um {maioc a setembro-85) seguido da 22
miceélio. Por esta razdo, € suposto que estiagem, obtendo-se, no pericdo de

cada coldnia identificadz na superficie
do dgar seja originada de uma unidade
formadora de coldnia (26).

chuvas, um menor mirero.
Os dois pericdos de estiagem que
apresentaram = auwnento  no numero de
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Tabela 9 - Geofungos

{bolotes)

média do n@

$4.f.C./m} por ponto £ periodo de amostragem.

i0

15 36 17

Maio—getanro

1985 — estiagem 13§
Oatube/ Gomiar-
co/Bb =~ chuvas 14
Rt T-agostof 86

— estiauas 10
Maio/ Somjunho/

84 - wotal 13

13

10

1

1w % 1%

UFC/ml abrangeram a época de férias
escolares {julhc) onde o mivero de
pessoas hospedadas na fazenda prdxima
aoc (drreqo sofreu grande aumento,
contribuindo com o aurento do esgoto
que atingiu © Cdrrego acrescentando
matéria orgénica favordvel a0
crescimento de bolores. Acrescenta-se
ainda que estes pericdos coincidiram
com o periodo da maior queda de folhas
que constituem um substrato vegetal
adicional contribuindo para o
desenvolvimento dos fungos presentes no
corpo d'dgua. No entanto, istc ndo
explica o baixo nimere de UFC/ml
observade no periodo. de chuvas que
ramém coincidiu com o pericdo maior de
férias, sendo que, ao se estudar OS
dados bactericldgicos, ficou hem
evidenciada a influéncia do aumento de
héspedes na alteracfo da qualidade d
corpo 4'dgua. .

Na 12 estiagem foi observado am
aumento crescente no nivero de UFC/ml
estre os pontos 7,& 11, correspondente
a 275% em relagio ao ponto 7. testa
dpoca © ponto recebia descarga de
esgoto domstico e o ponto 11 recebia o
lancamento de despejo da lavagem de
estabulos dos animais, Jjustificando
portanto, este aumento.

O aurento de 76%, no ponto 7, em
relagic ao ponto 16, pode estar
relacicnado com a presenga de gado
neste local.

A relagio CEF/EF revela o predominio
de poluicdo de origem animal (Tabela
3).

Na 22 estiagem (abril-agosto de 86)
tambem ocorreu um. aumento de 100% no

némero de UFC/ml no ponto 11 em relagdo
a0 ponto 7 talvez pelos mesmos motives

34 citados.

0 ponto 16 também apresentou  aumento
de 275% em relagio ao ponto anterior
(P15). Isto também pode ser devide &
contribuicic da poluigio de origem
animal neste local.

do pericdo de chuvas (outubro-86 a
marco-86) pode—se observar que O nurero

de UFC/mi manteve-se praticamente
homogéneo por todo © cdrrego,
possivelmente devido ao aumento do

fiuxo de dgua corrente distribuinde os
espores por todo ¢ corrego.

.& presenca de cachoeira nos pontos 5
e 9 deveria ter influéncia sobre o
ndrero de UFC/ml. Verificou-se uma
reducio de 24% apds a prireira
cachoeira, mas apds a cachoeira do
ponto 9 foi obtido um acréscimo de 36%.

Quanto & auto—depuragdo, observou-se
a eficiéncia do péntano neste processo
porque apds o ponto 18 houve, em todas
as estagBes, uma redugfio no mimero de
UFC/ml de geofungos.

Em geral,.no ponto 20 verificou-se
decréscimo significativo de UFC/ml em
relagio aos pontos 11 e i8,
respectivamente, mostrando a eficiéncia

do pantano no Drocesso de
autc—depuragio.

Maki e Cols., 1984 (19), estudando
lagos de dgua doce em Wiscosin,

obtiveram picos de UFC/mi de bolores do
inicio até & metade do wverdo, sendo
outrc aumento observade no outono. O
aumento de UFC/ml no Corrego do Agrido
coincidin com as estagdes de outono e
inverne  possivelmente devido ao
substrato vegetal adicional que
contribuiu para o seu desenvolvimento.
Maki e Cols., 1984 (19) relataram que
virios investigadores cbtiveram niveis



de 102 a 105/100ml de fungos, tanto em
dgua doce como em Agua marinha, e
informaram que seus dados estdo
inciuidos nesta faixa. O majior
resultado encontrade neste estude fol
de 5,5%103/ml.

Cureshi & Dutka, 1974 {26), em
estudos no lago Ontdrio, Canadd,
chtiveram maior numerc de UFC/ml nas
margens em relagdo aos locals mais
centrais do lago, provavelmente,
evidenciando a contribuigio do solo e
dos despejos nas margens do lago. No
presente estudo, como se tratava de um
cérrego de pequenas dimenstes este fato
ndc foi detectado, portanto, pode-se
supor que © Solo proximo ao cdrrege e
despejos langados contribuem para ©
aumento dos fungos neste ecossistema.

Quanto acs géneros, foram obtidos, em
ordem de frecquéneia: Fungos  ndo
esporulados {FNE), Fusarium,
Cladosporium, Trichoderma, Peniclffium,
Phoma,  Aspergilfus, Cephalosponium,
Mucon,  Geofrichum e  Monaseus. Os
génercs raramente  isclados — foram:
Newrospora, Trdehofecdium, Streptomyces,

Cunningamela, Venticicefium, Rhizopus,
Paecifomyces, Nigrospona,  Epicoccum,
Chaetomiwm, Curvufardia, Cincinella,

Auneobasidium e Alfernaria.

Noell, 1973 (22) relatou o isolamento
de geofungos de rochas de corregos
poluidos por efluentes de esgotos e oS
géneros mais frequentes foram:
Fusarium, Phoma, CLadosponium,
Verticiflium, FEoplcoccum, GLiocaddium,
Alternania,  Acnemonium, Aspergiflus,
Pestalotia e Curvulardia. No Corrego do
Agrido somente 4 géneros coincidiram
com os isolados por este autor.

Qureshi & Dutka, 1974 (26) isolaram,
no lago Ontdrio, os seguintes géneros
em maior frequéncia:  Aspergiflus,
Fusanium,  Peniclflium, Cladosporium,
Trichodenma, Leptomitus, Alfernaria e
Mucox. Entre estes glneros, sels também
foram mais frequentes no Cdrrego do
Agrido, durante o pericdo em estudc.

Todos ©s géneros encontrados no
presente estudo sdo, de modo geral, de
distripbuigiio universal.

Para verificar se alguns dos génerocs
poderiam ser bons  indicadores de
poluiclo, os dados foram  agrupados
segqundo as estagbes de chuwa e
estiagem, quanto & porcentagem de
frequéneia {(Tabelas 9 a 13).

fungo ndo esporulade ou  Mycelda
stenidia 4FENE) ocorreu con maior
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frequéneia, foi isolado em todos os
pontos de amostragem e, com maior
incidéncia nos pontos 9, 13 e 18
(Tabela 13}. Purchic, 1978 (25),
estudando a microbiota fingica na
Raixada Santista {SZ0 Paulc), detectou
FNE predominando tanto no ar come na
dgua do mar de regifo poluida e discute
a possibilidade deste grupe de fungos
ser utilizado como indicador de
poluigdo. Neste estudo estes fungos
ocorreram com frequéncia similar tanto
em dguas poluidas como ndo poluidas.

Levedunas ~ BAs leveduras foram
estudadas procurando—-se  observar o
mirere de UFC/ml e os géneros iscladoes,
relacionando-se os periodos de seca e
estiagem.

0 meio de cultivo preconizadc por
Simard & Blackwood, 1971 {28),
acrescido de cloranfenicol (1060ug/mi)
com incubagdc a 15°C, foi o que
apresentou melhor resultade para o
isolamento das leveduras inmpedindo, de
modo mais  eficiente, um maior
crescimento de bactérias e bolores.

Na Tabela 4 pode-se observar 0s
resultados obtidos. Das 220 amostras
examinadas 120 (54,6%) apresentaram
resultado positivoes, frente a
metodologia aplicada no exame, sendo oS
géneros mais frequentemente iscladeos:
Candida, Rhodotorula e Cryplococcus.
Kloechera, Trichosporon e Aureobasidium
foram também isolados e entre oS
formadores de ascosporos Hansenuda,
Pichia e Saccharomyces.

0 género Candida predominou na época
de chuvas, no pontoe 4 onde elevado

nivel de poluigdo fecal de origem
humana ~foi detectado, enfatizando
portanto a origem da poluigio. HNeste

ponto a nédia gecxnétrica do RVP/100ml
de CF foi 2,4x10% e a relagic CF/EF, de
61,5. Isto evidencia ¢ impacto do
aumento da densidade populacicnal no
Hotel Fazenda devido & época de férias
e ¢ langarmento direto do esgoto de
alguns chalés neste local.

0 género Crypfococcus  apresentou
mimero incontavel de coldnias no ponto
13, na mesma €poca, ponto este que
apresentou  média gecmetrica de
NMP/100ml de CF de 2,2x103.

Na 12 estiagem houve predominincia de
Cryptococeus nos pontos 7, 8, 11 e 15
que .apresentaram, respectivamente
médias_geondtricas de 8MP/100ml de CF;:
1,0x103; 1,1x104; 6,0x103 e 1,5x103
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Tabela 10 - Porcentagem de géneros
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Tabela 11 - Percentagem de

Qutubro/85-Margo/86.
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{Tabela 2). Os pontos 7 e 8 sofrem
interferéncia direta . dos esgotos
domésticos langades no ponto 7; © ponto
11 recebe despejos de um curral e,

principalmente, neste periode estava
sendo bastante- afetado por, este
lancamento, ¢ que ndd ocorreu na 28

estiagem quando este residuo, devido &
seca, estava infiltrado no solo. O
ponto 15 ainda era afetado pelo
langamento no ponto 11. :

Na dpoca de chuvas, quande o Indice
de poluigdc do cdrrego foi elevado € O
processo de auto-depuragic ndc fol



Tabela 13 - Porcentagem de g&neros de
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bolores -
\
Maio/85 a Agosto/86.
PonteS 4 05 & 7 8 9 10 1 13 14 15 16 37 18
GEryzros
CRadosporitm 34 33 8 5 15 10 22 11 13 18 17 3 17 14 35
Flsasdum 21 22 21 17 3 15 17 1 3 0 9 21 I 0§ 12
RGeS N30 espo
rulados TO7 17 18 15 17 25 15 0 w4 18 17 14 22 3 0w
Trichoderma W8 18 35 16 N 13 9 10 1n t4 18 15 W 3
Geotricium 1 0 2 o B 9 3 % I fT WL O 1 0
Penieillivm 2 1 1 18 5 %12 9 21 8 W 7 e 7 3
Asperglllus 5 3 2 1 2 3 + 3 & 2 2 7 S 3 3
Cephatosponium 3 0> & ¥ 2 2 5 1 3 £ uv 3 1 4 13
Phoma T3 4 2 4 6 3 4 03 1 8B & 2 3 0
Mucon 13 o 1 3 17 ¢ 3 1 oz 3 01 1 1 1
Honmsous 2 0 1 2 ¢ 1 v 0 1 £ 0 1 0 9 o0
oIS 3 03 & vV 1 B b Z 7 8 10 3 b 4 48
Tahela 14 - G&neros de leveduras e contagem (média do nGmeroc de
UFC/m1) por ponto e periodo de coleta.
Simbolos: * = Incontdveis UFC/ml.
Perfcde ~ Fontog de doleta
de coleta feness 4 S 6 7 8 8 1 1 314 15 16 17 18 20
X Candida 0 ¢ 10 3 15 ] o 7 9 3 0 5 0
Estiagem 1 Cryptococcus o 20 43 10 3 55 Q 0 52 & 2 1 @
o & Kloechera 4 2 ¢ 0 o 0 o [/ ) o1 ¢ 0 0 ©
1 -
cot, o Rhodotoruta 1 6 4 5 6 18 a e 0 0 1 1 0
Ge 7985 Taichosporon. 0 ¢ ¢ 8 0 9 o o 0 ¢ 6 0 0 0 o
Auxeobadidium i} ¢ 0o 0 o0 [ [+ 5} [ 6 0 0 0 0 1
Chuvas Candida » 2 1 0 0 0 0 [ 1 o0 9 0 0 o
Otubre a Cagplococaous 0 8 0 0 O o o o . ¢ 1. 0 0 0 O
Margn Rhodotonula 11 6 ¢ 0 0 o [ ] 0 0 0 ¢ 0 0 0
85/86 )
Taichosporon 9 0 ¢ 0o 3 o 0 0 Q 0 0o ¢ 0 0 ©
Asng obasid lum 9 ¢ ¢ 0 o 0 a ] Q o 0 3 0 0 0
) Candida ' 18 26 12 2 “ [} 1 3 oo & 0 0
Estiagem 2 Cayptococons b ¢ 1 o0 0 o 0 0 Q 0 0 ¢ ¢ 8 @8
Abril a Hatyenula 0 [T o 0 4 7 6 0 90 0 0 0
Agosto de Kfoeckers [+] e 0 5 ¢ :] <] 0 o 2 0 1 0 t 0
1986 Pichia 0 i 0 0 [i] o] o] o 6 ¢ 0 0o 0 o
Rhodotorula 3 e 6 o0 o [ 1.0 0 & 0 0 0o 0 :
Stecharomyees 9 ¢ 0 0 0 4] o o o ¢ ¢ 1 0o o o0
Taizhosporon "] c o 0o 0 [¢] o ] ] ¢c o 92 10 0

eficiente, Crypfococcus prevaleceu no
ponto 13.
Na 22 estiagem o género Candida

prevaleceu nos pontos 6, 7, 9 e 13 onde
as médias geomdtricas do NMP/100ml de
CF variaram de 330 a 4900, mas ocorreu
em ndmero incontdvel no pento 9, onde o
indice de CF foi mais elevado.

0 género Rhodotorufa  acompanhou
Cryptococcws na 12 estiagem nos pontos
11 e 15, porém ocorreu nesta £poca
desde o ponto 7, onde o esgoto €
langado no odrrego, indicando também
poluigdo fecal. Este género também foi
detectado na época das chuvas,
juntamente com © génere CLandida,

corraborands 05 achados ja  comentados
antericrmente sobre a maior incidéncia
de poluicio fecal nesta época.

E importante notar que, a partir do
pontc 16 até o 20, leveduras ou niag
foram detectadas, ou o foram em baixas
quantidades, corroborando os relatos de
outros autores (2, 13, 23).

Confirmou-se tambeEm Dor este
par&metro que hd um processo efetive de
auto-depuragio no Corrego do Agridc
devido as suas condigdes fisiogrdficas.

Conclusdes

Com-base nos resultados foi possivel
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confirmar a validade da relacloc CF/EF
na caracterizagio da fonte de poluigdo,
principalmente quandc se efetua esta
relagdo utilizando as médias
geometricas dos valores de BEF e CP, e
quando se considera, como proposto  por
Feachem {13} valores 2,0 como
indicativos de poluig@o fecal de origem
humana, estes achados comprovam tambén
og obtidos anterlormente por Martins e
col., 1984 (20) em &dguas do Rio
Atibaia.

Comprovou-se  também a eficdcia do
processo de autc-depuragic no cdrrego,
na dependéncia das condigdes
fisiogrdficas do meswo; principalmente
quando se considerou o© decaimento de
bactérias e leveduras.

Fungos aquaticos e bolores, quando
identificados até o nivel de género ndo
foram bons indicadores de poluicic pois
ocorreram, indiferentemente, em areas
limpas e poluidas do odrrego, no

entanto sua  contagem  possibilitou
evidenciar poluigdo por matéria
corganica.

0 nimero de leveduras pode ser

considerado como uwm  bom indicador de
poluigio no ambiente estudado, e por
outro lado quando se considercu apenas
a sua presengz ndo foi possivel
cbhter-se uma interpretacio de seu
significado. '

Summary

Utilization of bacteria and {ungl a3
idicatons in  the evaluation of
physiographye factors that interfere in
The self-depuration process {n a
subtropical stream

The self-depuration studies of the
syb-tropical stream "Cdrrega  de
AgriZo", affluent of
Jacaré-Pepira-River SP, which receives
effluent of domestic and cattle raising
wastes, was performed through the
utilization of ©biological indicators:

fecal and total coliforms, . fecal
streptocceeii angd aquatic and
terrestrial fungi. The pericd of study

involved two drought seasons and & rain
period. It was observed the influence
of physicgraphic conditions in  self
depuration cf tne water body. The
relaticnship FC/FS allowed the
characterization of the water and it
was observed that the number of yeasts

Prof. Dr.

(U.F.C./m1), was good indicator of fecal
pollution, but this was not true in

relation to acguatie and terrestrial
molds.
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DETECCAD DA ADESINA FY EM AMOSTRAS DE ESCHERICHIA COLI ISOLADAS DE BEZERROS  COM

DIARREIA NO BrASIL
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Foram estudadas 84 amostras de £. cof{ isoladas de fezes diarréicas
de bezerros, com o cbjetivo de verificar a ocorréncia da adesina FY

nestas amostras. Pelo
manose-resistente com hemdcias

ensaio de
bovinas e de

micrehemaglutinagio
sorgaglutinag®c em

18mina com antissorc anti~FY, cbservamos gue $,3% das amostras de L.

cofl apresentaram a adesina FY,

sendo Gque estas n3o produziram

enterotoxinas (LT e/ou STa} ou verotoxina {(VT).

Introducio

Um  dos fatores essenciais na
patogenia da celibacilose neonatal € a
colonizagio do  intestino dos animais
por amostras de  Eachendichia cold
enteropatogénicas. A colonizagiio &
mediada, via de regra, por adesinas
(antigenos de aderéncia ou fator de
colonizagio), encontradas na superficie
das células dos colibacilos, que
facilitam & ades3c & mucosa epitelial,
guando entfo a bactéria multiplica—se e
produz  enteroxinas - (7)) ou verotoxina

(9}.
E. aofi{ enterotoxigénicas (ETEC)
isoladas de  bezerrcs com diarréia

neonatal podem apresentar os fatores de
colonizagdo (FC) K99 e/ou F41 (12, 12,
17). Um outro antigeno de aderéncia
dencminada FY foi observado em amostras
de E. cofl isoladas de bezerros com
diarréia por Girardeau & Col. (5).
Posteriormente, outra adesina,
denominada Att 25 foi descrita por Pohl
& Col. (15). Entretanto, Morris & Col.
(11} verificaram serem essas duas
adesinas semelhantes soroldgicamente. A
ccorréncia de amostras de E. cofd Fy+
ndo enterotoxigénicas foi descrita na
Franga (5), Belgica (14), Japdoc (16),

Escdoia e Inglaterra (10}, podendo
ainda este antigeno ocorrer associado
acs FC K99 e/ou F41 quande entio
produzem enterctoxinas (1, 10). Uma
nova adesina, denominada 31A  foi
descrita por Girardeau & Col. {5},
tendo sido também observada por Shimizo
& Col. (16). A capacidade
hemaglutinante desses novos FC (FY e
31n) é idéntica, isto &, as bactérias
que os produzem aglutinam hemdcias
bovinas na presenca de D-manose. Scb o
vonte de vista antigénico, contudo,
estas adesinas sdoc distintas (1, 16).
Este trabalho tem por objetivo
verificar a ccorréncia no nosse meio da
adesina FY em amostras de E. cofd
isoladas de bezerros com diarréia.

Material e Mstodos

Amostnas - Oitenta e séis amostras de
Eschendichia cofl{ foram isoladas de
fezes diarréicas de bezerros com até
duas semanas de idade, no Centro
Nacicnal de Pesquisa de Gado de  Corte,
EMBRAPA, Campo Grande, MS. Amostras de
E. coli padrdo produtoras das adesinas
FY cddigo (Att25) e K99-FY (11a) nos
foram cedidas respectivamente por C.

Rev. Microbiol., S#c Paulo, 20(3):292-295, Jui./Set. 1989



Wray do “Ministry of Agriculture,
Fisheries & Food, Central Veterinary
lakoratory"”, Inglaterra e M. Contrepois
do "Institut National de la Recherche
Agronomique”, Franga.

HMedlos de culfura - Para o cultive das
amostras em estudo 05 seguintes meio de
cultura foram utilizados: meio de Minca
(6) e "tripticase soy broth" (TSB,
bifeco).

Microhemaglutinagdo  manose-nesislente

{MHMR] - ©  ensaio foi realizade
conforme recomendagtes de  Jones &
Rutter (8). Cincoenta microlitros de
uma suspensZo a 1,5% de hemacias

bovinas, previamente lavadas em salina
tamponada com  fosfato (PBS) e
ressuspensas em PBS contendo 0,5% de
D-manose, foram adicicnados as
suspens®es  bacterianas diluidas na
razdo 2 em placas de microtituloc. A
mistura foi entlo incubada a 4°C por 2
horas guande entdo procedemos a leitura
das reagtes.

Prepano do anfissors -  Suspensdo
bacteriana contendo 108 unidades
formadoras de colénias/ml da ampstra de
E. coldl 1ia, cultivada em meic de Minca
{37°C por 18 horas} ac qual. se
adicionou 0,52 de formol foram
inoculadas intravenosamente em coelhos
albinos adultos como recorendadc por
Bdwards & BEwing {4) pera a preparagdo
de antissorcos OK. Os antissoros obtides
foram exaustivamente abscrvidos como
recomendado por Contrepois & Col. (2}.

Deteccdo de  enfenofoxinas Leamo-£dbif
{LT] e fexmo-estdvel (STa}l e verofoxina
{(UT] - Para esta finalidade utilizamos
respectivamente as técnicas de
Imunchemdlise Radial (18), ensaio do
camundongo recém-nascido (3) e o ensaio
em célula VERO (19).

Resultados

Do total de 86 amostras de E. cofd
isoladas de fezes diarrédicas de
bezerros, verificamos pelo ensaio de
MEVR com  hemdcias bovinas que 12
amostras (13,59%) aglutinaram essas
hemacias na presenca de D-mancse
{(Tabela 1). O antissorc anti-FY apds
ahsorgac apresentou aglutinagico intensa
guando diluido a 1:20, frente & amostra
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Tabela 1 - Caracteristica
bioldgicas observadas nas
amostras de Eachenichia cofd
isoladas de fezes de bezerros

que aglutinaram hemdcias
bovinas.

Simbolos: = =
Microhemaglutinagio
manose-resistente, ensaio

realizado com hemdcias bovinas
na presenga de D-manose; *¥ =
Toxinas: LT, S5Ta ou VT; *** = 0
titulo representa & reciproca
da maior diluig¢Zfic da suspensio
bacteriana gue hemaglutinava
eritrécitos bovinos.

Toxinases Aglutinagio

. .
Arestras MR ANti-FY
54-5 2564049 - +
86-5 4 - +
87«1 65 - -
52-1 64 - +
$4-1 64 - -
§5-3 64 - +
96-3 64 -~ +

111-3 64 - +

118-1 32 - +

2147-4 256 - +

2147-5 1% - -

3065 64 - +

At£25 (FY ) 256 - +

STta +

1la (K397.F¥H) 256
Ki2

homdloga cultivada no meio de Minca por
18 horas a 37°C. Utilizando entic o
antissorc anti-FY, verificamos que das
12 amostras de E. col{ gque reagiram com
hemdcias bovinas, 8 (9,3%) apresentaram
reagdo positiva frente ac antissoro
anti-FY. Observamos ainda, que nenhuma
das amostras FYY por nds  isoladas
produziu toxinas do tipo LT. STa e/ou
VT (Tabela 1).

Discussdo

Recentemente, em adigdo &as adesginas
K88 e F41 (12, 17) asscciadas a casos
de diarréia em bezerrcs, noves fatores
de colonizagdo foram descritos, FY (5)
e 31A (5}. Varios autores descreveram a
ocorréncia destas adesinas em
diferentes paises associadas ou ndoc a
K99 ou 741 (2, 5, 10, 14, 18). Assim,
estudos  epidemicldgicos demonstraram
gque na Franga, 9% das amostras de E.
cofi enterotoxicénicas (STat) isoladas
de bezerros apresentaram a adesina FY
assocciada a K99 (2), enquanto que na
Bélgica esta associagio se situa ao
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redor de 30% (14). Na Inglaterra e
Escdcia fol verificado a ocorréncia de
3,4% de amostras Fy+ n&ao
enterctoxigénicas (i10). 1o  Japio,
Shimizu & Col. (16) também examinando
colibacilos nio enterotoxigdnicos,
observaram a incidéncia de 7% de
amostras FYT e 0,9% de FY' associado a
31A. _

A jmportdncia das adesinas FY e 31A &
sugerida em pesquisas realizadas em
bezerros, nos cuais através de
desafiocs, amostras de E. coli
produtoras destes antigenos, mas ndo
enterotoxigénicos, foram capazes de
produzir diarréia nes animais
inoculados (1, 16).

Bn nossos estudes verificamos @ a
ocorrénecia de 9,3% de amostras de €.
cofl FY' isoladas de bezerros com
diarrdéia, nZo estando estas associadas
a cutras adesinas (K389 ou F41).

Confirmando os resultados observados
por Shimizu & Col. (16) e Morris & Col.
{10), nenhuma de nossas atostras FY'
produziram enterotoxinas (LT ou STa) ou
verctoxina (VT).

Esta € a primeira vez que o antigeno
FY & descrito como ocorrendo no Brasil
e os resultados por nés obtidos sugerem
que a frequdncia de 9,3% relativa a
este antigeno, encontrada entre 86
amostras de E. coll isoladas de fezes
diarréicas de bezerros nd3o pode ser
desprezada. Por outro lado, a
semelhanca do que ocorre em  outres
paises, estes mesmos achados justificam
pesquisas adicionais para verificar uma
possivel associagdo de FY com K99, F41
ou 312 e suas implicagdes na
colibacilose bovina. -

A possibilidade desta hipdtese; se
confirmada, faz antever modificagBes e
possivel inclusdo desta adesina em
eventuais wvacinas que venham Ser
preparadas para a immoprofilaxia da
colibacilose bovina.

Summary
Detection of FY adhesin in sirains of

Eschenichia cobi JLisofated from calves

with digrrhea in Brazif

£ight-six strains of E. ¢o0f{ isolated
from calves with diarrhea were studied
to evaluate the occurrence of. FY
adhesin. Test for mannose-resistant
microhemaglutination with erytrocytes

fram calves and slid aggiutination with
anti-FY antiserum were carried out.
Eight {9.3%) were positive for adhesin
put none of them produced  either
enterotoxins (LT and STa) or verotoxin
(vr) .
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DETECCAO DE REBANHOS BOVINOS PORTADORES DE MICOPLASMOSE ATRAVES DO ISOLAMENTO DE
MyCOPLASMA BOVIS DE EXSUDATOS NASAIS DE REZERROS

Resuro
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Estade de Ric de Jansiro

Alameda S3o Boaventura n2 770

24123 Fonseca Niteréi, B8rasil

Fei realizada uma pesquisa scbre & presenga de Mycopfasmatafes em
rebanhos bovinos no Estado do Rio de Janeiro, por meic do cultivo de

exsudatos nasais de
pesguisades, 19 apresentaram

bezerros,
resultados positivos, tends sido

De wum total de 144 animais

isoladas 6 amostras de M. bovds, 12 amostras de A. faidlawii, e em

um animal foi detectada infecclio mista por M. bovis e A.

faidlawii.

Os resultados servem para alertsr aos veterindrios da existéncia de
Mycopfasmatales nos rebanhos bovinos do £stado do Rio de Janeiro,
bem como para gque wmedidas eficazes sejam tomadas, no sentide de se
iniciar o 1isolamento e identificag¥c desses wmicreorganismos de
materiais c¢linicos remetidos aos laboratdrios de diagndstico, para

exame microbiclédgico.

Introducdo

Hn geral, pneumoniaz € a causa mais
importante de morbidade e mortalidade
de bezerros, podendo ter como  agentes:
virus, Mycoplasmatales e bactérias, A
exacerbagic dos sintomas pode ocorrer
devido as condighes ambientais e de
manejo dos animais. Diferentes espécies
de Mycopfasmatales tém sido isoladas do
trato respiratdrio de bezerros (4, 10,
22), mas algumas s8o provavelmente
comensais ou invasoras cportunistas. As
trés espécies de Mycoplasmatales
comamente isoladas de pulmbes
pneuménicos de  bezerros, e que
comprovadamente s80 patogénicas
(através de inoculagdo experimental em
animais gnotobidticeos) s3o Mycopfasma
dispar, M. bovis e Ureeplasma sp. (7,
9).

Mycoplasme bovis tem sido isclade de
pulmdes pneumBnicos de bezerros, assim
como de  outros bhovinos  enfermos,
notadamente aqueles com  mastite,
artrite e infecgles urogenitais (8). De
acorde com Boughton &  Wilson (3), as
infeccdes rmamdrias podem ser
subclinicas e, algumas vezes,  sem

apresentar uma contagem de cdlula alta,
sendo que a maioria das vacas se
apresenta como portadora assintomdtica
(12). Ruhnke & Col. (20) e Bicknell &
col. (2} descreveram casos de excrecgdo
prolongada,  tanto continua les'ii'e)
intermitente, apds infecglio clinica.

A patogenicidade de M. bouis tem sido
demonstrada em diferentes localizagdes
anatdmicas sob condigbes experimentais
controladas. Este Mycopfasma € logo
apds M. mycoldes subsp. mycoides
{cavsador de pleuropneumonia contagiosa
dos bovinos), provavelmente ¢ mais
patogénico de todas as espécies de

Mycopfasmatafes iscladas de bovinos
{8}.

o  Brasil, existe pouquissima
informag8o sobre a ocorréncia de

Mycoplasmatalfes na populagic bovina. Em
1978, Rossini e seus colaboradores (18}
descreveram o isolamento de Mycopfasma
sp. de tecide pulmonar de 4 bhezerros
{de um total de 6 estudados) que haviam
morrido por pneuronia. Em 1981 Rossini
& Col. (19) reportaram cue um dos
microorganismos isclados havia sido
classificadc na Inglaterra como sendo
M. bovis. Em 1982, Liberal & Col. (14}

Rev. Micropicl., S8o Paulo, -20(3):296-302, Jul./Set. 1989



e mais tarde Liberal & Romiin (13)
descreveram © isolamento de Mycopfasma
sp. dos puledes de 16 bezerros gque
haviam wmorrido por pneumonia severa no
Estado do Rio de Janeirc. O diagndstice
bactericldgico foi confirmade em 12
Cascs pela presenga de
histoldgicos  caracteristicos dessa
enfermidade (4). Infelizmente, os
Micoplasmas isclados ndo puderam ser
classificados a nivel de espécie, pois
n&c havia no Brasil antisoro especifico
para realizar os testes soroldgicos
para identificagic dos microorganismos.

Esta pesquisa foli reslizada com o
objetivo de identificar as espécies de
Mycoplasmatales presentes em bovinos do
Norte do Estado do Rio de Janeiro,
através da cultura e isolamento dos
micrcorganismos & partir de exsudatos
nasais dg bezerros, detectando assim
rebanhos portadores.

Materiais e Métodos
a} lsofamento de Mycoplosmatafes

Foram coletadas amostras Jdo trato

respiratdrio superior (descargas
nasais) de  bezerros aparentemente
sadios pertencentes a 7 fazendas

sitvadas no tNorte do Estado do Ric de
Janeirco. Os animais foram escolhidos ao
acaso, na hora da coleta do leite, nos
currais, através de swabs nasais. Eles
representaram 20% da populagdo total de
bezerros de cada fazenda.

As amostras foram coletadas
utilizando—se swabs de  algodio,
estéreis, flexiveis, comrados no

coméreio,  que  foram  imediatamente.
colocados em tubos de ensalo, contendo
meic "E* de cultivo (17). Os tubos
foram mantidos em geladeira (4° C} até
sua chegada ac laboratdric. Estes foram
incubados & 37°C e observados a cada 24
horas para mudanga de pH (pelo
indicador wvermelho de fenol) ou
presenga de turbidez. Caszo uma ou outra
alteracio fosse observada, a amostra
era diluida serialmente (de 10-1 a
t0-4), em meio "E". RAmostras gue ndo
apresentaram qualquer alteragdo foram
mantidas incubadas a 37°C por 7 dias.
Quando as alteragdes mencionadas foram
observadas nos tubos diluidos, as
maiores diluigbes que apresentaram as
mudancas 3d descritas foram semeadas em
placas de meio "E" na forma sdlida,

achados
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usando a semeadura da gota pendente. As
placas inoculadas foram  incubadas
dentro de uma lata contendo um pedaco
de algodiic umedecido ocom 3gua -(para
manter a umidade) e uma vela acesa
(para aobter uma tensdo de CO2 entre 2 e
3%) e incubados a 37°C por 7 dias. Apds
este periocdo, as latas foram abertas e
as placas foram minuciosamente
observadas a0 microscopio, para a
visualizag8o das coldnias tipicas de
Mycopfasmaioles, usualmente designadas
como  "coldnias em ove frito", devido &
forma dnica de crescimento dos
microorganismos. -

Quando as referidas colénias foram
visualizadas, blocos de dgar contendo
as mesmas foram retirados das placas,
com o auxilio de uma espatula flambada
e resfriada, colocados em Eukos
contende meio "EY, e incubados como
previamente descrito. Este procedimento
foi repetido por 3 vezes utilizando-se
o mesmo meio "EY porém sem inibidor
(antibidtico), para assegurar que ndo
se tratava de formas "L" de bactéria.

b} Ideniificagdio de Mycopfosmatafes

hs amostras de Mycoplasmatales Foram
identificadas utilizandc-se  provas
bioquimicas e soroldgicas.

b.1. Provas bioquimicas
b.1.1. Dependéncias de Esterdis

Solugtes de poli-anetol sulfonato de
sidio (& 5% em dgua destilads estéril)
e digitonina (a 1,5% em etancl
absoluto) foram preparadas, e uma gota
de uma pipeta Pasteur (0,20ul), de cada
solugdo, foi colocada em diferentes
discos { B} preparados com
papel-filtro estéril (11). Os discos
foram deixados para secar duranite a
ncite a 37°C, numa placa de Petri, =2

depois gquardados a -20°C, num vidro
com  tampa de  rosca, até  serem
utilizados.

O teste foi realizade em placas

contendo meic "E* sdlido, quando uma
gota de cada amostra suspeita foi
semeada, utilizando-se a técnica de
gota pendente. As placas foram deixadas
no meio arbiente até que o local de
semeadura  da amostra tivesse secado,
quando os discos foram entdc colocados
sobre a cultura. As placas foram entdo
incubadas novamente a 37°C em ambiente
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de 2 a 3% COz. Apds 48 horas as placas
foram observadas para © aparecimento ou
ndo de zonas de inibigdo de crescimento
& volta dos discos. '

Este teste € utilizado para a
diferenciagio entre as  familias
Mycoplasmataceae e Acheleplasmataceae,
onde a 12 € dependente de esterdis para
seu crescimento, e a 28 n3o requer
esterdis para crescer.

b.7.2. Fermenfagdo da Glicose

Este teste fol realizado segundo
recomendagiic de Razin & Cirille {16)
pele cultive das amostras em meio que
contém glicose (meio “E"). Os tubos
semeados foram incubados a 37°C e
observagdos diariamente para mudanca de
pH ou turbidez. B coloragdo do meic "E”
nic incculado € vermelha, devido a
presenga do indicador vermelho de fenol
{pH 7.6 - 7.8). Os resultados deste
teste sdo assim obtidos:

Positivo - formagio de uma coloragdc do
amarelo ao brancce = organismos
fermentadores de glicose.

Negativo — leve mudanga da coloragdo
para laranja ou nenhuma mudanca de cor
= organismos ndc fermentadores de
giicose.

Um tubc ndo inoculade fol & sempre
incubado junto acs outros para servir
como testernunha.

O meio "E" além de conter os
nutrientes essenciais para o cultive ¢
isolamento de Mycopfasmatales, serve
como indicativo das espécies de
Mycoplasmatales que  fermentam a
glicose, auxiliandc na escclha dos
antisorcs especificos & serem usados
nas provas soroldgicas.

b.Z. Provas sorolégicas
b.2.1. Inibicdo do crescimento

realizadoc cono
preconizado por Clyde {5),
utilizando-se antisoro especifico
produzido em coelhos, conforme técnica
descrita por Morton & Roberts (13). as
amostras isoladas de Mycoplasmatales
foram semeadas em meic "E* por 24 &
48hs. Uma gota de pipeta Pasteur (0,20
ul} foi entdio seweada em placa contendo
"E" dgar, utilizando-se a téenica da
gota pendente. Quando a linha de

1 blocos de  &gar
cram  retirades com o suxilio de uma

0O teste foi

egpdtula, e nos seus lugares foram
colocados duas gotas (0,40u1) de soro
especifico ndc dildido, contra as
sequintes espécies de Mycopfasmatafes:
M. arginind, M. dispar, M. bouvithinis,
M., bovoculi, A, Laidfawii, A. ocull e
A. axanthum, para cada amostra. As
placas foram novamente incubadas a 37°C
a uma atmosfera variando dz 2 a 3% COp,
por 24 a 48 horas, e observadas
diariamente para & presenga de zonas de
inibigic de crescimento a volta dos
orificios, utilizando-se um
microscdpio.

b.7.2. Inibicdo da formagdo de fifmes

ste  teste € realizado para o©
sorodiagndstico  de M. bovis e M,
bovigenditalium, que apresentam a
caracteristica formagBo de filmes e
manchas, quando crescidos em &dgar. O
teste & reslizado basicamente como
descrito para a inibigdo de
crescimento, porém, com a utilizagdo de
soro bovino positivo para as espécies
de Mycopfasma mencionadas,
Utilizaramse discos de papei-filtro
estéreis impregnados de sore (23}, e
seguindo a técnica recomendada por
Thorns & Boughton (23). Awmostras
suspeitas foram inoculadas em placas
contendo meio "BE" acrescido de gema de
ovo {a 10%) e os discos contendo O SOro
especifico colocados sobre a linha de
crescimento. As placas foram incubadas
a 37°C em atmosfera de 2 a 3% 0y, por
24 & 48 horas, e observadas por um
periodo de até 10 dias. A formagdo de
zonas Qe  inibigdo  indicaram um
resultado positivo.

Resultados e Discussdo

Un total de 144 amostras foram
coletadas de 7 fazendas no Estado do
Rio de Janeiroc. Os animais variaram de
15 dias a 12 meses de idade, sendo
todos mestigos (holdndes cruzado com
zehu) .

Emora nac existindo nennEna
manifestacgio clinica de problema
respiratdric em nenhum dos animais,
Mycoplasmatales foram isolados de 13,2%
deles {Tabela T1). ILevando—se em
consideracio as provas bicquimicas e
sorold&aicas utilizadas,
classificaram-se os isolamentos como M.
houis (de & animais - Tabela 2}, A.
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Tabela 1 - Resultados positivos para Mycoplasmatafes
ispolados de exsudatcs nasais.

FAIENDA  HP AMOSTRA  POSITIVA WEGATIVO PORCENTAGEM DE POSITIVOS
A 30 2 22 5,7
B EH z 29 6,5
c 1 4 7 . 36,4
3 1¢ 3 16 15,8
£ 13 1 1z 7.7
F 1€ 2 1% 11,1
G 22 5 3] 22,7
TOTAL 144 1 125 13.2

Tabela 2 - DistribuicZo das amostras positivas
para M. bouis.

Simholos: * = Isolamento de M. bovis e A.
faidfawaii dessa amostra.

FAZENDA HE ANTHAL SEXC IDADL
A 1r F 5 meaer
< BE M 4 meseL

(33 H 3 oeset
72 F 1 oes
[ 124 F 1 més
137% ).} 2 meses
141 ] 15 dias

Tabela 3 - Distribuic#deé das ampstras positivas
para A, Laidfawil.

Simbolas: * = Isclamento de M. bovis e A,
faidlawii dessa amostra,

FAZENDA NQ ANIMAL SEXO IDADE
A 22 ¥ E mesets
B 38 F 12 ceeet

56 ¥ » DESEs
c 65 ¥ &4 peses
D 7 F 1,5 meses
84 H 4 peses
BE E 4 meses
E 93 H 1 mes
¥ 11e F 3 moses
17 F 3 meses
3 137% H 2 meses
142 F 15 dias
i%4 F 2 meses
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Tabela & -

Distribuigdo

geral das amostras

positivas para Mycoplasmatafes.

M bouls + A, ladidimois

FAZENDA H. boudis A, faidimoid
& 1 ) -
B - z -
c 3 1 -
B - 3 -
13 - 1 -
F - 2 .
9 2 2 1

TOTAL 3 12 E

Tabela 5 - frequéncia de Myceplasmatafes isolados

de

descargas nasals de bezerros.

CLASSIFICACAD R® DE ISOLAMENTOS PORCERTAGEM DE CAiDA
M. bovra b 4,2
B
A, taidtewe 1z 8,3
U, bovis + AL faddfowis 1 0,7
Negative 125 Bb,8
TOTA L 144 160,90

foidlawii{ (12 animais - Tabela = 3), e
ambos M. bovis e A. faidfawi{ de 1
animal (Tabela 4). De todas as
fazendas estudadas Mycoplasmatales
foram isclados, sendo um isclamento
obtido de um animal com apenas 15 dias
de idade (M. bovis), e a grande maioria
dos outros isclamentos de animais
variando entre 1 e 4 meses de idade.

O igolamento de M. bovis &= 7 dos 144
animais estudados (4,9% - Tabela 5), ¢
LR importante achade devido &
associagio de M. bovis com pneumonia em
pezerros bem come mastite em - vacas.
Conformme  previamente descrito  por
Boughteon & Wilson (3), infecgfo por M.
bovis em bovinos Jovens € geralmente
asscciada a doengas respirvatdrias e
pcde ser umna fonte de infecgao para
animais adultos. Desta maneira, & alta
rorcentagem de  vacas Ccom mastite
subclinica descrita por Freitas & Col.
{6} pode ser parcialrente devida &
axisténcia Ge animais zacometidos por
infecglBes causadas por bovis nos
rebanhos da regifo.

‘Bs fazendas estudadas apresentaram ©
mesmo  sistema bdsico de manejo dos

st
o

animais, mesmo de pastagem e cocleta de
leite das vacas {duas vezes por dia), e
se encontram situadas nos Municipios de
Cantagalo e Itaperuna, no Estado do Rio
de Janeiro. Em todas elas foi
identificado ¢ hdbito de compra e venda

de animais principalmente de Minas
Gerais e municipios vizinhes.
Embora M. bovithinis tenha sido

isolado por outros pesquisadores (24,
21, 22) com frequéncia, &e descargas

nasais de bezerrcs — aparentemente
sadics, bem CCiRo da cavidade
nasofaringeana de bezerros com

pneumcnia {4}, este microcorganismo n&o
foi isolado de nenhwm bezerrc
pesquisa. Como M. bovithinis cresce
rapidamente em meio "EY, acidificando
miito o meic de cultive, existe a
possibilidade dele ndc ter sobrevivido
até a fase de subcultura. A presenga de
bactérias contaminantes (identificadas
posteriommente como  Eascherdichia cold,
Kfebsielia  pneumenice e Baelfius
subi{lis entre outras) & outro fator
que poede ter influenciade tanto no ndo
isolamento de M. bovizhinis, como
diminuido a chance de ~ uwn maicr

TIEST



aparecimento das outras espécies de
Mycoplasmatales.

Durante a pesquisa, a introducdo de
acetato de tdlio no meio de cultivo foi
testada para diminuir a contaminagio
por cutras bactérias, o que melhorou o
crescimento de Mycoplasmatates mas ndo
eliminou por completo a presengz dos
contaminantes, mesmo quando diluigBes
{(de 10-1 a 10-4) foram feitas. A melhor
alternativa encontrada foli a filtragem
das amostras em filtros descartaveis de
0, 45um, que sdo carissimos. Assim
sendo, a introdugdo de algum outro
antibidtico no meic primdrio de cultivo
deve ser pesquisada para solucionar
este problema.

Summary
Detection of mycopfasmoses carniens din

bovine herds by the isofation of
Hycoplasma bovis from calves' nasaf
exudates

Research was carried out by means of

nasal swabs collected from calves, for
the presence of Mycoplasmatales  in
bevine herds at Rio de Janeiroc State.
From a total of 144 animals sampled in
the survey, 19 presented positive
results, with 6 isolates of Mycoplasma
bouis, 12 isolates of Achofeplasma

ZaLdKaWL{, end from cne animal a mixed
isolation of M. bovis and A. fLaidfawii
wWas abtained. These results are
important to draw the attention of the
veterinarians about the presence of
Mycoplasmatales in the bovine
population at Rio de Janeiro State, and
also to introduce the measures for
isclation and identification of these
organisms from clinical material

to the Laboratory for microbiological
examination.
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OCORRENCIA DE CAMPYLORACTER TERMOFILICO EM DIFERENTES PONTOS DE UMA ESTACAC DE
TRATAMENTO DE ESGOTOS NA CIDADE Do RIO DE DE JANEIRO, RJ

Ana Iuzia Lauria Filgueiras
% Ernesto Hofer

Depte de Bacteriolegia

Instituto Oswaldao Cruz - FIOCRUZ
Caixa Postal 926

21040 Rio de Janeiro R3, Brasil

Resumo

Investignu-se durante o periodo de 1986 a 1988, =2 incidéncia .de
espécies termofilicas de Campyﬂobacteﬂ e duzentas amostras.de dgua
colhidasde afluente, entrada e saida do tanque de aeragiic e efluente
da estac3o de tratamentc de esgotos, na Ilha do Governader, R.3. HNo
pProcesso de isolamento, alguns esquemas foram experimentados,
destacando-se a maior eficiéncia da semeadura es "Columbia Bleod Agar
Base" contendo 5% FBP, 0,5% de uma mistura de antibidticos e ©C,4g%
de carvZe ativado, apds. incubagBo a 43° C por 48 horas em
microserofilia. Verificou-se a predominancia de Campyfobacfer no
afluente e entrads do tanque, representada por 40 estirpes ouw 83%
das 48 isolamenios obtidos. A identificagZic fenmotipica caracterizou
as sequintes =aspécies: C.  fefund (56,25%), C. codd (25,0%), C.
Panidis (5,25%) e Campylobacfer sp. (12,5%), sendo que as duas
primeiras n#o foram detectadas nos efluentes examinados. Com base
neste resultado, gquesticna-se a disseminag#ic de certas espécies
termofilicas de Campylobacfen, através de efluentes de estagles de
tratamenio de esgotos.

Introdugio Por cutro lado, considerandc—se que a
schrevivéncia de Campyfobacten en fezes
Apesar da extraordindria evoiugdo de humanas e animais pode atingir até
conhecimentos adgquirides nos  dois quatro semanas (2, 3), paradcxalmente,
dltimos decénios, sobre varios aspectos exjguas sdc as andlises que se
da biclogia de mewbros do  géneroc detiveram em estudar a presenga e
Campyfobacter  (13), algumas lacunas distribuicio desse microrganismo & em
ainda persistem. Um dos pontos dguas ¢loacals ou em qualquer das
obscuros, se situa no comportamento etapas de uma estagdo de tratamento de
desses microrganismos as  condigbes asgotos (24).
impostas em escossistemas agudticos . Baseado nesta circunstdncia, o
resultantes da  infludncia humana, presente  trabalhe se oconcentroun na
particularmente, naqueles ambientes com pesquisa de componentes termofilicos do
elevado indice de contaminacgéo fecal. género Campylfobacier em etapas do
% importante frisar que a maioria das processe bioldgico realizado em uma
referéncias scbre  Campyfobactfern e estacio de esgotos localizada na cidade
sistemas aqudticos se concentrou do Rio de Janeirc, R.J.

vasicamente no problema do  isolamento
em dguas de consumo, de.recreacio e da

natureza (6). Todos esse  interesse Material e Métodos

visou precipuamente identificar a agua,

como um possivel veiculo de transmissio No pericdo de abril de 1986 a abril
do agente da campilobactericse humana de 1988, foram realizadas 200 coletas
{25). de Aguas da estagio de tratamento de

Rev. Micropiol., Sdo Paulo, 20(3}:303-308, Jul./Set. 1589
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esgotos da Tiha do Governador, R.J.,
obtidas de quatro pontos distintos:
afluente (A), entrada do tangue de
aeracdo {ET), saida do tanque de
aeragdo (ST} e efluente (E).

De cada local recolheu~se T120ml de
dqua, am frascos  esteriltizados,
tomando-se a precaugdo de encaminhar o
material até ¢ laboratdrid, no prazo
méximo de 1 hora, onde foi submetido,
imediatamente a centrifigagdo a 3000rpm
durante 30 minutos. .

Na 12 fase do estudo, apds a
centrifugagio, transferiu-se indculos
de Tml do sedimentc para 4 diferentes
meios de enriguecimento e 0,1ml, para
placas contendo meios seletives. Os
meios de enriquecimentos empregados
foram os seguintes: meio BEM {21); meio
de Mehlman (18); meio bdsico com sangue
- MBS {calde nutriente, Difco - 4g;
¥aCl - 2,5g; extrato de levedura, Difco
-  90,5g; agar Difco - 0,75g, &gqua
destilada - g.s.p. 500ml/pH 7.4 — 7.8)
e o welo bdsico com carvio — MBC {com a
mesms formulagdo anterior = porém,
acrescida de 29 de carvdo ativado,
Grupo Quimica). Antes de distribui~los
em volume de 10mi por tubo, foram
adjcionados aos meios: 3% da solugdo
redutora de FBP (9); 0,%% da seguinte
mistura de antibidticos: c¢efalotina,
Libra - 8lmg; lactato de trimetoprim
Roche - 25mg; vancomicina, Lilly -
50mg; cicloheximida, Upjohn - 10mg e
colistina, rafi ~ 1img em 25ml de dgua
destilada e 5% de sangue desfibrionado
de carneirc., com excegdo do meio de
carvdo. No processo de semeadurs direta
foi utilizado como meio basico
"Columbia Blocd 2gar Base”, Difco/Merck
acrescido de 5% dé FBP e {0,35% da
solugdo de .antibidticos, com. duas
variagBes: uma, contendo 5% de sangue
desfibrinado  de carneiro (CS) & &
outra, 0,4g% de carvie ativado (CC).

As placas e os tubos foram incubados
por 48 horas a 43°C, em atmosfera de
microaerofilia gerada por uma
modificagdo na técnica da passivagio do
cobre {1, 17). Bm sintese, © processo
consistiu em triturar 1 comprimido de
Sonrisal {8idney Ross), am wwa base de
placa de Petri, cobri-lo com um pedago
de papel de £iltro tipo xarops e
este, depositar 10g de palha de
{Barbril) embepide em solugfo acidul
de sulfato de cobr !
conjurnte foi colocado

semeads,  con

tipe Brewer, com capacidade de 3,5
litros, '

as coldnias suspeitas foram
selecionadas, presuntivamente, através
das caracteristicas morfo-tintoriais
pelo retodo de Gram e pela pesquisa de
oxidase e catalase, completando-se com
a andlise bioguimica (23). Nas amcstras
classificadas no género Campyfobaciter
verificou-se, ainda a sensibilidade ao
agcido nalidixico, (disco de 30ug -
Cecon) & a cefalotina (disco de 30ug -
Cecon) em meio de agar Mueller—-Hinton,
Difco/Merck, acrescido de 5% de sangue
desfibrinado de carneiro. Ma
ccoryéneia de halo de sensibilidade ao
dcide nalidixico igual ou superior a
32mm, foi realizado o© teste de
hidrdlise de  hipurato {13), para
diferenciacdo entre (. Jfejund e (.
coldl.

Dos meics de enriquecimento foram
transferidas aliquotas de 0,iml para
placas contendo os meics seletivos hgar
Columbia Sangue {CS) e carv@o (C2) e
incubadas & 43°C por 48 horas enm
atmosfera de microaerofilia. A
seciidncia do exame obedeceu 0S MESTOS
critérios descritos para a semeadura
direta.

Na 22 fase do experimento,
restringiv-se © processamentce dos
especimens a semeadura de  centrifugado
no meic de Agar Columbla com carvdo
(CC), copgBo decorrente dos resultados
obtidos na 12 etapa da investigagdo.

Resultados e Discuss3o

No  grimeiro : pe*zcdo do estudo, a
andlise dos 80 espécimes de dguas
residuais, possibilitou o isolamento de
29 culturas de Clampylobacter  spp.,

sendo a meioria (25 ou 85,2%}
resultantes das fases  inicials de
tratamento  bioldgico, representados

pelo afluente e entrada do tanque de
asragic (Tabela 1).

Esta fase tambEm permitiu
prognosticar sobre a eficilncia dos
quatro reios de enriguecimento
empregados, dos quais, sobressaiu-se

come mais satisfatorio, o meic bdsico
com  sangue-MBS  {Tabela 1). Todavia,
confrontando-se este resultado {5
20,6%) com aguele cbtido na semesadur

direta (17 ou 58,62%) f{icou evidente

cue este processo de i

reveiou mais eficaz, além
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l 13
Tabela 1 - Compertamento dos diversos esquemas de isolamento de Campylfobactex
$op. aplicados na andlise de 80 amo$tras de Aguas residuais (12 fase) colhidas
de guatro pentos da estagloc de tratamentc de esgotos da Ilha do Governador,. RJ.
Simbelos: * = De cada drea foram coletadas 20 amostras; ** = Agar Columbia
Sangue (CS), Agar Columbis Carvio (CL); *#= = Meio B&sico com Sangue (MBS},
Meio Bésico com CarvZe {(MBC).

Semeadura Meios de enriguecimento
Origem * :
direta BEM MEHLMAR MBSwws MBC* &+ TOTAL
Cgser CCr* cs cc cs cc cs cc <5 cc cs cC
Afluente 3 5 1 - - 1 1 1 - 1 5 8
Entrada do tangue 3 4 1 1 - - 1 3 - 1 5 7
Saida do tanque 1. 1 - - - - - - - - 1 1
Efluente 1 1 - - - - - - - - 1 i
TOTAL 8 9 2 i - H 2 4 - 2 12 17

Tabela 2 - Distribuigfio e freqiéncia de Campyfobacter spp.

fases
de esgotos da Ilha do Gavernader, RJ,

isolados nas duas

do estudc de 200 espécimens de dguas residuais da estagZo de tratamento

Relagio do ndmero de espécimens

NT de amostras poaitivas
CRIGEH®HN

examinados /

1%+ Fase 24  Fase Tetal
TH® % Ng T H2 ]
Afluente 20/, 60,00 30/, 26,66 50/, 40,00
Entrada do tangue 20/13 55,00 ,30/7 23,33 50/20 40,00
sajda do tanque 20/, 10,00 30/, 10,00 50/ 10,00
Efluente ' 20/, 10,00 30/, 3.33 56/, 6,00
TOTAL 80/, 16,25 120/ 4 15,83 200/, 24,00
um resultado mais imediatc na detecgso apresentando desta forma uma

dee Campylobaciten.

Outro aspecto analisado nesta etapa,
se concentrou na atuacgdo dos meios
seletivos, Agar Columbia Sangue (CS) e
Agar Columbia Carvidc (CC), tanto na
semeadura direta quantc apds o
enriquecimento. Salienta-se gue ndo
houve uma superioridade entre eles,

concorddncia com as opinides emitidas
por diferentes pesquisadores {14, 19,
20). Entretanto, destaca-se que o meio
contendo carvio {CC) propiciou uma
diferenciagiic mais nitida das coldnias
de Campyfobacter spp., devido ao
aspecto contrastante do "brilho d'dgua”
no fundo escuro. Outra vantagem sobre o



306

Tabela 3 -

Distribuiglo das espécies
diferentes etapas do processc bioldgice
da Ilha do Goverrmador, RJ.

Simbolos: ftapas do tratamento: A = Afluente; ET =

aerag3c; ST = Saida do tanque de aeragdo;

termofilicas de Campylobacier nas
da estacgio de tratamento de esgotos

Entrada do
E = Efluente.

tangue de

E T A P A &

ESPECIRES

A ET E EE] %
Cadetuni 13 13 - 27 56,25
C. goll 5 5 - 12 25,00

igis - _ 1 3 5,25
Campvlobacter sp. 1 2 2 6 12,50
PTOTAL 20 24 3 48

100,00

meic com sangue (CS) reside no fato do
carvao ativado apresentar umra
consténcia do ponto de vista gquimico,
ndo sofrendo as variagdes quantce a
gqualidade ou a falta de suprimento {4,
11, 12), eliminando, por conseguinte,
os problemas de manutengfo por prazo
definido, assim ocomo, minimiza as
contaminagdes téce frequentes nos melos
coitendo sangue.

npds’a fase inicial dJe prospecgio,
foram efetuadas wmais 30 colheitas nos
guatro pontos distintos da mesma
estagio - de tratamento, totalizando 200
amostras com 24% de positividade para
Campyfobacten spp. De forma similar a
primeira etapa, observou-se a malor
incidéncia do isolamento no afluente e
na entrada do tanque de asragdo (Tabela

2}.

Em principio, salienta-se que ©
resultado obtido extrapolou a concepgso

de ume tentativa de associar a
capacidade de schbrevivéncia de
Campylobacter em fezes hunanas e

animais para as aguas de esgoto. A
evidéncia da discreta detecgio do
microrganismo nas etapas finmais do
tratamente de esgotos (saida do tanque
de aeracio e efluente) permitiu deduzir
que as dguas tratadas ndo’ apresentaram
as caracteristicas de um veiculo
potencial de transmissdo da bactéria no
ciclo da contaminaciio ambiental. Também
neste  ponto existe uma certa
contradigdo con as citagdes da

literatura (2, 5, 7, 10, 22) cque
apontam a &gua come un  elemento
satisfatdric na scbrevivéncia de

Campyfobacten, No entanto, regsalta-se
que a totalidade das investigagles
supracitadas, analisaram 4guas com um

nivel de contaminantes bem inferior
aquele proveniente de qualquer fase de
uma estagdo de tratamento de esgotos,

Apesar de se advogar
perfunctoriamente a hipdtese da
discreta importincia do efluente no

mecanismo de veilculagio de
Campylobacter ao meio ambiente, €&
necessario que outras pesquisas sejanm
efetuadas procurando-se analisar as
possiveis  influéncias exercidas por
certos pardmetros bidticos e abidticos
sobre o microrganismo. Assim,
relacionam-se como pontos bédsicos de
andlises futuras as chservagdes scbre a
temperatura ambiental, pH, © nivel de
demanda  bioquimica de oxigénio,
condutividade elétrica, concentragio de
sais e as interferéncias de outros
microrganismos — que colonizam as
diferentes dreas de uma estagio de
tratamento.

Quanto a frequéncia e distribuigio

das espécies termofilicas
caracterizadas fenotipicamente (Tabela
3), assinala-se a nitida

predominincia de Campylobacter jefund
{27 ou 56,25%) sobre as damis,
provavelmente refletindo a maior
adaptacio e propagacic na espécie



humana. E interessante observar que
tanto C. fefundi como . codd,
apresentam uma | incidéncia it
homogénea nas etapas  iniciais deo
tratamento (afluente e entrada do
tanque de aeracgdo) isto €, em niveis
superiores a 90% de isolamentos (C.
fefuni 27/26 ou 96,2% e C. coli 12/11
ou 91,6%) e de forma similar, também se
comportam nas fases finais do processo
(Tabela 3).° Fm contraposicdo, C.
faridis s6 foi detectada na saida do
ranque de aeragdo e efluente, inclusive
incitando a hipdtese de uma
contaminagio posterior oriunda,
provavelmente, de fezes de aves
marinhas (8, 16), presentes na drea.

Surmary

Oecurnsence of thexmophitic
Campylobacter 4in different poinls of a
sewage treaiment atation 4in Rio de
Janeino, R. 3.

From 1986 to 1988 the incidence of
thermophilic CamoyLobacten was
investigated in two hundred samples of
water coliected from influent, air box
tank and effluent of a sewage treatment
plant located in Ilha de Governador,
Rioc de Janeira. Among the culture media
analysed the best results were obtained
from the direct .streaking cnto
selective agar with OG.4g activated
charcoal, incubated at 43°C in a
microaercphilic atmosphere for 48
hours. On the whele 48 samples proved
positive, from which 40 strains were
taken, predominatly from influent and
entrance of air box tank (40 strains or
83%). Phenotypic identification
characterized the following species: C.
jejund  (56.25%); C. cofd (25.0%) - not
detected in the effluents searched - C.
Laridis (5.52%) ang Campylobacter sp.
(12.5%). Based on these findings the
dissemination of same thermophilic
species {C. fejun{ and C. cofd) through
the effiuent of a sewage treatment
staticn become guestionable.
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SUSCEPTIBILIDADE DO CAMPYLOBACTER PYLORI A NOVE AGENTES ANTIMICROBIANOS®

Resumo

Setenta linhagens de Campylobacter wpifony,

Marcelc Magalh3es
Vera Magalhdes

Leboratdrio de Imunopatologia
Asami UFPE

Dept? de Medicina Tropical
Cidade Universitédrisa

50739 Recife PE, Brasil

Keizo,

G. Carpeiro Iedo
& L.P.R. Galvic

Centro de Endoscopia g9 Recife

ispladas no Recife,

Brasil, do antro géstrico de humangs, foram testadas pelc método das
diluigles em d&gar contra nove agentes antimicrechianos. Considerando
as CIM 50 e CIM 90 como critérios de atividade, a droga mais ativa

foi ampicilina seguida em ordem

cefotaxima,
eritromicina,

minocielinag,

emprege em ensaios clinicos,

Introducao
Nos ditimos  anos,  Campylobacten
pilory vem sende  insistentemente

relacionado a etiologia das gastrites
humanas e das Ulceras gastro-ducdenais
(2, 5, 9, 11, 15). A presenga frecilente
do microrganismo em  fragmentos do
estémago, cobtidos por bidpsias do
antro, geralmente em abundéncia,
destruiu velhos conceitos de que as
dleceras e gastrites decorreriam de
alcoolismo, tabagismo, fatores
psiquico-somdticos, ete., e abriu
amplas perspectivas & terapdutica
daquelas afecgtes com drogas
antimicrobianas (4, 7, 10, 12). Nessa
conexdo, a primeira etapa para racional
abordagem do problema serd conhecer o
perfil de susceptibilidade antibidtica
do C. pifony, que ‘poderia  apresentar
peculiaridades regionais na dependdncia
de costumes terapduticos.

Assim, C  -proposite desta

*Trabalho financiado pelo CiPg (Processo. ng 409020/88) e Japanase

Cooperation Agency.

cefalotina, gentamicina,
lomefloxacina e cloranfenicol. Portanto, em vista do

excelente desempenho "in vitro" da ampicilina,

decrescente de atividade pels
norfloxacina,

sugeriu-se sey

investigagio € determinar, "in vitro",
a sensibilidade de linhagens de C.
pilohy, isoladas no Recife, a variados
agentes antimicrobianos, para posterior
avaliag@ic das drogas mais ativas em
eventual estudo clinico controlado.

Material e Metodos

Lsofamento e identificacio das cufturas
- Trés fragmentos de mucosa gdstrica,
obtidos por bidpsia do antro, foram
depositados em tubos  de  hemdlise
contendo  0,3ml de uma solugdo de
glicose a 20%. Os tubos foram mantidos
a 4°C até serem enviados ac setor de
Microbiologia Clinica deo ILaboratdrio
Keizo Asami (UFPE). Qs fragmentos foram
esragados, com a- ajuda de bastdes de

vidro esterilizados. 0 macerado
resultante fol inocculade em dgar
chocolate (meio  basal GG, Difco,
enriquecido com - 7% de  sangue

Internaticnal
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desfibrinade de carneiro), tormado
seletivo pela adigdo de uma mistura de
drogas antimicrobianas (6)}. As placas
foram incubadas a 37°C, durante 6 a 7
dias, em atmosfera de microaerofilia
(sistema GasPak, BBL) em Jjarras de
anaerobiose desprovidas do catalizador
de palddio. As coldnias suspeitas foram
cenfirmadas como L.  pilony: se
constituidas por hacilos Gram
negativos, se reativas aos testes de
oxidase, catalase e urease (13), se
produziram gama-glutamil transpeptidase
{Gonocheck II, E.Y. Laboratories) e se
foram susceptiveis & cefalotina mas
resistentes ao acide nalidixico (1, 2,
14}. Selecionaram-se 70 culturas de C.
pifeony, as quais foram suspensas et
sangue desfibrinado de carneirc e

conservadas a —70°C para estudo
posterior.

Teates de Sensibilidade - Foram
realizados em meio GC  (Difco)

adicionado de Suplemento II (Merck). As
drogas foram testadas em diluigles
suscessivas, a razdo de 2. Os seguintes
antimicrobianes foram usados:

ampicilina {Laborterdpica-Bristel};
cefalotina (Bii Lilly do Brasil);
cefotaxima  {Hoechst da Brasil);
eritromicina (Eli Liliy do Brasil);
gentamicina (Ind. Quimica &
ParmacButica Shering); cloranfenicol
{Sigma Chemical Co.): minociclina
(Cynamid Co.}; norfloxacina (Merck

Sharp Dhome) e lomefloxacina  (G.D.

Searle & C.). As linhagens a ser
testadas foram descongeladas a
temperatura ambiente e cultivadas,

durante 3 dias, em dgar chocolate, em
microaercfilia. 0 crescimento
bacterianc foi suspenso em caldo de
Mueller-Hinton (Difco) e diluido a uma
capacidade padronizada para_ fornecer,
aproximadamente, 1 x 10 unidades
formadoras de coldnias (UFC) por ml. As

suspensdes bacterianas foram
depositadas na superficie do agar, em
volumes de 1pf, com a ajuda de
replicador de Stesys. Portanto, a
concentracio final por  “"spot" foi

equivalente a 1 x 10% grC. As placas
foram incubadas em microarofilia por
trés dias e as CiMs definidas como as
concentracoes minimas das drogas
capazes de inibir completamente o
crescimento bacteriano. As CIMs 50 e 90
foram as menores concentragtes de droga
gque inibiram, respectivamente, 350% e

Yabela 1 - Sensibilidade
aps antimicrobianos de 70
linhagens de C. pyfond.,

| CM (pg/ml)
Antimicrobians

50%

<
B
8
ﬁ
0
<
®

o

Arpicilina
Cefalotina
Ceforaxima
Gentamicing
Eritremicina
Cioranfenicool
Mincciclina
sorfic@cina
Lemeflo@cina

W=
[ I
AW awoOo
fritv-pt
®© oW

SRS8s

N

£
-aco\o_oppo

[ R R I A
NapENODOD
soopoopRD
}..wmumwo-lo

[y

|eeg-perope
h -

90% das linhagens testadas. Como
controle, foi incluida nos testes a
cultura padrio de Escherdichia cofd ATCC
25922,

Resuitados

As CIMs das 70 linhagens de C.
pylond, isoladas dos pacientes
portadores de gastrite, estdo expostas
na Tabela 1. Considerando-se os valores
das CIMs 50 e 90%, como critdrios de
atividade, a droga mais ativa fol a

ampicilina, seguida am crdem
decrescente pela cefotaxima,
mincciciina, cefalotina, gentamicina,
norfloxacina, eritromicina,

lomefloxacina e cloranfenicol.

Discussdo

Os presentes resultados nac diferem
substancialmente de outros, publicados.
antericrmente, relativos a
droga—sensibilidade de cepas de C.
pifoxry isoladas em paises desenvolvidos
(3, 8, 14). Esse achado &, até certo
ponto, surpreendente, Se levamos =
consideragiio que no Recife, assim como
em outras cldades brasileiras, as
drogas antimicrcbianas s&o livremente
vendidas sem prescricdo médica. FEra de
se esperar, portanto, a ocorréncia de
linhagens droga-resistentes  cu, pelo
menos, a de culturas exigindo CIMs
muito mais altas, especialmente para as
drogas beta-lact8micas e tetraciclinas,
os  antibicticos mais frequentemente
utilizados. Fellizmente isso ndo
QCorreu, . talvez devido ao
relacionamento topoldgico entre o C,
pilony e a rmucosa gastrica. N4



realidade, o microrganismo é observado
sobre ou entre as ¢élulas parietais,
ndo invade o epitélioc e estd protegido
do contacto, c¢om as  substincias
presentes na luz de estlmage, por
cclonizar a mucosa Sobre a espessa
camada de muco {2, 10, 12). Além disso,
a majioria dos medicamentos
antimicrobianos, de uso oral, sdc
geralmente revestidos por envoltdrios
que somente permitem a liberagdo da
substincia ativa apds sua passagem pelo
estémago. E mesmo as drogas, que séo
liberadas ao nivel do estdmago, o sdo
por sobre a camada de muco, © que
impossibilita um contato direto com o
C. pifory, Por outra parte, isso ndo
impede que o microrganisme ndo esteja
sujeito & agdc dos medicamentos
liberados ao nivel da mucosa gastrica.
Portanto, a possibilidade alternativa,
que explicaria ¢ ndo achado de cepas
resistentes, seria atribuir o fato a

ura caracteristica inata do
microrganismo. Certas espécies
bacterianas, como por exemplo
Streptococcus pyogenes e @ Nedssendia
mendngltidis, entre outras,
dificilmente exibem linhagens

droga-resistentes.

Concluindo: embora todas as drogas
testadas mostrassem eficdcia "in vitro"
contra o (. pifory, as baixissimas CIMs
apresentadas pela ampicilina, sua
facilidade de administracdo e o
relativo menor custo, indicam esse
medicamento como eletivo para futurc
ensaio teraputico.

Summary

Susceptibility of Campylobacter pifony
o nine antimicrobiak agents

Seventy  strains  of Campy£obacten
wifory, isolated in Recife, Brazil,
from the human gastric antrum, wete
tested by the agar dilutiocn technigue
against nine antimicrobial agents.
Considering MIC 58 and MIC 20 values as
the criteria the most active drug was
ampicillin, followed in decreasing
orger of activity by cefotaxime,
minocycline, cephalothin, gentamicin,
norfloxacin, erythromycin, lomefloxacin
and chloramphenicel. Thus, in view of
the excellent ™in vitrg"™ performance of
ampicillin, it was suggested their wuse
in clinical trials.
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SURTO DE CROMOMICOSE SISTEMICA EM RAS (RANA CATESBEIANA, SHAW 1802). CAUSADO PELO

CLADOSPORIUM SP., MINAS GERAIS, BRASIL

Resumo

Numa ecriacZc comercial de 5.000 ras ( Rana catesbedana)
em Santa Luzia - Minas Gerails,

(2,8%), ocorrendo a morte de

Yassca Kassal Moreira

Oepte de Microbliolegils

Institute de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG

Caixa Postal, 2486

31270 Belo Horizonte MG, Brasil

José Horacio Reis

Depte de Ci2ncias Bioldgicas
PUC - MG .

& Orivaldo Alves Rocha

Depte de Patolcgia Geral

Instituto de <Ciéncias Biclbgicas da
UFMG

Caixa Postal, 2486

31270 Belo Horizonte MG, Brasil

localizada

foram acometidas pelas doenga 140

(71,4%). Diversas r#s foram

gxaminadas post-.mortem e fragmentos de $rgdos infectados incluinde

pele, bago, figado, rim, pulmio

corag3o foeram removidos para

preparacBes micocldgicas e. histoldgicas. A morfologia do fungo foi
estudada nos 6rgfcs-infectados e em cultura. 0s resultades revelaran
a presenga de hifas largas de ¢olorag3o marrom, células arredondadas
e esporulagio do tipo clzdosporium, permitinde a identificacfo do

Cladosporium sp.

Este & o primeiro relato de cremomicose sistémica

em Rana cafesbelana registrado no Brasil.

Introducgio

A cromomicose ou cromoblastomicose €
deenca micdtica causada por espécies de
fungos pigmentados dencminados
demacidceos. Qs agentes etioldgicos sio
habitantes do solo, estande entre os
rals comumente encontrados em vegetals
em decomposigdo, madeira apodrecida e
palhas de florestas.

A grande maloria de cascos de doenga
tem sido relatada na espécie humana,
Com poucos casos em animais. No  homem,
as lesbes ocorrem principalmente na
pele, apesar da espéeie Cladospordium
trichoides afetar o sistema nervoso
central (Conant, 1958}, Entre o8
animais, Carini (1910}

descreveu

alteragdo granulomatosa generalizada em
anuro (leptodactyfus pentadaciylus) e,
as lesfes com esSporos Marrons eram
semelhantes  Aquelas observadas na
romomicose humana: Almeida (1934)
confirmou tal achado reproduzindo a
doenga em r#s sadias. oo entanto,
nenhum dos investigadores — consequiu
isolar o© agente causal. A literatura
registra um caso da doenga em c<cdo  com
iesdio interdigital e cujo microrganismo
nic fol identificade (Riser, 1953) e
outro, de localizagdo subcutinea em
cavalo causade pelo Hoamodendrum sp
{Simpson, 1366). O restante dos casos
animais foram observados en anfibios,
tendo Correa & Cols. (1968} isolado
Fonsecaea pedrosed, Phiafophora

Rev. Micropiol., S3o Pauio, 20{3):313-320, Jul./Set. 1989
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veriucosa e Cladosponium carnionii de
sapc  (Bufo sp}. Cicmanec & Col. (1973)
descreveram infecgdo por F. pedrosod em
Bufo marinus; Elkan & Fhilpot (1973)
isolaram Cladosporium heabarum,
Scotecobasidium humicola e Phiafophona
sp de cinco espécies de r&s, chamando
atengd3o para a localizacl@o cutnea da
doenga. Veldsquez & Restrepo {1975},
estudando 75 sapos  (Bufo  maadnuws)
encontraram 4dols infectados com fungo
negro ndo  identificado. Apds estudos
imuncldgicos, demonstraram que ambas
cepas eram idénticas, apresentando
antigenos comns & P. pedissol, P.
verqucosa e O, carnfonii isoladas de
cromomicose humana.

Apesar do large emprege dos anfibios,
especialmente a Rana pdipiens em
pesquisas  médicas e bioldgicas, hd
escassez de informacio  scbre a
patogenicidade do microrganismo e
epidemiologia da doenga por  fungos
pigmentados entre os amuros (Rush &
Cols. 1974). _

O  presente trabalho teve por
finalidade descrever o primeiro caso de

cromomicose sistémica em Rana
cafesbeiana no Brasil, criada em
confinamento,

Material e Metodos

O trabalho constou do estude de
animais deoentes oriundos de uma criagio
corercial de 5.000 r3s da espécie Rana
catesbelana, procedentes do municipio
de Santa Luzia, Minas Gerais. Do total
de animais do referido randrio, foram
acometidos pela doenca 140 {2,8%),
resultando na morte de 100 (71,4%).

O surto ocorreu no ano de 1987 e
quatre animais doentes foram levados
com vida ao laboratorio de Micologia do
Instituto de Cigncias Bioldgicas da
UFMG. Foram cbservadas lesdes externas
nos olhos, membranas timp@nicas, patas
anteriores e postericres, regidc
ventral, dedos, narinas e regido
periférica do cloaca (Figuras 1, 2 e
3}. As lesBes internas ocorreram no
bago, figado, pulmdes, coragdo, rins e
intestino.

Para o diagngstico laboratorlal,
foram coletados fragmentos de cada
drgdc lesado que, apds acondicionamento
em tubos contendo solugiEc salina e
formol & 10%, foram remetidos para
exanes micoldgicos @

andtomo~patoldgico, respectivamente.

Exame m&coiog{co - Realizado de acordo
com técnica descrita por Rippon (13823,
ressaltando-se modificagiic no exame
mlcroscoplo direto a partir do material
clinice.

Inlczalmente, foram feitos esfregagos
a partir dos drgdcs lesados e corados
pelo método de Gram. Paralelamente,
pequencs fragmentos de material clinico
eram jnoculados na superficie dos meios

de Agar-Sabouraud—glicose (DIFCOI* e
Egar-Mycosel (BEL}** em tubo e
incubados & temperatura ambiente,

durante sete dias. A 1dent1f1cagao da
colbnia de fungo desenvolvido foi feita
pelo estudo da sua morfologia
microscdpica, através de preparacdes de
laminas com solugdio de lactofenol
d'Amann e de microcultivo em ldmina em
diferentes substratos (Agar-Sabouraud,
agar-fubd e agar-Czapeck). Qutras
provas utilizadas para identificagio da
amostra  envolveram avaliagio da
atividade proteolitica (prova da
gelatinase) e crescimento em  duas
tenperaturas {25°C e 37°C).

Exame andiomo-patofégico - 0 estudo
andtemo—patoldgico consistiu da
descricdio macro e microscdpica das
lesBes externas e internas. A
histopatologia foi realizada & partir
de fragmentos de pele, porgdes do tubo
digestivo, 6rgaos linfdides, pulmdes,
coragdo, mdsculo esguelético, rins;
figado e bago, corados pelo H.E.

{hematoxilina—eosina), P.A.5. (3cido
periddico-reagente de Schiff} e
Grocott.

Resultados

Exame micoddgice - A microscopia direta
do material clinico revelou a presenga

de hifas largas e pigmentadas de
marron, aléin de estruturas esféricas
{(Figura 4).

Os  tubos contendo meios de

Agar-Sabouraud-glicose e Agar-Mycosel,
inoculados com secregdio cutdnea e
fragmentos de drgdos internos revelaram
crescimento de coldnias aveludadas de
coloragdo cinza <laro no inicio e,
posteriommente, coa reverse negro. O
estude microscdpico da coldnia, atraveés
de preparagfes de l&minas em solucio de
Lactofenol e de microcultive em 13mins



Figura 1 - Les3c na membrana timpdnica.
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Figura 3 - LesZc nz regifio periférica da cloaga.

Coloracio de

septadas e corpos esféricos.

Figura 4 - Hifas largas,

Gram

504X.




em diferentes substratos, revelaram o
fungc com hifas grossas, pigmentadas e
com frutificagdio do tipo "cladosporium®
(Figura 5). A prova de gelatinase
positiva, juntamente com auséncia de
crescimento a temperatura de 37°C
permitiram concluir que o fungo era o
Cladosporium sp.

Exame anatomo—patoldégico

Macaoscopico - As alteragBes externas
envolvendo olhos, membranas timpdnicas
e pele apresentavam-se, inicialmente,
come manchas elevadas ora escuras, ora
esbranquigadas e sem ulceragio. Lesdes
mais antigas revelaram-se ulceradas e
hemorrdgicas em vérios locais do corpo
do animal, tais comd patas anteriores e
posteriores, em torno da cloaca & nas
extremidades dos dedos. Estas lesbes

mostravam-se rasas, com bordas
irregulares e fundo escuro e
hemorragico., Na pata anterior escuerda

observou-se edema generalizado, além de
ulceragbes nos dedos. Verificou-se
ainda, em torno da clcaca, numercsas
alteragtes puntiformes do tamarho da
cabeca de alfinete, discretamente
elevadas de cor escura.

As lesPes internas mostravam baco e

figado com coloragdo bastante escura,
com  NUMeroses pontos pardacentos na
superficie. 0 pulmdc mostrava-se
isquémico e com numerosas nodulagdes na
superficie pleural. 0 coragdo de
consisténcia bastante amolecida, c©om
epicdrdio de aspecto gelatinoso. 0 rim
esquerdo hastante diminuido oo
nurercsas nodulagBes e rim direito de
tamanho consideravelmente aumentado e
com as mesmas nodulagdes do  rim
esquerdo.

Microscopice - Os cortes histoldgicos
dos vdrios Orgdcs estudados mostravam
estrutura microscdpica acentuadamente

alterada, principalmente pelo
accmetimento generalizado por processo
inflamatdrio crdnico, en parte
granulomatoso, com grande nimere de

células histiocitdrias, além de edema e

proliferagdo wvascular. Outras dreas
mostravam granulomas bem  formados,
constituidos predominantemiente © por

celulas epitelidides e raras células
gigantes do tipo estranho. Verificou-se

frequentes estruturas arredondadas.._e .

hifas de coloragdo castanho intenso,
tanto  isoladas como agrupadas, ora
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extra, ora intracelulares, fagocitadas
por - células gigantes (Figura 6). Estas
formas foram evidenciadas inclusive
pela coloragio de P.A.S. e de Grocottt.
Simultanesmente, observou-se alteragdes
degenerativas nos varios drgdos
analisados.

Os achados correspondem a uma micose
generalizada e profunda (Septicemia
micdtica), com acometimento de todos
drgdos.

Discussdo e Conclusio

A cromomicose ora descrita em Rana
catesbeiana apresentou miita semelhanga
com  a doenga observada por varios
autores em outras espéeies de anfibios.

Os achados microscopicos sdo
coincidentes com os de Carini (1910),
Blmeida (1934), Cicmanec & Cols. {1973}
& Veldsquez & Restrepo (1975). Contudo,
as lesBes externas aqui registradas sd
foram observadas por alguns autores
como Elkan & Philpot (1973), sugerindo
que o fato esteja relacionado com o
fungo isclade e espécie de anfibio
acometido.

Elkan & Philpot (1973) descrevem a
predominante presenga de elementos
micelianos ¢ c<élulas arredondadas do
tipo clamidosporos nas lesBes. Tais
elementos tém sido encontrados na
cromomicose humana mas, segundc
Al-Doory {1972). as células
esclerdticas devem star presentes para
se estabelecer o diagndstico. fo
entanto, Rush & Cols. (1974) estudando
a infecgdc sistémica espontinea, sem
identificagic do fungo, em 25 animais
da espécie Rana pipiens observaram
também que a forma predominantemente &
de hifa, correlacionando ¢ achade com
diferenga de temperatura corporal entre
mamiferos e anfibios.

A cromomicose Jd@ fol descrita em
sapos e rds, na forma espontdnea €
experimental; Rush & Cols. (1974)
consequiram reproduzir a doenga em Rana
pdpdens por inoculagio do funge no saco

linfatico dorsal, mostrande cque a
doenga representa preblema  clinica
potencialmente séric para - ras

utilizadas em laboratdrio. Os autores
também conseguiram isolar o fungo de
dgua dos tangues onde os animais eram.
criados.

Os achados
microscdpicos da

MACTOSCORicos &
presente pesquisd



figura 5 - Frutificagio do tipo ¢ladosporium. ({(preparagdoc com
solugdo de Lactofenol - 504X).

Figura 6 - Les3o granulematoss com presenga do fungo HE - 200X,




revelaram que a doenga € altamente
destrutiva para ras, con severos danos
no figado, rins, pulmdes e pele. O
problema adgquire major seriedade em
virtude da duragio da doenga
esponténea, em tornode wra semana, sua
natureza insidicsa e a habilidade d&o
fungo em infectar ri3s sadias, o que,
consequentemente, pode vir a dificultar
muitas pesquisas utilizando anuros.

A forma epidémica da doenga estudada
permite supor que © surto teve como
causa © "stress" da  superpopulagic do
randric e as precdrias condigBes
higiénico-sanitdrias do local de
criagio. De acordo com Fontanello &
Cols. (1987) a taxa de sobrevivéncia de
ras em engorda diminui com o aumento do
mimero de animais por metro quadrado.
Os autores trabalharam com diferentes
densidades de ra/m*, 05, 25, 45 e &5,
encontrando maior taxa de sobrevivéncia
nos lotes de c¢inco animais. As rés
afetadas no presente surtc eram
mantidas confinadas numwa drea de
aproximadamente 71,4m°, equivalente a
72 ris/m®, rndmerc superior & taxa de
lotacgBo considerada ideal. Por ser
praticamente  impossivel trazar rés
afetadas por esta doenga, as medidas
devem ser de controle, direcionadas
para a fonte potencial da infecgdio no
meio ambiente. Estas medidas dever#o
envolver limpeza e desinfecglo das
instalacdes e gaiolas e criagio de
menor mirero de ris por metre gquadrado.
Para o8 animals infectados,
recomenda~se o sacrificic.

Sunmary

An outbreak of sislemic chromomycosis
in  frogs |Rana catesbelana, Shaw 1507}
caused by Cladodporium &p

In a commercial flock of 5.000 frogs (
Rana cafesbeiana) localized in  Sta.
Luzia ~ Minas Gerais State, 140 snimsls
{2.8%) were affected by systemic
mycosis. Ceath ocurred 1in 100 of the
diseased frogs (71.4%). Postes.mortem
sxarination was performed in several
frogs. Infected ergans, including skin,

spleen, liver, Kydneys, lungs, and
heart WETES Temoved far
histepsthological and mycological
preparations. The a@crpholagy of the
fungus in  infected ergans and in

culture was studied. The resulis shnwad
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the presence of large brown caloured
hiphae with Tound bodies and
cladosporium type spcrulation allowing
the identification of Cladospordium sg.
This is the first report of systemic
cromomveasis in Rana cafesbelana in
Brazil.
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composigdo quimica da parede

A composigic da parede celular de ELLLsomyees anomalins mostrou uma

variagdo proporcional em guitina

quitosano,a 1 e 6 dias de

crescimento. Observou-se elevada concentrag@io de dcido 0léico e baixe
nivel de 4cido graxo vY-linpol&nico. Aos & dias de incubag#o da

culture a proporc#o de lisinag

aumentada. Composigfio aquimica

relativamente estdvel fol obtida com as gélulas coletadas ng inicie

da fase estacigndria.

Introduction

The mycelial cell walls of
Zygomycetes are characterized by the
presence of chitin and chitosan (5).
However, there are marked gualitative
differences in cell wall composition

tween the dimorphic yeast-like and
mycelial forms (6) as well as between
the cell wall of mycelial hyphae and
sporangiospore of the same species.
Alterations in the levels of mycelial
cell wall components have been achieved
in Mucon javanicus through manipulation
of cultural conditicns  such as
composition of the medium, aeration and

culture age (22). Similar differences.

in the ratio of cell wall chitin:
chitcsan were found during growth of
Choanephora cucurbifgrum from 1 to 7

days; the cell wails of the young,
I~day old mycelium was shown to contain
more chitosan than the cell walls of
the 7-days old one. These observations
were associated with the mode of host
penetration and susceptibility to the
mycoparasite Pdpfocephalis virginiana
(20}. It has alsc been observed that
the oytoplasmic level of y-linolenic
acid differed from one species to
another and in the same species
according to the age of the culture,
and that the level of y-~linolenic is
higher in young aycelium which are
susceptible to the mycoparasite (20}.
ELLisomyces anomalis {=Thamnid{um
anomafum) is a [ucoracecus fungus
reported to  be susceptible to
mycoparasitism (14). Thus, it was of
interest to investigate the c¢ell wall

fav. Microbicl.. 830 Paule, 20{3):321-326, Jul./Set. 1989
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composition of young and "age" cultures
in order to find out whether they
display similar differences to the ones
described above.

Materials and Methods

Onganism and cullure condilions -
Effisomyces anomatus (Hesseltine &
Anderson)  Benny & Benjamin (=
Thamnid{wn anomafum  Hesseltine &
Anderson) belonging to  the live
collection from the "Instituto de

Rotdnica" of S3o Paulo (SPC 345} was
maintained in Difco's potato dextrose
agar medium at 22°C. Inocula of these
cultures were grown for 48h at 25°C in
Synthetic Solid Medium (15) modified by
Beakes, Campos—Takaki & Takaki (7) to
contain  0.6g/]1 glucose. From these
cultures Smm of diameter inocula
obtained with aid of a sterilized borer
were transferred to Synthetic Liquid
Medium aiso modified to contain 0.6g/1
glucose {30 inocula per 400ml culture
medium). The cultures were incubated
for either 1 or 6 days at 25 °C under
continuos shaking {80rpm). After the
desired incubation period the mycelial
mats were collected by filtration,
washed with distilled water, and freeze
dried.

Cott wall preparation and fractionation
- Cell walls were prepared according to
Ietourneau & Col. (16). The lipids were
extracted from the freeze dried walls
according to Deven & Manocha (11), and
the carbchydrates were  subsequently
extracted with water at 100°C, TCA at 5
°C, 30% KOH at 100°C according to the
method of Chun & Nickerson (9)
modified. :

Quantitation and characterization of
wall components - Total phosphate and
total protein in intact cell wall were
estimated by the colorimetric methods
of Rouser & Col. (24) and of ILowry &
Col. (17} for insoluble protein,
respectively. Bmino acid analysis was
performed  in an automated analyser
afrer hydrolysis of intact walls with

6N HC1 for 72h {1}. Lipids were
quantitated gravimetricaly and
characterized by thin layer

chromatography (TLC). Approximately 2mg
of the lipid fraction were applied in
0,250 thick 20 x 20cm silicagel G

Jlayers (Merck, Germany). Neutral lipids

were developed in hexane: ethyl ether:
acetic acid (85: 15:1 by volume). Polar
lipids were separated by bidimensional
TIC in c¢hloroform: methancl: ammonia
(75: 25:3 by wvolume} in the first
direction and chloroform: methanol
acetic acid: water (170: 25: 25: 4 by
volume) in the second direction. The
plates were then sprayed with 50%
sulfuric acid and heated for
vizualization of the spots. Gas Liquid
Choromatography {GLC) of fatty acid was
performed after methylesterification
according to Manccha {(20) using a model
37-4 gas chromategraph (CG Instrumentos
Cientificos, Brazil) equiped with a
flame ionization detector. A 180cm long’
per 3mm diameter glass column packed with
3% SP 2349 in Supelcoport kept at 150°
¢, with vaporizer temperature at 260°C,
detector at 280°C nitrogen flow

33.4ml,/min was . used. Standard
methylesters were prepared and
chromatographed under the same
conditions. Sugar analysis WaS

performed by GLC after hydrolysis of
intact walls with 28 H580, for 2h at 100
°C followed by neutralization with.
barium carbonate. The sugars were then
transformed into alditols with NaBHga,
acetylated according to Sawardeber &
Col. {25) and subjected to GIC as
described for lipids. except that the
column temperature was programmed from
180°C at a rate of 0.5°C per min.
Chitosan and chitin were estimated,
respectively, as nitrous acid soluble
and insoluble polymers {10) = by
hexosamine determination (8). In cell
walls hydrclysed with 6 fHCL for 16h at
100°C pefore and after extraction with
nitrous acid. Non nitrogenous
carbohydrates were quantified in each
cell wall fraction by the phenolsufuric
acid method (12). All the procedures
were performed in duplicate.

Results and Discussion

The content of major mycelial cell
wall components (Table 1) was very
similar in 1 and 6 days grown cultures.
However, there seems to be an increase
in chitin and phosphate in 6 days old
cultures with a proporticnal decrease
in c¢hitosan, non nitrogencus
polysaccharides and proteins. Besides
glucosamine (from chitin and chitosan)



Yable 1 - Mycelial cell wall

E. anomafis cultivated for 1
Expressed
equivalients

three fractions.

Symbolis: * =
annhydroglucose
separatly in the
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composition of
and 6 days.
as the sym

determined

Cell wall component

Content {& -total wall)

i day

& days
Protein 9.0 8.2
Prosphate 19.0 22.3
Lipiés 1.2 7.%
Chitin 12.% 16.0
Chitosan 32.0 28.35
Nor nitrogenous carbohydrates® 21.5 1%.0
Soluble 1 water, 100°C 2.5 1.0
Soluble in 0.5% ammnium cxalate 3.0 5.0
Soluwsle in W% ¥Ch, 5 ¢ 8.0 5.0
Soluple in 39% RQH, 100 C 6.0 5.0
TOTAL 27.5 19.0
Table 2 - Fatty acid composition of cell

walls of 1

and 6 days old cultures of E.

anomafus determined by GLC.

Symbols: tr* = Traces.

Fatty acids

Laurie (12:0!
Myristic {14:8)
Pentadecanocid (15:001
Paimitic (16:0)
Palmitoleic {16:1)
Heptadecanoic (17:01
Btearic (18:0)

Oleic (18:1}
Lincleic (18:2})

y-linclenic (18:3)

Content (% of total)
1 day 6 days
6.3 4.5
§.6 3.2
6.1 6.4
23.2 22.7
4.4 4.5
tr® tr¥
10.5 11.0
25.0 33.8
79.0 .4
0.7 5.1

which correspond to about 45% of the
walls the major free sugars found in
wall hydrolysates were mannose, fucose,
galactose and genticbicse in a ratio
of approximately 2.5:1:1:0.5 as
determined by GLC. This ratio does not
change significantly between 1 and 6
days of growth {not showed).

The lipid fraction which accounts for
about 7% of the total wall in both 1
and 6 days grown cultures {Table 1)
does not  show any qualitative
difference when analysed by TIC.
However, there was a decrease in the
amount of lauric and y-linolenic acids
in the c¢ell walls of 6 days grown
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Table 3 - Aminc acid composition of cell wall

of 1 and & days

anomalis,

grown cultures of L.

Content {moles/% of ‘total proteint

Aming Acid

1 day 6 daye
Lysine .13 g8.%0
Hystidine 2.46 3.32
Arginine 6.7 §.23
Aspartic .96 10.90
Threonine -i2 5.81
Serine -04 5.50
Glutamic 10 13.20‘
Proline .46 3.60
Glycine .30 4.72
Alanine .37 5.70
1/2 cystine .37 0.50
Valine 23 £.35
Methioning .62 2.30
Iscleucine .75 5.5%
Leucine S04 8.00¢
Tvrosine .83 3.94
Fhenylalanine .41 5.02

cultures which corresponds spite of the fact that "aged" portions

approximately +to the increase in the
proportion of oleic acid in  these
cultures (Table 2).

Protein presents some differences in
total content (Table 1) and in the
amino acids proportions specially for
threonine, and serine increase in 6
days of growth {Table 3).

Physiological studies with
Piptocephalis vinginiana showed that
the degree of parasitism by this fungus
was affected by the carbon and nitrogen
sources (2, 3, 4, 13}. McDaniel &
Hindal {21} showed that E. anomafus
with glutamic acid as nitrcgen source
supporting host growth and the degree
of parasitism by Piptocephatfis
Lipidufa, How parasitism was affected
is not known, but the increase of
lysine and glutamic acid in the ceil
wzll in the early stationary phase
suggest the parasitism described by
Barnett & Binder (3) and Phipps &
Barnett (23). Thus, variations in cell
wall composition can be detected during
growith or "aging” of the culture, in

cf the hyphae are analysed together
with eventually still growing "“voung®
hyphae porticons. The increase in chitin
in older cultures is in agreement with
the findings of Manocha (20} for other
species of Mucorales. It has been
proposed that garmma linolenic &acid in
the mycelium of mucoraceous fungi may
be a factor responsible for determining
the host range of Piptocephalis species
(18, 19). It is noteworthy that in
Choanephora cucurbifarum old cultures
show a great decrease in the level of
y-linolenic acid inside the c=lls
suggest Manocha (20}. Whereas in the
present case the same is cccurring with
y-linoclenic, in the cell wall (Table
2}. Since y-linolenic acid glutamic
acid, seem to be related to the
susceptibility to mycoparasitism and
since the cell wall represents the
first anchorage site for the parasite,
it is possible that besides chitin (20}
the cell wall lipid constituents may be
play a role in the infection proccess.



Surerary
The compesitibn af cell wall in
ELLisomyces anomafis showed a

propertional variation in chitin and
chitesasn (cne and § day of growth). A
high concentration of cleic acid and low
level of Y-linolenic fatty ' acid were
observed. The § days old culture
contained a slightely higher proportion
of 1lysine. Relatively stable chemical
cell wall composition was obtained when
the culture was harvestecd in the early
stationary phase.
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PRODUCAD DE SUBSTANCIAS QUE ABSORVEM LUZ LLTRAVIOLETA POR ASPERGILLUS ORYZAE EM

MEIOS COMPLEXOS

RestEm

Estudcu-se 2 influéncia do enriquecimento do melo,
definido anteriormente desenvelvido,

4gua de milho, kidrolisade

bacto-casitona,

produgdo das

de - caseina,
farelo de algodZo,
soja, extrato de carne e extrato de levedo.

substénclias S,y pode ser aumentada em até 47% e gque,
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guimicamente
com o5 nutrientes complexos:
bacto-peptona,
farele de amendoism, farinha de
Constatou-se que a

entre gs nuirientes complexos, a dgua de milho, ¢ hidrolisade de

caseina e a bacto-peptona sdo

os mals eficientes., Verificou-se

também que alguns destes nutrientes s3o inibidores da produgic do

material S5,.4, destacando-se,

entre eles, o extrato de levedo com

redugBo de 95%. A maior produglfo destas substdncias fol obtida em
meic contendo, por litre, 50¢g de sacarose, 3,96g de (NH4}2504, 0,26g

de  KpHPG,, 0,2g de MgS0,.7H,0,

FeS0,.7Hz8,  10mg de MS0,.H,O,

milhe ou de hidroclisade de caseina.

Introdugdo

Verificou-se em trabalho anterior (7)
que o Asperglflus onyzae, quando
cultivado em meics  quimicamente
definides, acumla, nos caldos de
cultura, substéncias relacionadas a
dcidos nucleicos e  estudou-se as
condighes de cultivo para a méxima
producdo, concluindo-se tratar de
processo onde o crescimento do bolor e
a produgdoc do material ccorrem
simultaneamente, oa seja, que a
produgao das substéncias estd
diretamente relacionada & atividade
microbiana, ndc se tratando de processc
de degradagiic de dcidos nucleicos,
pré—formados, na fase decrescente.

o entantc a utilizagd@o industrial de
meios de cultivo quimicamente definidos
para a produgSo de substdncias dteis

por fermentagio é um processo
relativamente  pouco — comum, sendo
empregados, de ypreferéncia, meios

10mg de InS504.7H20, 14mg de

smg de £050,.7H+0 e 4g de dgua de

constituidos de nutrientes complexos,
usualmente residuos ou sub-produtos da
indistria agropecudria, por serem
econdmicos e  eficientes. Por esse
motivo, neste trabalho, procurou-se
enriquecer 0 meio quimicamente definide
anteriormente desenvolvide pela adigio
de nutrientes complexos, objetivando~se
aurentar ao mAXimC a produgdo  das
substincias Sygq.

Material e Métodos

Medio para preparagdo do indcufo - Este
meio continha, por litro, glicose 40g,
peptona 10g, agar 20g e pH 6,5. A dgua
utilizada na preparagaoc dos meics foi
sempre agua destilada.

Indeudo - Preparou-se uma suspensdo de
eSpOros da cultura utilizada (
Aspengifius oryzae, linhagem NRFL 692)
pela adicic de 8ml de agua destilada

Rev. Microbicl., S3c Paulo, 20(3):327-332, Jul./Set. 1989
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esterilizada a dois tubos da cultura na
forma de agar inclinado. A suspensdo de
S5pOros foli obtida raspando-se
suavamente a superficie do meic, nos
Tubos, com una espdtula esterilizada.

Inccularam-se 6 frascos Jde  Roux,
contendo 200ml do meio indicado, com
1,5mk da suspensdo de esporos cobtida
anteriormente, esparramando-se
uniformerente ¢ indculc sobre o meio
nutrients, e os frascos foram deixadcs
a temperatura ambiente durante 18 dias.

Adicionaran—se, entdo, 200ml de dgua
destilada esterilizada a cada frasco e
a suspensdo de esporcs fol obtida da
maneira jd  citada. A suspensdo
preparada foi assepticamente
homogeneizada em liguidificador de copo
de aluminio, estdril, e transferida, em
porgBes de 10 a 30mi, para frascos
estéreis de S0ml. Apds serem Ffechados
con tampa de borracha e protegio de
aluminio, os frascos foram conservados
em cdmara fria (5°C).

Meio bdsido - A composicio do meio
bdsico, quimicamente definido,
empregado neste trabalho era, por
litro, a seguinte: 50y de sacarcse,
3,969 {30mM) de (NH,) 5S04, 0,26y
{1,5mM) de KyHPO,, 0,29 de MgSO,.7HL0,
10mg de ZnS04.7H,0, 10mg de FeS0. 7HO,
10mg de MnS04.H20 e Smg de CoSOy. 7H0.

Esterilizagdo dos meios de cultive 2
outros maleninis - B esterilizacio foi
feita por aguecimento, em autcclave,
mantendo—se o aquecimento efetive a 121
°C durante 20 minutos. A fonte de
carbono era esterilizada & parte e
depois acrescentada assepticamente ao
restante do melc.

O pH dos melos era ajustado, apds a
esterilizagio, e gquandc necessario,
rela adiciic de 4dcido sulfirico  ou
hidrdxido de potdssic  diluidos e
esterilizados, de modo a  cbter-se pH
entre 6,0 e 7,0.

Téenica de cultive -~ O  processo
erpregado para permitir o crescimento
dos microrganismos em condigBes  de
produzir as substéncias que absorvem no
ultravioleta {Spgg) fol o de “"Frascos
agitados®. Com tal técnica, a atividade
microbiana ocorreu em cultura submersa,
em frasccs de Erlenmeyer submetidos a
rotagdo. Utilizaram-se frascos de 125ml,
contende 30ml de meio nutriente e 1,0ml

de indculo,  colecados na mesa
agitadora, onde descraviam circulos de
aprovimadamente’ 3oan de difmetre  na
velocidade de 250 rotacgBes por minuto.

Os frascos foram tampados com  espuma
de poliuretano de 1cm de espessura,
presa & boca do frasoo por eldstico. O
crescimente foi feito em estufa mantida
a 30°C, em experimentos de 170 horas,
en que a agitagio s¢ era interrompida o
minime possivel, para carga e descarga
do aparelho, a fim de manter oxigenacio
continua ao microrganismo en
desenvolvimento,

As experiéncias foram SEMpPr
constituidas por duplicatas, ou seia,
cada resultado deriva de par de frascos
preparados e analisados paralelamente.

Métodos analificos - A producio das
substdncias Sjgp foi determinada pela
absorvncia (A2g0), medida a 260nm, do
caldo de cultura filtrado. Foram feitas
corvegdes nos valores cobtidos em fungdo
da absorvincia do  meio nutriente
esterilizadc ("Branco") e do volume
final do caldo de cultura em relagdc ao
volume inicial de melo de cultivo.

Por analogia com o sistema utilizado
por Bendich {1), definiu-se uma unidade
do material Sygp como a gquantidade de
substdncias contida em Iml de soluglo,
cuja absorvincia a 260nm € 1,0 medida
em cuba de cm,

Resultados e Discussio

Os meios de cultwra foram ensaiados
pela adigdo, ac meloc quimicamente
definido anteriormente desenwolvide
(7). dos nutrientes complexos
individualmente, na concentragd&o 5g/1.

Verificou-se que nem todos os melos
enrigquecidos nutricionalmente
mostraram-se favordveis ao aumento da
produgiic do material em estudo. Este
fato indica que a produgdo parece ndo
estar relacionada ac teor de nutrientes
dos meiocs, mas depender particularmente
de alguns componentes oono  OStra &
Tabela 1.

Os resultados obtidos mostram que a
produgdo das subst@ncias em estudo pode
ser aumentada em até 47% pela adigdo de

‘nutrientes complexes ao meio bdsico

quimicamente definido inicialmente
desenvolvido. Entre eles, a &dgua de
milho {produto da Companhia Refinagbes
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nytrientes
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complexos &0

meio gquimicamente definido e sua influéncia na
produglo das substéncias Spgn pelo  Aspergl{ffus
onyzae.

Nutrientes b=z} Ao Prodeno fotimila  Inibigho
Complexos Eirst firml relativa (1) {z)

A de milke 2.2 17.0 1,41 41 -
Hidrolisadn

de caseina 2,2 16,6 1,37 37 -
Bacto-peptons 2,3 14,6 1,21 rad -
Bacto-casitona 2.3 13,0 1,07 7 -

Farelo de slgodie 2,2 12,5 1,03 3 -

Farelo de smendoim 2,2 10.8 c.89 - 11
Farirha de soja 2,5 10,3 Q.85 -~ 15
Extrato de carne 2,3 8,4 Q,69 - 31
Extrato de levede 2.3 9.6 a,05 - a5

Sem rutriente 2,2 12,1 1,00 - -

de Milho Brasil contendo 0,52g/ml de
sdlidos totais determinados como massa
seca), o hidrolisado de caseina e a
bacto-peptona sdo os mals eficientes.

Chserva-se ainda que a bacto-casitona
e o farelo de algodéic sdc  pouco
eficientes e que 05 outros nutrientes
utilizados sdo inibidores da produgio,
destacando-se entre eles o extrato de
levedo com redugiio de 95%. Com relagdo
a este dltimo, os resultados obtidos
confirmam pPlenamente trabalthos
anteriores (2, 3, 4, 5, 7 e 10), pois
tratando-se de componente complexo rico
em fosfate tem certamente efeito
inibidor na produgdc das substéncias
5260-

Os resultados das Tabelas 2, 3 e 4
indicam que a concentragio inicial dos
componentes complexos  tem grande
infludncia na produgdo do material e

que meios contendo agua de milho
{4g/1}, ou hidrolisado>de caseina
(4g/1), ou bacto-peptona (2g/1) so os
mais produtivos.

£ interessante notar que para © A.
oryzae (Figura 1) a &gua de milho,
quando presente em concentragio igual
ou uperior a 7,5g/1, deixa de estimular
a produgdo do material Sogn- passando a
inibi~la. Fato semelhante ocorre com a
pacto—peptona quandc presente nos meios
em concentragdo igual ou superior a
11g/1; o mesmo ocorre com ¢ hidrolisado
de caseina quando presente em
concentragdo superior a 14g/1.

A dqua de milho tem se mostrado um
importante nutriente complexc para o
estimulo da produgdc das substéncias
Sogp {5). O mesmo tem ocorrido com a
farinra de soja (3) e comros farelos de
algodzo & de amendoim {5}.
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Tabela 2 - Produgio das substincias S,gp pelo
Aspergifius vryzae em fungdo da  concentragio
inicial da dgua de milho como Gnico aditivo
ap meio gquimicamente definido desenvelvido,

Az de milho o Ao Prodhaio  Estimilo  Inikigho
{g/1) Einal  fimal relativa %) {x}
0.0 2,3 121 1,00 - -
2,0 2.3 15,2 1.26 26 -
1,0 2.3 17,8 1,47 47 -
5,0 2,3 1.0 1,41 41 -
6,0 2,2 14,6 1.21 21 -
8.0 2,3 11,3 0,93 - 7
10,0 2,5 111 0,82 - 8
15,0 2,3 10,8 0,83 - 17
20,0 2,3 6,4 0,53 - &7
25,0 2,5 2,8 0,73 - 77
30,0 2.6 1.4 0,12 - 88
35,0 2.6 0,0 0,00 - 100
40,0 2,6 0.0 ©,00 - 100

Tabela 3 - Produg3c das substlncias Sogn pelO
Aspenglflus onyzae em fungZc da concentraglo
inicial do hidrolisado de caseina como d{daico

aditivo as meio quimicamente definideo
desenvolvido.
Hidrolisadc 2l g Frodugho  Bstimmln Indbigao
e czseina final  finml relativa 1) [£Y;
{a/1)
0.0 2,2 11,8 1,00 - -
2,0 2,3 146 1,24 2% -
4.0 2,2 17,4 1,47 47 -
5.0 2,2 17,1 1,45 a5 -
6,0 2,2 16,9 1,43 a3 -
8,0 2,2 16,2 1,37 a7 -
10,0 2,2 15,4 1,31 3 -
12,0 2,4 14,0 1,19 19 -

14,0 2,3 1,8 1.00 o -




Figura 1 - Efeito da concentra¢do inicial da dgua de milho

Tabela 4 - Produgdo das substlncias Spgg
pele Aspenglllus oryzae em funglo da
concentragdo inicial da bhacto-pepteona como
Gnico aditivo ao meioc quimicamenie definido
desenvolvido.

Bacto-peptona 8 Ao Producio  Estimilo Ininigho
{g/1} finnl  final relativa ) (5}
0,0 2,2 119 1,00 - -
2,0 2,2 16,5 1,39 39 -
4,0 2,3 15.5 1,30 30 -
5,0 2,3 15,0 1,26 26 -
€.0 2.2 14,4 1,21 21 -
16,0 2,2 13,0 1.9 9 -
12,0 2,3 11,6 0,97 - 3
14,0 2,2 10,4 0,87 - 13
16,0 z,2 ge,3 4,78 - 22

produg¥o de substdncias S, . pelo Adpengilflus oryzae.

ESTIMULO (%)

INBIGAD )

0

a0

40 iR ) . 0

CONCENTRACAC WNICIAL DE A0UA DE MLHD (g/1}
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Andlise quimica preliminar dos caldos
de cultura, atraves de cromatografia de
troca~idnica, cromatografia em papel =2
espectrofotonetria ultravioleta, indica
de maneira semelhante aos trabalhos com
Aspengillus  adgen (4}, Sinepfomyces
aurneofaciens (6) e Aspergiflus onyzas
(7) a presenca de  substincias
relacicnadas & dcidos nucleicos, como
serd visto em publicagio posterior.

Summary

Production of UV Light absorbing
substances by ' Aspengiffus oryzae in
compfex media

The production of UV light absorbing
substances by A. 01Yza® was studiaed hy
the addition of the follewing complex
nutrients {added one by cne  as
enrichment nutrients) to the chemically
defined culture medium studied: corn
steep liquor, casein hydrolysate,
bacto~peptone, bacto-casitone, cotton
seed meal, peanut meal, soybean flour,
meat extract and yeast extract. Complex
culture media with increased production
{47%) were obtained with corn steep
liquor or casein hydrolysate and with
bacto-peptone (42%) by the adjustment
of the optimal concentraticn af ths
complex nutrient wused. Some of the
complex nutrients studied are
inhibitery to the production of Spg4
substances, particularly the yeast
extract with §3% decrease of thes
griginal production obtained in thz
chemically defined medium established.
The medium- - giving maximal production
has the following compasition,. per
liter: sucrose 50g, (NH,},50, 3.96q,
KorPOy G.26g, MgS0y.7H,0 0.2g,
Zns0,.7H-0 i0mg, Fasl,.7H,0 10mg,
MnS0,.H,0 10mg, Co$04.7H20 5mg and corn
steep liguor or casein hydrolysate 4g.
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SOROGRUPAGEM DE (RYPTOCOCCUS NEGFORMANS, NOTA EPTIDEMIOLOGICA

Resumo

Foram sorcgrupados onze amostras
pacientes comn
glicina-cicloheximida~-vermelho de feneocl (GCP),
fenol {(GOP) e tLw-arginina-glicins-azul de bBbromotimol
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de Cayplococcus  neoformans,
SIDA, através dos meios
glicina-vermelho de

(ces). Dez

amostras feoram iscladas a partir de liquido cefalorraguidisno, sendo
nove provenientes de-pacientes do sexo masculino e uma paciente do

sexo femining.

Uma dnica amostra fol isolada de feriments cuténeo,

Todas as amostras se comportaram como pertencentes ao sorogrupo A-D.

Introducio

A criptococose, doenca cldssica de
distribuigdc mundial, causada por
Cryptococcus necformans, caracteriza-se
por infecgfio sub aguda ou crdnica,
afetando principalmente pulmbes, pele e
meninges. Seu desenvolvimento depende,
scbretudo, de fatores predisponentes,
uma vez que ¢ agente eticldgico £
abundantemente encontrade em  fontes
vegetais e animais (5, 7). As primeiras
evidéneias do comportamento cportunista
desta levedura, foram relatadas na
década de 50, com base em sua
ocorréncia em pacientes portadores de
doencas malignas {leucemias, linfomas,
mielomas e sarcomas), doengas do
colagenc, sarcoidose e outros gquadros
debilitantes (7, 10, 16, 17). C.
ne g fokmans reassumiu progressiva
importdncia com a era dos transplantes
(21) e, mais recentemente, na Sindrome
da Imunodeficiéneia Adgquirida (SIDA),
onde evidencia um grande ndmero de
intercorréncias, entre as quais

meningites e quadros disseminados (3,
4, 6, 8, 9,11, 20, 22, 24, 25, 26},
representande, em certas condigtes,
critério para diagndstico da SIDA,
Atvalmente duas variedades de C,
neoformansd agrupam cinco sorotipos: a
variedade necofoamans correspondendo aos
sorotipos A, D e AD e a variedade gattdl
correspondendo aos sorotipos B e C (2,
12}. Caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas e epidemioldgicas agrupam
os cinco sorcotipos em dois sorogrupos
distintos, A-D e B-C, conhecidos tambdém
come complexo necformans e complexo
gatil, vespectivamente (1, 2, 12, 13).
No Brasil, raros foram os trabalhos
feitos com relagio & prevaléneia de
sorotipos e SOrogrupos de C.
neogormans.  Paula & Col. (19}, en
quarenta amostras isoladas de materiais
clinicos, obteve 62,5% do sorogrupo
A-D, 32,5% do sorogrupc B-C e 5% como
ndo grupaveis. Dentre as diferengas
existentes entre os dois sorogrupos,
destacam—se predcminantemente: g
aparéncia grosseira dos basidios &

Rev, Microbicl., S&c Paulc, 20(3):1333-336, Jul./Set. 1989
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basididsporos (12); a auséneia ge C.
nechormans, variedade gatil, em algumas
regides geograficas, comprovada através
de levantamentos epidemicldgicos (1,
14): infecgBes causadas por leveduras
do sorogrupe B-C, tém dermonstrado maior
resisténcia a tratamentos antifiingicos
cldssicos que as do sorogrupo A-D {23)
e, - finalmente, a criptococose,
considerada como uma das principais
infecgdes oportunistas em pacientes
portadores de SIDA, envolve, nestes
casos, predominantemente (. neoformans
variedade neofoamans (sorogrupc 2-D)
{20}. As duas dltimas caracteristicas
s80 de extrema importincia clinica.

0 objetivo deste trabalho €
contribuir para os estudos
epidemicidgicos da criptococose,
particularmente em pacientes portadores
de SIDA, como  importante  grupo
favorecedor do recrudescimentc desta
infecgdo oportunista.

Metodofogim - Yoram submetidas a esta
sorogrupagem onze — amostras - de C.
neoqoamans, isoladas de pacientes
aidéticos, sendo nove iscladas de
liquide cefalorraquidiano de pacientes
masculinos, com idade entre 23 e 70
anos (amcstras de 1 a 9). As outras
dvas amostras foram  isoladas de
pacientes dc sexo feminino: uma de
material de ferimento no brago (amostra
10) e a outra de liquido
cefalorraquidiano (amostra 11). Todos
os materiais foram recebidos na Segdo
de Microbiologia do Laboratdrio Fleury
ne ang de 1988, destinadas a
diagndstico microbioldgico, tendo sido
isolado exclusivamente Cayplococeus
neoformans., Apds identificagdo
comprobatdria das leveduras (S), estas
foram submetidas a sorogrupagem através
dos meios de
Glicina-cicloheximida—vermelho de fenol
{GCP) (18, 21), Glicina-vermelho de
fenol sem cicioheximida (GOP)} {18, 21)
e uma varidvel do meio
L-canavanina—-glicina-azul de bromotimol
{CGB), desenvolvidc por Kwon-Chung &
Col.. {15), onde foi substituida a
I—canavanina pela L-arginina, mantendo
idéntica a performance segundo Morales
(18). O meio GLP. foi preparado pela
diluigdo de uma solugdo estoque (10 X
concentrade) , esterilizada por
filtraglo, de  glicina 10% e
cicloheximida 16,0ug/ml em 6% de “Yeast
Nitrogen Base" (Difco}. Esta solugdo

foi adicionada na proporgic de 1:10, a
um  dgar base indicador (2,0% de dcar
Difco e 3,0% de uma solugdo de vermelho
de fenol a 0,5%). O meio GOP foi
preparado de forma idéntica ao GCP,
amitindo entretanto a cicloheximida. O
meio CGB fol preparade da seguinte
maneira: 100l de solugdic A {10,0g de
glicina; 1.0 de Mgs04; 1.,0mg de
tiamina-HCl ¢ 30mg de L-arginina em
100ml de agua destilada, pH = 5,6, e
esterilizacio por filtragdo), foi
adicionada a um meio base estéril
contendo. 880mL de dgua destilada, 20g
de dgar e 20ml da solugdo B (0.4g de
azul de bromotimol em 100ml de dgua
destilada}. Os meios foram distribuides
em tubos e inclinados para formagdo de
base e dpice. As leveduras mantidas em
dgar Sabouraud dextrose, dJdurante 48
horas a 37,0°C, foram semeadas nos
meios GCP, GOP e (GB, cclocando-se um
pequenc indcule no centro da superficie
inclinada. A leitura foi realizada apds
cinco dias de incubagdo a 27,0°C,
atribuindo—se Indice segundo a mudanga
de cor, e sua interpretagdo foi baseada
na escala correspondente &  reagdo
biocgquimica, conforme preconizado por
Shadomy & Col. (23).

Resultados

Os resultados s&o apresentados na
Tabela 1.

Discussdo

Rinaldi & Col. (20), afirma ser
Cryplococcis neofonmans variedade
neofoamans, o principal agente da
criptococose em pacientes portadores de
SiDA, apos exaninar 24 amostras.
Morales (18), em pesquisa realizada com
26 amostras isoladas de pacientes com
SIDA, no Hospital Emilic Ribas, em S3o

Paulo, Brasil, chega a idéntica
observagiic. As onze amostras, por nds
analisadas, demonstraram ser do
SCrogrupo A-D. Nossos  resultados

concordam com as observagdes de Rinaldi
& Col. (20) e de Morales (18), que
apresentam como perfil epidemioldgico
da criptococose, em pacientes
portadores de SIDA, quer sob a forma de
meningite ou de qualsquer outros
comprometimentos, leveduras
predominantemente pertencentes ao



%abela 1 « Distribuigio
dos resultados das 11
amostras analisadas.

Simbolos: GCP = Glicina -
cicloheximida - wvermelho
de fengl; GOP = Glicina -
vermelho de fenol sem

heximida; C8G =
L-canavanina -
glicina-azul de
bromotimol; * =

Interpretagdo bioquimica
segundo Shadomy & Cols.,

1987.
Meiosy
Arostras Sorogrupo
o GOF OGB
1 Q 1+ 4] AT
2 Q o L) AD
3 0 1+ 0 AD
4 1+ 2+ { AD
- o Q g AD
5 0 ] 0 AT
T 0 0 ] AD
-] 0 o ] AD
9 Q i+ Q A/D
10 [} 0 0 A
it 1+ 2+ 0 AD

sorogrupo A-D. % interessante notar,
essa predomindncia do sorogrupo A-D, am
pacientes aidéticos. No  trabalho
picneirc de Paula & Col. {(18), foi
encontrada, ne  Brasil, ura  alta
percentagem, cerca de 33% de variedade
gatti {sorsgrupo B-C) em diferentes

materiais clinicos oriundos de
pacientes ndco aidéticos. Ainda, segundo
resultados ohservados em nossc
experimento, as amostras  testadas,

quandc produziam mudanga  de  cor,
faziamnz em maicr intensidade no meio
GOP- do que no meio GCP. Chservamos,
entretantc, que esses dols meiocs
associados parecem ser mais sensiveis
na detecgdo da utilizagio da glicina
que o (GB, onde houve crescimento sem
alteragio da cor, concordando assim com
a afirmagio de Salkin & Hurd (21).

Summary

Cryplococeus neoformans serogrouping,
epidemiofogic note

Eleven strains of Cryplococcus
necformans, isolated from patients with
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AIDS, were seraogrouped through the
media glycine-cycloheximide-phenol red

agar (GCP), glycine-phenol red agar
(GoP) and
L-arginine-glycine-bromothymol blue
agar (CGB). Ten streins were isolated

from the ceredbrospinal fluid, nine from
male patients and one from a female
patient. Only one strain was isolated
from & skin wound. All stirains ©Dehaved
as belonging to the serogroup A-D.
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OXIDATIVE METABOLISM OF YEAST CELLS OF PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS
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Metfabolismo oxidativo de céfulas Pevedunifonmes de Paracoccidioides

brasifiensis

Paracoceidioides brasiliensis foi cultivade em meio de Fava Netto &
379C, Células na fase exponencial foram obtidas e homogensizadas em
tampdo fosfato G,2M pH 7,2, Os experimentos de respirometria foram

realizados & partir de extrato

livre de células pelo método

polarogréfico. Entre os aglcares e alcodis testados, manitel fol o
substrato que exerceu maiogr estimulc sobre a respiragdo endégena,
engquanto glicose, xilose e trealose mostraram fraco efeito: saobre a

mesma. Glicerol,
sobre a respirag3o enddgena. De

glicina apresentou maior efeito
endégena enguanto alanina mostrou ¢ menor efeito.
aspartato demonstrou o maior efeito estimulante sobre a

orgénicos,

sacarpse € maltose n#Ho apresentaram nenhum efeito
todos o0s L =aminodcidos festados
estimulante sobre a respiragdo

Entre os Zcidos

respiragio endégena, enguanto oxalacetato e citrato exerceram frags
efeitoc sobre a mesma. Mzlato apresentou o mener efeito estimulante

sobre a respirag#c enddgena.

Introduction

Paracoccidioides  brasiliensis, a
dimorphic fungus, is a causative agent
of paracoccidioidomycesis, a
granulomatous disease, endemic to most
part of lLatin America, rmainly in
Brazil, Colombia, Venezuela and
Argentina. P. brascliensis exhibits a
thermal dimorphism, that is to say, it
produces a mycelial form (M form} at
rooit temperature and a yeast form (Y
form) at 37°C, this form also cccurs in
human host tissues.

Histochemical studies {2) have
demonstrated that the yeast-like form
of P. brasifiensis accumulates glycogen
during exponential growth and . degrades
it during the stationary phase {5).
During transformation of ohe form to
the other, changes in the enzymatic
pattern produced by the fungus may

cccur, and the twe formg, wmay show
different biochemical p?c;LSeﬁ:ties (6).

Nickerson and Edwards (8) in their
study of respiration of
Paracoceddioides brasiliensis and

Blasfomyces deamatiiidis, veported that
the ¥ form had a higher endegencus
respiration than the M form, and
exhibited en exogenous oxidation of
glucose, whereas the mycelial  form
exhibited no exogenous. metabolism, in
either resting or starved conditions.
Bernheim {1), however observed that the
mycelial form of B. deamati{fidis had a
lower oxygen uptake and that it
oxidized added substrates more slowly
than the yeast form did.

Kanetsuna and Carbonell (6) used
cell-free extracts of both forms of P.
brasiliensis to examine the glycolytic,
the citric acid cycle and of the hexose
monophosphate shunt  enzymes.  They
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concluded that both forms possesed ths
enzimes for these pathways. Except for
glucose—6-phosphate dehydrogenase and
malic dehydrogenase of the mycelial
form, the enzimatic activities of these
pathways were lower than those of yeast
form. The activity - of
glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase showed the most warked
difference between the two forms, its
activity in the mycelial form being
about 20% of that in the yeast form.

In this paper, we deal with the
ability of cell~free extract yeast form
of P. brasiliensis to utilize different
carbohydrates, amino acids and organic
acids as respiratory substrates as well
as the effect of amphotericin B on
glucose respiration.

We also reason that if the pathogenic
yeast phase of P. baasi{liensis utilizes
a unigue respiratory pathway which is
absent in the host, specific therapy
directad against this pathway may be
possible.

Materials and Methods

Fungaf stnain and  culfure - The
organism used was Paracoccddioddes

brasifiensis, sktrain SN, from the
collection of Dr. Fava Netto (Faculdade
de Medicina - Universidade de 5&o

Paulo, Brasil). The microrganism was
mantained in Fava HNetto solid medium
and recultured weekly (log phase).
Substrates used:
A - Sugars and alcohwls: glucose,
galactose, ribose, mannitcl, =xylose,
threalose, sucrose, maltose, glycerol,
lactose, sorbitol and D-arabincse.
B - Crganic acids: malate,
oxaloacetate, citrate, aspartate and
succinate.
¢ - pmino acids: glycine, D-alanine,
L-proline and L-cysteine.
The substrate solutions were prepared
by dissolving each substrate in

distilled water at a final
concentration of 500uMois/mi.
Drug - Atghotericin B powder was

obtained from Squibb Ind. Quimicas S/A,
sa¢e Paulo, Brazil. The drug sclution
was prepared ‘by dissolving 5mg of
amphotericin B in Jml of dimethyl
sulfoxide and the volure made up to
20mi with sterile distilled water. The
drug was used at a concentration of 0.2

pg/mi axd 20.C0ug/ml.

Preparation of cefl-free extract -
Seven days old cultures was scraped and
about 1g of cells was weighed. All
subsequent procedures were carried out
at 4°C., The cells were grownd with sea
sand for sufficient time to obtain
90-100% of rupture. After suspending
the paste in 0.2M phosphate buffer (pH
7.2}, cell-free extracts were obtained
by centrifugation at 7000 RPM for 10
minutes. Sawples were distributed in
2ml aligquots and mantained in freezer
until use.

Polarographic method - Th2  oxygen
uptake was measured polarographically
with Biological Oxygen Monitor Model 53
{(Yellow Spring Instrument Co, Chio)
equipped with YST 5331 Oxygen eletrode.
To the chamber were added:

Endogenous ~ 1.0mi of cell-free extract
0.2ml of distilled water

1.8ml of 0.2M phosphate buffer (pH 7.2)
Substrates ~ 1.0ml of cell-free extract
0.2ml of substrate (100pMoles)

1.8ml of 0.2M phosphate buffer {pH 7.2}
Drug ~ 1.0ml of glucose solution (500
iMol)

1.8ml of cell-free extract

0.2ml of amphotericin B (0.2 ug/ml)

or 20.0pg/rel).

All the experiments were conducted at
37° C, pH 7.2 and without stirring.
The amount of oxygen consumed was
recorded during 10 minutes after
thermic stabilization. The respiratory
activity was expressed as %0, consumed/
Hg protein/hour.

Profedin measurement - The  protein
content was determined by the Lowry
method {7).

Results and Discussion

The respiration experiments using
carbohydrates and polyalechols showed
that mannitol was the best stimulator
of endogencus  respiration, while
lactose, arabincse, glycerol and
glucose showed a low effect on
endogenous respiration. Trealose,
xylose, maltose, galactose and sorbitol
had lesser smaller effects, while
ribose  inhibited the endogenous
rvespiration (Figure 1).

Nickerson and Edwards {(8) also



Figure 1 - Oxygen consumption by
cell-free extract of yeast ‘phase of
Paracocoddioides brasifiensis in  the
presence of different sugars andgd
alcohols.
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observed the utilization of glucose in
respiration of the vyeast form of P.
brasl{liensis. Mannose and frutose are
utilized by both forms of P.
brasiliensis {6).
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Figure 2 - Oxygen
consumption by cell-free
extract of yeast phase of
Paracoccidioides
brasiliensis in the
presence of different amino
acids.
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Figure 4 - Effect of amphotericin
8 on the respiration of glucose by
cell-free extract of yeast phase
of Paracoceddioldes brasiliensis.
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Of all amino acids tested, glycine
showed the greatest stimulating effect
on endogenous respiration. Alanine and
proline had little stisulating effect
while cysteine inhibited the endogencus
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respiration (Figure 2). According to
Gilardi and Laffer (3), alanine and
preline are utilized as carbon source
for growth of P. brasiliensis. Glycine
is also utilized as carbon source in
the GGY Medium (8).

All organic acids tested were
stimulators of endogenous respiration

in  decreasing order: oxalacetate,
aspartate, citrate and malate.
Succinate showed a  weaker effect

{Figure  3). Our ©results are in
agreement with those of Kanetsuna and
Carbonell  (6), who showed that P,
brasiliensis, in both forms, has the
enzymes of tricarboxilic acid cycle.

Amphotericin B, in a concentration of
0.2ug/ml showed a high effect on
endogenous  respiration, while in a
concentration of 20.0ug/ml * inhibited
the respiration (Figure 4). In a
concentration of 0.2ug/ml, amphotericin
B was used as respiratory substrate,
confirming the theory that its toxic
effect are exerted on intact cells,
through combinaticon with stercls of
membranes (4). In cell-free extracts,
higher concentrations of amphotericin B
were necessary to inhibit respiration
of P. brasifiensis.

Sumary

Paracocedidioides
cultured in Fave Netto medium, at 37°C.
Exponential-phase cells were obtained
and were homegeneized in 0.2M phosphate
buffer at pH 7.2. The respirometry
experiments were realized with =
cell-free extract by a polarographic
methed. Among the sugars and alcchols,
manitol was the most stimulating far
endogencus reséiration, while glucose,
xylose and trealose showed a weaker
effect. Glycerol, sucrose and maltose
had no effect at all. Of all L amino
acids tested, glycine showed the
greatest stimulating effect on
endogenous respiration, while alanine
showed & weaker effect. Among the
organic acids tested, aspartate showed
the greatesf stimulating effect, whils
suceinate, oxalacetate and citrate
shewed a weaker effect, Malate -showed a
lesser effect.
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APLICAGRD DO METODO FLUORESCENTE (SOLUCAD DE DIACETATO DE FLUORESCEINA E BROMETO DE
ETIDIO) NO ESTUDO DA VIABILIDADE DE METARHIZIUM ANISOPLIAE

Resumo

Padronizou-se o método de fluorescéncia

Benedito Corréa

Walderez Gambale
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(solugdo de diacetato de

fluoresceina e ©bromeio de etidio), pars andlise de viabilidace de

Metarhizium anisopliae var. amisopliae (Metsch.) Sorokin,

cultivado

em 4dgar Sabouraud-dextrose 3 25°C. Apds estudar diferentes periodcs

de contato entre as células & as solugles de corantes,

verificou-se

que uma perfeita diferenciag®o entre células vidveis {fluorescéncia

verde} e nHg vidveis (flugrescéncia vermelha) foi
minutos, na& concentragic final

obtida apds 30

de 2ug/ml para o diacetato de

fluoresceina e 58ug/ml para ¢ brometo de etidioc.

Introdugio

0Os metedos para avaliacdo da
viabilidade de c¢élulas fungicas tém
sido baseados, até o presente momento,
no emprege de diverses processos de
coloragdo diretos por exclusdo ou, mais
frequentemente, pelo cultive em meios
apropriados {12).

Com a evidenciagio de que o diacetato
de fluoresceina (DF) podia ser
utilizado como indicador da viabilidade
de céiulas de mamiferos (9), tendo como
base a propriedade das células vivas
acumular a fluoresceina
{fluorocromasia), abriu-se caminho para
novas possibilidades como a
determinac@o de viabilidade de c¢€lulas
de fungos {11), coloragdc flucrescente
de bactérias (1} e de microrganismos do

solo (17).

Cutre  composto  fluorescente, o}
crareto de etidio (BE), foi utilizade
em teste citotdxico (5). Bsta
substincia possui a propriedade de
penetrar  rapidamente  nas células
danificadas, formando camplexo

fluorescente com © material nuclear,
ligando-se ao DA por intercalacdo,

ocasionando, inclusive, anormalidades
mitocondriais; em ipdmeros tipos de
células, como as leveduras (13).

A combinac3o de ambas substincias
fluorescentes {DF-BE) foi wutilizada
para  determinar a viabilidade de
micobactérias (7) e de células fungicas
em cultivo (3, 4, 8, 9), referindo—se
esses auvtores as amplas perspectivas
decorrentes da sensibilidade e rapidez
dessa técnica.

Considerando ¢ exposto, © presente
trabalho teve como cobjetivo: padronizar
o meétodo de fluorescéncia (solugdo de
diacetato de fluoresceina 2 brometo de
etidio) para estudo da viabilidade de

conidics do fungo entomopatogénico
Metarhiz.ium anisopliae (METSCH. )

SORCKIN.

Material e Métodos

No desenvolvimento deste  trabalho
foram utilizadas 3 amostras do fungo
Metarnhizium anisopliae var. anisopfiare
procedentes do Centro HNacional de
Recursos Genéticos e Biotecnologia
{CENARGEN} Brasilia-DF, a saber: E-9;

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 20(3):341-344, Jul./Set. 1989
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DPF1 e DF 10, sendo mantidas em dgar
Sabouraud dextrose a 25°C.

Reagentes ¢ sofugdes - A solugdo
estoque de dlacetato de fluoresceina
{3,6 diacetil fluoresceina-Calbiochem,
Los  Angeles) foi preparada numa
concentracdo de Smg/ml de acetcna e
conservada a —20° C. A sclugdo estoque
de brometo de etidio (2,7 diaminc, 10
etil, 9 fenil fenantridina - Sigma
Chemical, USA) foi | obtida em
concentragdo de 1000pg/ml  de solugdo
tampio de fosfato (PRS) e estocada a
-20°C.

No mowento do uso, diluiu-se  a
solugdo DF 2500 X e a BE 20 X, ambos em
PBS, misturando-se volumes iguais das
solugdes diluidas.

Testes de viabifidade - D2 cada amostra
preparou-se  uma suspensdo "mde" de
conidios em solugBc fisioldgica. Em
sequida, aligquctas de 0,1ml da
respectiva suspensdo foram misturadas 2
aliquotas iguais v/v de sclugdo de
diacetato de fluoresceina e broweto de
etidico em PBS, misturadas pouco antes
do uso. As solugdes foram incubadas am
diferentes periodos de contacto (15,
30, 45, 60 e 90 mimutos). Decorridos os
tarpos estipulados, misturou-se uma
gota da suspensdo de microrganismos e

dos reagentes entre l8mina e laminula,.

exami nando-se &m microscopio  de
fluorescéneia (Zeiss), equipado com
fonte de luz ultravicleta (lémpada de
halogénic &V, 15 watts).

Os testes foram realizados com todas
as amostras a partir de 24 horas até o
852 dia de cultivo em dgar Sabouraud
dextrose e incubaglo a 25°C.

Resultados

Células ndo vidveis de Mefarhdizium
anisopliae en contacto com brometo de
etidio {BE) apresentaram-se
uniformemente coradas em tonalidade
vermelha clara e brilhante. Por outro
lado,- as células vidveis coradas pelo
diacetato de fluoresceina (DF) exibiram
fluorescéncia esverdeada, uniformemente
distribuida nas ¢élulas (Figura 1).

Constatou-se, entretanto, que apds 78
dias de cultivo, as células vidvels
exibiram fluorescéncia esverdeada mais
acentuada na regifdo da parede celular,
com a regido intracelular emitindc

pouca atividade flucorescente.

Apds estudar diferentes pericdos de
contacto entre as celulas & as solugbes
de corantes, verificou-se que uma
perfeita diferenciaciio entre ceélulas
vivas e mortas foi obtidas apds 30
minutos a 25°C, na concentragdio final
de 2ug/ml  para o diacetate de
fluoresceina (DF) e 50ug/ml para o BE.

Discussao

Estudos referentes a viabilidade de
células fungicas sfo divididos em dois
grupcs: 08 @ Que Se  baseiam no
crescimento e contagem de coldnias e 0s
relativos as téenicas microscdpicas.

0 primeirc grupe apresenta  Como
desvantagem a demora da leitura, que
oscila conforme a velocidade de
crescimento dos fungos e que €
influenciado por fatores nutricicnais e
do ambiente (6).

A utilizagdo de téonicas
microscopicas, no estudo da viabilidade
de fungos, apresenta a vantagem da
economia de tempo, da simplicidade, da
sensibilidade e da ndc interferéncia de
fatores nutricionais e ambientais,
porém nesta técnica, a utilizagio de
alguns corantes ndo permitem perfeita
diferenciagic entre células fungicas
vivas e mortas {(12}.

A escolha do brometo de etidic como
corante de contraste  baseou-se,
principalmente, na lenta penetragdo do
mesmo em células fiungicas intactas e na
sua rapida penetragio nas células
danificadas, resultando fluorescéneia
avermelhada uniformemente distribuida
na célula (2.

Por outro lado, © diacetate de
fluoresceina, em contato com células
vidveis, € hidrolisado por enzima
esterasica, fornecende 3as células
intactas colorag@o esverdeada (2).

Fatc que merece mencgdo € a diminuigdo
gradativa &a atividade fluorescente a
partir da parede celular, apds 78 dias
de cultivo. Tal comportarento,
provavelmente, pode ser atribuido ac
fato das células funchas adultas ser=m
dotadas de malor nimero de camadas,
estruturalmente mais complexas, que
reteriam mais c¢orante, principalmente
na regiio da parede celular,
diminuindc, assim, a disponibilidade da
fluoresceina livre , ou mesne,
propiciando um retardamento do fluxo de
corante para o interior da célula.



Figura -1 -~ Células vivas {verdes) e
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mortas

{vermelha) de M. andisopliae incubadas duranmte 30
minutos em solugdo de discetato de flucresceina e
bromeic de etidio (4gar Sabouraud-dextrose. 25°C,

20 dias).

Outra possibilidade, constatada por
diversos autores (3, 4, 10) que
correlacionaram a cindtica fungica com
padrdo de coloragdio do DF-BE, € que
amostras cultivadas em fase de declinio
e tratadas pelo DF-BE, apresentavam
fluorescéneia menos intensa, ou seja,
as celulas durante este intervalo de
tempo  encontravam—se em  atividade
metabdlica minima. Contrariamente, nas
fases iniciais de corescimento até a
fase log, havia wuma fluorescéncia
conspicua.

Comparativamente ao cultivo, o método
fluorescente demonstra maior rapidez na
detecghio da viabilidade fungica (30

mimutos), permitinde, inclusive, a
contagen individual de cdlulas
fluorescentes, mesmo em NUMEro
reduzido, sendo, possivelmente, o

métode  mais indicado no estudo do
desenvolvimento de culturas de baixa
densidade celular.

Pelc exposto, podemos afirmar que o
métodoe  flucorescente, para o estudo da
fisiologia de M. andisepliae, constitui
importante auxilic para 0
entomologista, pois € sensivel e de
rapida execucdo, apesar de mais
ONeroso.

Summary

Ffuoncscent method {§fuorescein
diacetate and ethidium bromide) gox the
viability study o4 Metarh{zdum
anisopliae

The fluorescent method was standardized

{fluorescein diacetate and
nromide splution) te
viability of Mefathizium andisopfiae
{Metsch). Sorokin, cultivated in
Savouraud - dextrose agar at 25°C,
Cifferent pericds of contact befween
cells and fluorescent soclution were
studied. A perfect differenciation
between viable cells {green
fiugrescence) ang no-viable cells (red
fluprescence) was verified after 30
minutes, with the final concentration
of Zug/ml to fluprescein diacetate and
soug/ml to ethidium bromide.

ethidium
analyze the
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OCCURRENCE OF TREHALOSE MYCOLATE AS THE MAJOR LIPIDIC COMPONENT CARRYING TOXIC

PROPERTY IN CLINICAL NOCARDIA ISOLATES

Resumo

Thuioshi Icneda
Neuza Teluko Niigaki
Edscn Tadeu de Almeida

Instituto de Quimica

Depte de Bioquimica USP
Caixa Postal 20780

05508 S#o Paule SP, Brasil

& Carlos Fuilio Levy

Hospital das Cilinicas
Ribeir#o Pretoc SP, Brasil

Micofafo de #rehalose: principal componente £Lipidico dotads de
propriedade foxica em nocdrdins isofadas de casos clinicos

Cepas RP-SN e RP-533 iscladas de dois casos clinicos do Hospital das

Clinicas de RibeirZc Prefo e identificadas como nocérdias,

produzem

micolate de trealose com poder rotatdrio especifico de +3B.6° e

+38,09, respectivamente., Essa
atividade toxigénica enguanto
graxos livres e a de
propriedade.

Introduction

tocardia has as the natural habitat
the environment, mainly the surface
layers of the soil (8). Invasion of the
human body by nocardia takes place
either by inhalation of the
contaminated dust particles or via
wounds which have been in contact with
contaminated soil. The most important
causative agent of infections amongst
species of Nocardia is by Efar N.
astenodides {5). The invasive power of
this organism is not strong, although
it may develop as an opportunistic
infection in cases of debilitating
diseases such as tuberculosis,
emphysema, leukemia and bronchiectasis
(7) and patients submitted to
immunodepressive treatment.  Studies
carried out on N. asteroi{des 10305
{less virulent} and on N. asterodides
GUH-2 have shown that
2,3—dihydroxybenzoic acid, a product of
a secondary metabolism, may play an

fragio
de lipideos neutros mais dcidos
fosfolipideos sdo

glicolipididica possue

desprovidas dessa

important role in nocardial
pathogenicity (4).

This report deals with the
identification of trehalose lipid as a
toxic component found in microorganisms
identified as Nocardia which were
isolated from clinical cases.

Materials and Methods

Microorganisms were isoclated from two
clinical cases by C.E. Levy in the
microbiological laboratory of Hospital
Universitdric de RibeirSo Preto da
Universidade de S3o Paulc, according to
procedures described in reference {11).
Nocardic acid (Cgg—mycolic acid) (2)
was identified by analysing the methyl
ester derivatives of the organic phase
released from lipid deprived cell
residue after alkaline hydrolysis (9).
Microorganisms were grown for a week at
37°C, on a liguid medium containing: 1%
(w/v) yeast extract (Oxoid Ltd, London,

Rev. Micropiol., S3o Paulo, 20(3):345-348, Jul./Set. 1989
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England), 0,5% (w/v} sodium acetate (E.
Merck, A.G., Darmstadt, FRG), 1% {w/v)
glycercl {Reagen, Rio de Janeiro,
Brazil), 0,1% (w/v) sodium chloride (E.
Merck). Formaldehyde was added to a
final ~1% concentration, and after
standing for 2 days, «cells were
harvested by centrifugation. Lipids
were  extracted  six times with
chloroform/methancl (1:1,v/v) and the
diethyl ether soluble material obtained
by usual procedure @ (9}. Colurmn
chromatography was carried out on
silicic acid {Carloe FErba, Milano,
Italy) and the eluting solvents were:
3% (v/v) ethanol in chloroform, acetone
and methanol. Thin-layer chromatograpay
was carried out on silica gel H (E.
Merck) using the following solvent
systems: n-hexane/diethyl
ether/acetone/acetic acid {70/30/11/1,
by vol.} {solvent A)s
chloroform/acetone/methanol /water
(50/60/2.5/3, by vol.) (solvent B). For
paper chromatography, whatman no. 1
paper and
n-butanal /pyridine/water/toluene
(5/3/3/4, by vol.) were used. Lipids on
plates were detected under iodine
vapors, glycolipids were  visualized
with anthrone/sulfuric acid (8) and
phospholipids  with molybdenum-blue
reagent {12}, Spots on  paper
chromatograms were revealed with silver
nitrate/dip reagent (10). Melting point
was determined under Kofler microscopy
and optical rotations measured on a
Hilger poiarimeter with the material
dissolved in chloroform. Alkaline
hydrolysis and methylation of fatty
acids were performed as described in
ref. 9.

For "in vivo" experiments, groups of
male Swiss mice (18 - 22g) were
inoculated with 1ipid solutions in
Nujol  (S00pg/ml). Each group contained
10 animals and 0.1mi of lipid sclution
was intrcduced intraperitoneally every
48h in a total of 5 dosis; control
group received mujol. The body weight
and the survival were recorded for 30
days.

Results

The lipid deprived cell residue of
microorganisms, designed as RP-SN and
RP-533, released fatty acid molely
which after wethylation revealed

Table 1 - Physico-chemical
characteristics of glycolipids (GL)
obtained from nocardia isclated
from clinical cases in the Hospital
das Clinicas in Ribeirtdg Preto.

Symbols: m.p. = Melting point {(°C);
s.0.r., = Specific optical rotatiaen.
Characteristics Alkaline hydrolisis
Glycolipids
o.p. B.0.T. sugar fatcy acid
. s
G RS £25 +38.6 trehalose aycclic acid

€ gm

aL RP-533 <25 +38.0 tretalose swoolic acid

occurrence of spots migrating faster
than ~C32, ~C40-mycolic acid methyl
esters and co-migrating with other
~C50-mydolic acid  methyl esters.
These results agreed with the
biochemical identification procedures
used {unpublished results) and fits
the characteristics observed for N.
astenpides. Intraperitoneal
incculatien of lipid extract in mice
caused no death during the period of
30 days.

Fractions from column
chromatography of lipid esxtract were
pooled into three main  groups:
neutral plus fatty acids, glycolipids
and phospholipids. Repurification of
each of the glycolipid fraction gave
a component with a behavior similar
to that of standard
6,6 '—dicorynomycoloyl  trehalose on
TIC in solvent B (RF 0.46; RF of
standard 0.25). Glicolipids were
viscous liguid at room temperature,
25° ¢, and had specific optical
rotation of +38.6° and +38.0°,
respectively (Table 1). Each
glycolipid released into aqueous
rhase after alkaline hydrolysis
rrehalose only, which was identified
by paper chromatcgraphy in solvent C.
On the other hand, the fatiy acid
moiety after methylation was
identified as methyl ester of
CS0-mycoiic acid (Table 1).

Incculation experiments with the
fractions emerged from columns and
the purified glycolipids showed that
only trehalose mycolate was able tao
promote toxic effects, leading the
treated animals to Geath (Figure 1):
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Figure 1 - Toxicity for mice of trehalose mycolates

from clinical Nocardia isclates.

group

Ten mice in each

were incculated iﬁtraperitonial}y every 48 h

{as indicated by asterisks} either with O.1ml Nujol

{control group) or C.1ml lipid

soluticen in Nujol
mycolate from RP-SN and

(500ug/ml) of trehalose
RP-533.
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other fractions displayed no similar
property.

Discussion

Mycobacterium fubersubosis, the
causative agent of tuberculosis
produces glycolipid

6,6" —dymycoloylmtrehalose (6), known as
cord factor which is responsable for
the toxic property, and mimicks the

hystopathology due to mycobacterial
infection (1). Demonstration of the
presence of trehalose mycolate in

nocardia isolates from c¢linical cases
as the component capable of displaying
toxic activity constitutes an
additional information for
understanding the possible mechanism of
pathogenesis promoted by nocardia. It
is recognised that such mechanism is
very complex and not yet  well
understood {3). However, it may be
advanced that trehalose mycolate of
nocardia may play also a pivotal role
in nocardial infection in a way similar
to that of mycobacterial cord factor.

Summary
Nocardia strains isolated from two
clinical cases .in the Hospital das

Clinicas
designed

de RibeirZo Preto, and
as RP-SN and RP-533 produced
trehalose mycolate (specific optical
rotation +38.6° and +38.0°,
respectively). This 1lipid displayed
toxic activity while neutral 1lipids
plus fatty acids and phospholipids
displayed no similar effect.
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METODO FLUORESCENTE PARA ESTUDO DA VIABILIDADE DE CELULAS FUNGICAS EM MATERIAIS
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fluoresceina e brometo de etidio),
ce€lulas fdngicas, em 150 amostras de
raspado de wmucosa orail,

escarro,

Benedito Corréa

Adhemar Purchio
Walderez Gambale
Claudete Rodrigues Paula
& Valéria M. S. Framil

Universidade de S#0 Paulo
Depte de Microbiologia

Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
05588 S¥o Paule SP, Brasil

(solug%o de diacetato de
para andlise da viabilidade de
materiais biglégices {urina,
pus, raspado de pele & pelo),

provenientes de casos comprovados de micoses humanas diagnosticadas

mediante técnicas micoldgicas

cldssicas. Apds o processamento

adequado dos diversos tipos de materiais biclégicos, oram retiradas
aliquotas de 0,1ml das suspensBes obtidas e misturadas a volumes
iguais da solug¢Zo DOF-BE (2,0 ug/ml). Para pesquisa de dermatéfitos
em pelos, c¢olocou-se o material sobre ladmira de vidro contendo 0,iml

de corantes flucrescentes nas

mesmas concentragdes anteriormente

citadas. G tempo de contato ideal entre as células e os corantes foi
de 30 wminutos, para todos os funges estudados, resultande perfeita
diferenciag3ic entre microrganismos vidveis {fluorescéncia verde) e

ndo vidveis (fluorescéncia vermelha).

Introducdo

0s métodos para avaliagdo da
viabilidade de células fingicas té@nm
sido baseados, até o presente momento,
no emprego de diversos processos de
colorag@o ou, mais frequentemente, no
cultivo em meios apropriados {1B).

Com a evidenciagdo de que o diacetato
de fluoresceina podia ser utilizade
como  indicador da viabilidade de
células de mamiferos {(18), tendo como
base a propriedade que possuem as
células vivas de acumular a
fluoresceina (fluorocromasia), abriu-se
caminho para novas descobertas, cono a
determinagdo da viabilidade de culturas
de fungos (17) e coloragio fluorescente
de bactérias (1).

Qutre  composto  fluorescente, o
brometo de etidio, foi utilizado em
teste citotdxico (8). Esta substancia
possui  a  propriedade de penetrar

rapidamente nas c<élulas danificadas,
formando complexo flucorescente com o
material nuclear.

A combinacdo de ambas as substéncias
fluorescentes  (DP-BE) foi utilizada
para determinar a viabilidade de
micohactérias (10 e de células fungicas
(2, 3, 4, 5, 6, 7, 14, 15) onde os
autores referem com entusiasme as
amplas perspectivas que decorrem da
sensibilidade e rapidez de execugio
desta técnica.

Considerandc—se a necessidade de
estude mais amplos sobre os agentes
fungicos em materiais bicldgicos,
visando conhecer, através da descricio
da viabilidade, vdrios aspectos do
relacionamento agerte~hospedeiro,
constituiram-se cbjetivos do presente
trabalho: Padronizar o método de
fluorescéneia (solugiio de diacetato de
fluoresceina e brometo de etidio) para
andlise de viabilidade de células

Rev. Microbiol., S3o Paulo, 20(3):349-357, Jul./Set. 1989
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filngicas ( C. afbicans, dermatofitos,
M. furfur e P.
brasifiensis) em diverses materiais
clinicos. Comparar os resultados

obtidos com o método flucrescente aos
do exame direto cléssico e do cultivo.

Material e Métodos

Foram estudadas 150 amostras
provenientes de casos comprovados de
micoses huranas, diagnosticadas
mediante técnicas micoldgicas
cléssicas, e assim distribuidas: a)

candidose {80): escarrc (20}; mucosa
oral (20); urina (20}; raspado de pele
(20); b) dermatofitose {30): raspadc de
pele (20); pelo {10); <} pitiriase
versicolor (29): raspado de pele; 4}

paracoccidioidomicose  (11):  escarro
(8); pus (3)..
Reagentes e sofugdes - A solugdo

estoque de diacetato de flucresceina
(3,6 diacetil fluoresceina—Calbiochen,
usa), foli preparada numa concentragdc
final de Smg/ml de acetona e conservada
a —20 °C.

A solugic estoque de broweto de
etidio (2,7 diamino, 10 etil, 9 fenil
fenantridina — Sigma Chemical USA) foi
obtida em concentracBo de 1000ug/mi de
sclugdo tampio de fosfate (PBS) e
estocada a —20°C.

o momento do uso, diluiu-se a
soluciic DF 2500X e a de BE 20X, awmbas
em PBS, misturando-se iguais voluwes
das solugdes diluidas.

Processamento dos maferials clinicos -
0 processamento dos espécies seguiu as
normas  preconizadas — por MoGinnis
(1980), com alguras modificagles.

Raspade de mucosa oral -~ A zaragatoa,
utilizada no raspado ocral, foi
mergulhada em  tubo com solugio
fisioldgica e o material prontamente
utilizado.

Escarno - Volumes iguais de escarro e
do agente mucolitico
(N-acetil-IL~cisteina) foram mantidos em
repouso por 1 hora a @ temperatura
ambiente, sende entd3c acrescentados
10ml de soluglo fisioldgica. O material
foi centrifugado por 15 minutos a
2000rpm e O sedimento ressuspensc com
solugdc de saponina 0,3% (Merck). BApds

30 minutos de repouso o material foi
novarente centrifugado e o sedimento
ressuspensc com 2mi de PES.

Urina - BAmostras de uwripa  foram
centrifugadas por 15 minutos a 2C00xrpm
e 0s sobrenadantes removidos

assepticamente com pipeta Pasteur.
Ressuspendeu-se o sedimento com 3mi  de
solugic de saponina 0,3%, deixando-se
em repouso por 30 minutos. Em seguida,
o material foi novamente centrifugado;
o sobrenadante removido e o sedimento
ressuspenso em 1ml de PBS.

Pus - O pus foi fluidificado, com igual
volume de MN-acetil-L-cisteina, deixado
em repouso por 1 hora & temperatura
ambiente e submetido & agitagBo em
Vortex durante 5 minutos com posterior
centrifugacio a 2000rpm por 15 minutos.
0 sedimento fol ressuspenso com soluGio
de saponina 0,3%. Apds 30 minutos de
repouso, a mistura foi centrifugada e o
sedimento ressuspenso em 2ml de PBS.

Raspado de pefe - Escamas de pele Zoram
tratadas com solugdo de tripsina 2% e
mantidas em repouso em estufa a 37°C,
por um periodo de 2 horas.
Posteriormente, o preparo fol submetido
ao agitador magnético durante 30
minutos e centrifugado a Z2000rpm, por
15 minutos. Removide o scobrenadante,
2ml de PBS foram adicionados ao
sedimento.

Pefos - Pelos e seus fragmentos foram
utilizados extemporaneamente.

 Cubtivo para controfe da viabifidade e

identifleagdo das culfuras - Escamas de
pele, pelos, mucosa oral, escarro,
urina e pus foram semeados em dgar
Sabouraud—dextrose acrescido de
cloranfenicol (100 ug/mi}. ’

O isolamento de M. furfur fol faito
com meio especial contende dleo de
oliva. '

As amostras semeadas foram mantidas
em estufa a 25°C, exceto escamas de
pele com M. furfur incubadas a 27°C,
analisando-se pericdicamente o]
desenvolvimento dos fungos.

A identificagdo das culturas foi
realizada através de técnicas usuais,
descritas em livros da especialidade
(Kreeger Van-Rij, 1984; McGinnis, 1980;
Lacaz & Cols., 1984).
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L . .

figura 1 - Células leveduriformes vidveis de C. afbicans presentes em
urina, tratado com solugXo de saponina. Incubagdo a 25°C por. 30 minutos
em solugZc de diacetateo de fluoresceina e brometo de etidic (X1000).

fFigura 2 - Fragmentos de dermatdéfites vivos e merios presentes enm
raspade de pele, tratada com soluglio de tripsina. IncubagBo a 25°C por
30 minutos em scluclic de diacetato de flusresceina e bromete de etidio
(X400).
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fFigura 3 - Células leveduriformes vivas e mortos de M. fuafur  presentes
eém raspado de pele, tratadc com solugdio de tripsina. Incubag8o a 25°C por
30 minutos em solugHo de diacetato de fluoresceina e bromete de etidio
(X400). :

figura & — Filamentos de M. ﬁu&ﬁu& vigvels, presentes em raspado de pele,
tratado com solug#c de tripsinag. Incubagd3c a 25°C por 30 minutos em
solug¥o de diacetate de flucresceina e brometo de etidio (Xang).
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Figura 5 - Esporos vivos ¢ mortos de dermatdfitos (M. candis) parasitando
pelo, incubado a 25°C durante 30 wminutos em soluglo de diacetato de
flugresceina e bromete de etidio {X160).

Figura & - Esporos vivos & mortos de dermatéfitos (M. cands), parasitando
pelo, incubado a 25°C durante 30 wminutos em socluc3do de diacetato de
fluoresceina e brometo de etidio {X400).
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Figura 7 - Células levedurifcrmes vivas e mortas de P. baasifiensds,
presentes n¢ escarrc, tratadoe com soluglc de N-acetil-L-cisteina e
saponina, incubado a 25°C durante 30 minutos em solucdo de discetato de
fluoresceina e brometo de etidic {X400). -

Teste de viabilidade com corantes
§fuonescentes -  Ihpds  processamento
adequado dos materiais  bicldgicos,
aiiquotas de 0,Inl das suspensdes

obtidas foram adicionados a 0,2mt da
mistura DPF-BE (2,0pg/mi e SOug/ml}i,
preperada pouco antes do uso.

As solugdes foram submetidas a
diversos pericdos de contato com as
células {5, 10, 15, 30, 4% e 80
minutos} e as suspensdes incubadas a 25
e 37°C, a fim de se determinar a maicr
intensidade de fluorescéncia no menor
terpo de contato.

Decorridos os tempos  estipulados,
colocou-se 1 gota da mistura entre
l3mina e laminula e examinou-se em
microscdpio de fluorescéncia.

Para a pesquisa de dermatcfifos em
pelos, colocou-se o material sobre
volumes iguails dos corante DE-BE numa
l&mina de microscopia. ]

Foram realizados testes controles "in
vitro" das soclugbes de tripsina e
saponina, empregando-se suspensdes de
célulags fungicas frente a varias
concentragdes dassclugdes antericrmente

citadas.

Foi calculade o)
estatistico de concordédncia K (Kapps)
entre o teste fluorescsnte e o cultivo,
descrito por Fleiss (1973).

coeficiente

Resultados

Nos diversos tipos de materiais
biocldgicos, o teste de viabilidade com
corantes fluorescentes DF-BE, mostrou
células ndo vidveis de C. afbicans,
dermatofitos, M. funfun e F.
brasifiensis com fluorescéncia de
tonalidade vermelha clara e brilhante.

Por outro lado, as células vidveis
dos Pr=tclive fungos, exibiram
fluorescéncia esverdeada, uniformemente
distribuida (Figuras 1 a 7}.

adotou~se como padrdo de concentragio
dos corantes, 2,0u§/ml para DF e 50
1g/ml para BE, ambos em PBS.

Apds estudar os diferentes periodos
de contato entre as cdlulas fungicas,
presentes nos materiais bioldgicos
previamente tratados, e as solugbes de



fabela 1 Exames

viabilidade

de candiodose,

micoldgicos
{DF-BE)} realizados em
de materiais bioldgicos provenientes
dermatofitose,

5

testes de
150 amostras
de casos
pitiriase

e

versicolor e paracoccidioidomicose.

Simbolos:
DF-BE (+) M
Ndmero de amostras;

DF.BE (+) V
Positivo morto (n3o vidvell;
(%)

Positive vive (vidvel);

N
Percentual em relagdo

a 150 amostras analisadas.

Micoses e wiverc de Exame .
oo . Cultivo OF ~ 88 {+}
Materizis amostras direto - .
Clinicos aralisadas {4} e vive i horeo
(1)
Candidose
e5Carro 20 {13,3) 20 (13,3} 20 {13,3) 20 (13,37 O
urina 20 {13,3) 20 (13,33 20 13.3) 20 113,3) ©
MCOsa
oral 20 {13, 3) 20 (13,3} 16 (10,7} % (10,71 412,71
pele W0 (13,1 20 (13,3) 18 {12,8) 18 (12,00 2(1,3)
Dermatofitose
pele 20 {13,3) 20 (13,30 17 (3L 73 32,0
pelo 0 { 8,7} i0 { &6.7) 0 {67 W67 0
pitiriase
versicolor
pele 29 119,3} 2 019,327 (18.0) 27 (18,00 20,3}
paracocci ’
dicidomicose
escarro g4 8 (5,3 3 172,0) 8{531 o0
pus 3 (2,0 34{20 2053 302,00 ©
Total 130 {100,0) 150 {100,0} 133{83,7} 13% {92.7) 13(7.3)
Grdfice 1 - Percentuais de positividade
em 150 amostras analisadas, segundo os
métodos empregados. corantes {(DF-BE), verificou-se wma
perfelta dlferenCLagao entre
“a microrganismos vidveis e nido vidveis em
1001 T3 en 30 minutos de contato a 25°C.
a0l 4 totalidade das amostras analisadas
(100%) positivaram-se aoc teste
sof fluorescente, levando-se em conta o
b achado de 92,7% de céiulas vivas e 7,3%
de mortas (Tabela 1 - Grafice 1).
sob Observou-se que o nimero de amostras
vidveis constatados pelo método
50 o SIS fluorescente (139) e pelo cultivo
ok _ {133), apresentaram-se estatisticamente
concordantes {K=0,807). Entretanto, no
30} que tange & presenga de células
2ok viavels, © DF-BE apresentou um limiar
de detecgdio acima do cultive (4,0%).
10f Todas as amostras positivas mortas
(ndo vidveis) pelo método fluorescente,
EXAME OF-BE CULIYE ndo lograram crescimento fingico em
DireTo i meic de cultivo.
HETODOS EMPREGADOS Ensaios controles das solugbes de
5 tripsina e saponina, ndo resultam na
pF-ge *Misomente positirn morto (nis vidve inibigdo do desenvolvimento de colénias
+¥ zsomente positvo  vive tyidval) -
fungicas.




356
Discussao

Estudos referentes a viabilidade de
células fungicas s3o divididos em 2
grupcs: ©s Qque Se baseiam no
crescimento e contagem de coldnias e os
relativos as técnicas microscopicas.

0 primeiro método apresenta como
desvantagem a demora da leitura, que
oscila conforme a wvelocidade de
crescimento dos fungos, influenciado
por fatores nutricionais e ambientais.

A utilizacio de téenicas
microscdpicas no estudo da viabilidade
de fungos, apresenta a vantagem da
econdmia de tempo, da simplicidade, da
sensibilidade e da nic interferéncia de
fatores ambientais e nutricicnais.

A escolha do brometo de etidic coro
corante  fluorescente de  contraste
baseou-se, principalmente, na lenta
penetracgio do mesmo em celulas fungicas
intactas & na sua rdpida penetragdo nas

células danificadas, resultando
fluorescéncia avermelhada,
uniformemente distribuida, nestas
dltimas.

Por ocutro ladoe, o diacetato de
fluoresceina, em contatc com células
vidveis, ¢ hidrolisade ©por enzima
esterdsica, fornecendo as células
intactas coloragdo amarelo-esverdeado
brilhante.

Hubora a digestdic da queratina dos
fragmentos de pele seja mais eficiente
com o emprego de hidrdxido de potdssie,
a utilizagdo deste reagente tornou-se
inviavel devido & interferéncia do pH
na acgdo dos corantes. Partindo dessa
premissa, empregou—se a enzima
proteolitica ({tripsina) comeo método
alternativo para o preparc do material.

Esta técnica permitiu a perfeita
visualizagdo de dermatdfitos, C.
afbicans e de M. furfurn, vidveis ou
nao, fole i detalhes morfoldgicos
dificilmente observados pelo exame
cldssico.

A solugdc agquosa de saponina eliminou
flucrescéncias inespecificas emitidas
por. hemdcias e leucdcitos. )

De modo geral, o DF-BE possibilitou a
visualizagio nitida e rapida as oélulas

- fingicas vidveis, fato este resultante
do contraste entre a fluorescéncia
esverdeada emitida pelas referidas
células e a emitida pelo meteriais
celulares presentes nos espécimes, gue,
embhora vermelha, também’  permitiu
diferencid-los das coélulas fungicas

mortas que exibiram a mesma coloragao.

A concordincia estatistica total (K=
1) entre o mimero de amostras positivas
registradas ao exame direto e método
fluorescente, deveu-se ac ato, do
ultimo, permitir a visualizagdo de
células vivas e mortas..

Correlacionando-se o mimero de
anostras vidveis em cultivo e em DF-BE,
encontrou-se valores wais elevados
(4,0%) comn o wmétode flucrescente
{Grdfico 1) e (Tabela 1). Tais achados
sdo, portanto, indicadores de um limiar
de etecgdo maior desse wétodo, sendo,
portanto, © mais indicado para o estudo
da viabilidade de furgos de dificil
cultivo e mais exigentes do ponto de
vista nutricional {Restrepo e cels.,
1982).

Se, por um lado, ¢ exame direto se
destaca pela rapidez, baixo custo e
relativa sensibilidade, o metodo
fluorescente DF-BE mostra  certa
morosidade no processamento {dependendo
do espécime clinico), boa sensibilidade
e possibilidade de diferenciagic entre
células vivas e mortas, sendo,
portanto, un metodo alternativo e/ou
confirmatério perfeitamente aplicdvel.

Summary

Ffuorescent method o study the
viabifity of §ungl celfs in clinical
maternials

The wtilization of the _fluorescent
method (fluyorescein diacetate-DF and
ethidium bromide-BE} to verify the
viability of fungi cells was studied in
150 samples of clinical material. After
processing of biclogical sanples
{urine, oral mucosa scrap, skin scrap,
sputum and pus) 0,I1ml aliguota of
resulting suspension were mixed to
equal volumes of DF-BE solution (2,0
Ra/ml and 50,0ugs/m}l, respectively). For
the examination of -~dermatophytes in
hair, the material- was placed in
microscdpy slides, with 0,1ml of
fluorescent dye. The ideal contact time
between fungi cells and dye sclution
was 30 minutes, resulting in perfect
differentiation between viable {green
fluorescence) aad not viable (red
fluorescence) cells.
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PRODUCAO DE YNTERFERON HUMANO DE MEMBRANAS AMNIOTICAS EM MICROTECNICA

Resumo

Fol desenvolvido um sistema de
membranas amnidticas

Tgor Cunha de Qliveira
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& Romain Rolland Golgher

taboratdric de Virus

Dept? de Micreobiologia

Instituto de Cliéncias Bigldgicas
Universidade Federal de Minas Gerais
Caixa Postal 2486

30167 Belo Horizonte MG, Brasil

produgdao de interferon humans de
(IFN~MA) em microtécnica. Fragmentos de amnio

de 1,4 ou 2,2cm de didmetro, em placas de microtécnica (24 cémaras),

foram infectados por virus Sendai
(12.800 e 13.000 unidades por @ml) foram

titulado. Maiocres titulos

e o IFN-MA resultente fol

obtides guande utilizadas gquantidades de meio de 0,5ml & 1,0ml; - 6,4
unidades hemaglutinantes do virus Sendai & um fragmento por cémara.

Niveis de IFN-MA mais consistentes
(6.060

regifio coridnica do Amnic

e altos foram alcangados na
a 9.800 wunidades/ml) quando

comparados com agueles da regido umbilical (B&0 a 2.500 unidades/al)

e reflexa {200 2 6.200 unidades/ml).

G sistema com fragmentos de

2,2cm de didmetro produwziu, em média, guantidades de interferon/ml
superiores (9.300 unidades/ml} quandc comparade agp da procducdo do
amnio total (2.200 unidades/ml). Apesar da variapilidade nos titulos

produzidos individualmente pelos

fragmentos de 2,2cm de ciametro,

devide & econfimia de tempo £ de materiazis e aos altos nivels de IFN
resultantes, a wmicrotécnica poderd ser empregada quando um grande

nimerc de varidveis for investigada.

Introducdo

Interferons humanos, para  emprego
clinico podem ser produzidos por varias
células ou tecidos, especialmente por
leucdeitos (1),  fibroblastos (10},
células linfoblastdides (12), Amnio {4)
& por bactérias {(5) ou fungoes {2)
modificados © por técnicas de DA
recombinante.,

BAs possibilidades da utilizagdo da
placenta como fonte de tecido vem sendo
investigadas em nosso laboratdrio hd
varios anos. Fol verificado que o dmnio
€ o que produz nivels mais altes e
requlares de interferon dos tecidos

placentdrios (&mnio, odrion e
vilosidades coridnicas) (9). O virus
Sendai mostrou-se um eficiente indutor
(E.G.Krcon, dados ndo publicados). Este
sistema, empregando frascos com 5g (9}
ou com 50g de membranas amnidticas té&m
sido empregade para estudar interferon
humano de membranas amioticas (IFE-MA)
em vdrios aspectos {7).

Pela necessidade de investigagbes
comparativas na produgio deste
interferon, em condigBes variadas, fol
desenvolvido um nove sistema  de
producdc. O sistema consiste na
produciic de IFN-MA em microtécnica,
onde pequenas quantidades de tecido s3c

Este trabalho recebeu auxilio da FINEP (convénios 4.3.84.0526/00; 81.237.00.00} e
outro do FIPEC (Fundc de Incentive & Pesquisa do Banco do Brasil S.A. }.
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empregadas, mostrando-se o metodo
econdmico e de manipulagio simples e
rapida.

Material e Metodos
Viwes - O virus parainfluenza 1}

(Sendai, amostra Cantell), foi
multiplicade em ovos embrionados de

galinha; o estogue empregado tinha
titulo hemaglutinante de 640
unidades,/ml.

0 wvirus da encefalomiocardite de
camundongo {EMC)} foi reproduzido em
células Verc e titulado em microtécnica
nas mesmas celulas, pela determinacio
da dose infectante para 50% das cimaras
Wibgq {8).

Indugdo de IFN-MA - Cs &mnios, obtides
de placenta de parto normal, foram
separades e lavados em solugdo salina
de Hanks {SSH) com antibidticos. ©
dmnio de toda a placenta restante (sem
os discos, wver abaixo) foi infectado
com virus Sendai diluido 1/10 em SSH,
na proporgdo de 0,4ml/g de tecido. Apds
3¢ minutos de incubagdo a 37°C, foi
adicionada SSH na proporgdc de 8ml/g de
tecido, acrescidce de 1% de plasma
humano . {inativado e abscrvido em
polietilenoglicol) e antibidticos (6).
Bm alguns = experimentos, fluido
ampidtico sintético  (E.G.Kroon, em
preparo} foi utilizado em lugar da SSH.
Os tecidos foram incubados a 37°C e 24
horas depois, © meio fol colhide, seu
pH foi acertade para pH2 a 3,5, mantido
por 48 horas a 4°C e depois a -20°C,
até a titulagio ca atividade
antivirica.

Para a produgdic em microtécnica, apds
a lavagem, © &amio fol cortado em
circulos de 1,4cm, com um vazador, ou
2,2cm de difimetro, com um bisturi a
partir de um molde de ago inoxiddvel.
Cada fragmento foi colocado em uma
cimara de wuma placa com 24 cimaras
(Flow Laboratories, Mclean, Virginia,
EUR) cue recebia o virus induter por 2
h (circulos de 1i,4cm) ou 30 min
{circulocs de  2,2am}, a 37°C, em
atmosfera a 5% de CO2. Meic de cultura
foi acrescentade a cada cimara e apds
24 horas de incubagZc nas mesmas
condigBes, os discos de &mnic foram
desprezados e uma aliquota de cada
sobrenadante fol irradiada com luz
ultra-violeta e mantida a -20°C até a
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titulagdio da atividade antivirica.

Titufagdo de IFN-MA - Foi realizada
conforme  descrita (3} com ligeiras
modificagbes. Foram utilizadas placas
de microtécnica, com 96 cAmaras
{Petecil, S&o0 Paulo, SP) das quais cada
clmara recebia uma diluigio dos
materiais em série de 2. Célulasg Vero
foram coleocadas em cada cdmara da placa
de microtécnica a wura concentragio
final de 70 mil por cAmara e
acrescentou-se BMC, de 100 a 200 WIDS0
por clmara. As placas foram incubadas a
37°C e 5% de C02. Quando o efeito
citopdtico do EMC atingia 75 a 100% das
células nos controles de virus, foi
feita a leitura finmal da titulagio.O
inverso da diluigldo que causava 50% da
inibigdc do ECP fol considerada como
contendo uma unidade de interferon.
Nestas condigBes, o© coeflo}.%nte de
variacio foi de 36%. Os titulod=d& IFn
estdo expressos  em  unidades de
laboratdrio. O padr8c de interferon
humano MRC 69/19 (5.000 U/rrﬂ.),mostrou
um titulo médio de 40,000 unidades/mlL
com este método.

Resultadeos

Padronizagdo dos  fragmenios -~ Os
circulos de 1,4 e 2,2cm de diametro,
obtidos com o vazador e com o bisturi e
molde, apresentaram pesos médios de
0,06 * 0,0lg .e 0,11 -+ 0,04g
respectivamente. Fol utilizada ums
amostragem de 15-fragmentos para cada

didmetro, e 0s desvios-padrio
chservados foram considerados
satisfatdrios.

Vofume de medio e mimeno de discos pox
edmana - O préximo passo fol verificar
a influéncia destas duas varidveis para
os fragmentos com os dois didmetros
empregados. A Tabela 1 mostra que nac
hd vantagem em se utilizar mais de um
disco por clmara, apesar da variagic
dos titulos de interferon. Com oS
discos de 1,4cm, o menor volume (G,5ml)
parece mais satisfatdrio devido a
econdmia de material.

Quantidade de  virws induton -
Fragmentos de &Smnio com 1,4cm de
didmetro foram infectados con
diferentes concentragtes de virus

Sendai, "d& 0,64 a 64 unidades
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hemaglutinantes e, para confirmacdo dos
dados antericres, variou-se o volume de
meio (0,5 e 1ml) e o mdmero de discos
por cimara {1 ou 5). Os resultados
revelaram ndo haver diferencas guando ©
mirere de  fragmentos foi de um por
cérmara e o volure de 0,5 ou Iml.
Contude, gquando se aumentou o mimero de
discos para cinco e o volune para 2ml,
as quantidades produzidas de IFN-MA
diminuiran (dade ndo mostradel.

Regides do dmnio e produgdo de
infenfernon - Como os titulos de IFN-MA
variavam {ver por exemplo Tabelz 1},
foram investigadas possiveis diferencas
se discos fossem colhidos em regides
distintas do dmnio, a saber: dentro de
um raic de aproximadamente 2cm em torno
ao corddo umbilical {"regifoc
umbilical"} a que cobre as vilosidades
coridnicas {"regifio coridnica™) a e
estd Jjustaposta &ao codrion ("regidc
reflexa™). Para isto, quatro placentas
foram utilizadas. Destas, seis discos
foram retirados das regifes coridnica e

reflexa e apenas tr8s ({(pelo menor
tamanhe da regifo) da umbilical.
Os titulos produzidos pelos

fragmentos da regifio corifnica foram
mals constantes e elevados (coeficiente

de variacdo entre 20 e 44%) do que a
regifo umbilical (33 a 77%) e reflexa
(0 a 887%) {(Tabela 2) e por isto os

experimentos sequintes foram realizados
com o amnio desta regifo.

Variagdo dos +Llfulos de  intenferon
produzidos - Devido &s diferengas de
titulo produzidas por discos retirados
de um mesmo Amnio, levantamento e
andlise estatistica dos dados foram
realizados para se conhecer a
variabilidade dos resultades.

De um dnico 8mnic, 24 a 36 discos de
2,2cr foram retirados da regiZo
corifnica, fol colocado um fragmento =m
cada cimara e a indugdo realizada
conforme Material e Métodos.

O ritule de interferon de cada cimara
foi determinado e calculou-se a média e
¢ desvic padr@o do interferon produzido
por todos os discos deste dmnic (média
total). Por outro lado, tomou-se oS
tirulos de cada cémara e calculou-se a
média do IFN produzido por 2, 4 ou €
discos tomados aleatoriamente (média
parcial) para comparagdo com a rmedia
total. Dos 4 {quatro) experimentos

Tabela 1 - Influéncia do volume de meig
e nimero de fragmentos de dmnic humano
de 1,4 e Z,2cm de digdmetirc na produgio
de interferon (IFN-MA),

Simbolos: a = Cada c&mazz recebeu 0, 1iml
de virus Sendai, contendo 6,4 unidades
hemaglutinantes pars ] indugio da
TFN-MA, 0s resulisdos representam =
médiz dos titulos dos sobrenadantes de
trés camaras.

. Volume de medo  Interferon
Maero de fragerss por chuara produziss”
por camara mi) {nrpages/in)

Drampure oo
fracmence {Go}

7.9G0
.00

iR

e DRI R e
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~t
&
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Tabela 2 ~ Produgin de interferon por
diversas regifies dc amniao aumano
(fragmentos de 1, 4em de didmetro)
induzidos pelo virus Sendai.

Simbolos: a = Cada c¢é&mara recebsu  um
fragmento de amniag, &,4 unidades
hemaglutinmantes /0,1ml de virus indutor

e g, 5ml ge meio. ds resultados
representam a média dos titules dos
sobrenadantes de 3 g¢u 6 cémaras, com

seus respecitiveos desvios-padrdo,.

Interfercn pn:xiuz:.doa

- W e g chretoncs
?m =] f:a.:_pmtob nidackes/m)
pjauma Ao
1 S 3 ]
Umoilical 3 860% ZBE 140071006 83U 333 2300%19M
omidnica [ 960074250 600071306 900071813 €400%0
refiexa 3 5200213730 42073728 2000 22007 850
feitog, a Tabela 3 representa um

tipico. A diferenca entre os titulos de
IFN de cada disco fol considerdvel,
porém a média de produgdc por seis
discos foi comparavel & média total. O
desvio padr3o total situou~se pouco
abaixo de 100% da média. Tomadeo
aleatoriament: o desvio padrdo dos
titulos de IFN-MA produzide por seis
discos foi menor que 100% (4 grupes) e
superior a 100% (2 grupos}. Como seria
de se esperar, quando Os grupos eram de

dois ou quatre, as médias parciais
afastaram-se da média total e o3
desvios padrdc e parciais Zoram

maiores; o aumento do mimerc para ocito



Tabela 3 - Andlise estatistica da
produgdo de interferon por fragmento
de &mnio humano de 2,2cm de didmetro.
Simbolos: a = Cada cémara recebeuy um
fragmento de dmnio, 6,4 unidades
hemaglutinantes /0, 1ml de virus
indutor & G,5m de meio.

Grupos aleatdrics

Interfercn 2.400 2.400 1.800 4.800 2.400 200

AT a 3.600 960 2,400 300 600 900

por Iragmento 3.600 1.800 500 1.800 1.800 200

Unadades; /mi 200 1.800 6£.400 300 1.800 6.400

600 4.BOD 2.400 00 2.400 300

900 200 200 SO0 1.800 00

Média parcial 1.880 1.580 2.350 1.380 1.800 1i.48)

pesvio padrao 1.524 1.589 2165 1.778 657 z.431
MEdia cotal 1.900

Desvio padrdo total 1.697

discos é inconveniente pela reducgdo das
variaveis que poderiam ser
investigadas.

Comparagdo dos +t£itufos obtidos na
produgio de inferfexon por micholéenica
com ¢ dmnio Zofef - De uma placenta
foram retirados seis discos de 1,4 ou
2,2cn de didmetro da regific coriénica
sendc estes e o restante do Amnic (29,4
a 44,4qg} induzide conforme Material e
Métodos. Os dados foram organizados na
Tabela 4 e mostram que os niveis de
interferon produzidos pela microtécnica
foram superiores ao restante do Amnio,
com a excecio de um grupo. Experimentcs
comparandco-se a produgio de IFN-MA com
discos de 2,2cm de difimetro e o sistema
de 5g de tecide mostrou titulos mais
altos com a microtécnica (dados ndo
mostrados) .

Discussdo

A cbtengdo de fragmentos com molde e
bisturi mostrou-se prética,
reprodutivel e conveniente para a
manipulagdc em microtécnica. O volume
de Tml de meio e a gquantidade de um
disco por chmara produziram titulos
satisfatdrios de interferon {Tabela 1).

Concentragdes otimas de virus indutor
foram atingidas rno sistema de
fragmentos de 1,4cm de difmetro com a
dose de 0,64 unidades
hemaglutinantes/0, tml (dado ndo
mostrado), a exemplo do que foi
observade com © sistema de 59 ou 50g
(7. 9).

Os dados da Tabela 2 indicam que o
dmnic coridnico deverd ser empregado
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Yabela 4 .~ Comparagdo
dos titulos de
interferon produzidos em

microtécnica e amnic
total.

Simbolas: a = Seis
fragmentos de cada

didmetro foram retirados
da regifoc coridnica do
amnic e o restante do
tecido (&mnic total) foi
separado para a induglo
em um frasce; b = Foram
utilizadas 6,4 unidades
hemaglutinantes em 0, 1ml
de virus e 1ml de meiq
por cdmara. ‘Os
sobrenadantes de seis
caémaras foram misturados
¢ uma aliguota desta
mistura foi titulada.

Interiexcn pn:xiuzxdoa

Emio Unidades/ml
sicrotémica® fovo total
Discos de 1,40m

1 4.600 2.4C0
2z 500 T.600
3 3.50¢ 200
4 1.300 400
5 1.600 400
midia 2.300 800

50

1
2 3,200 1.600
3 £.400 3.200
4 3.6U0 2.400
5 12,800 800
[} 12,800 . 2.400
7 15.200 4-800
Madia $.300 2.20u

para a produgdo de IFN; as diferengas
verificadas podem ser explicadas pela
histologia diversa das regides
amnidticas {11) e pela tragio exercida
pelo partc na reqgifio reflexa.

O mimerc de discos empregados, por
varidvel, deverd ser de seis (Tabela 3)

e, como os titules de interferon
produzidos em microtécnica foram
constantemente supericres aqueles

obtidos pelo restante do &mnio da mesma
placenta {Tabela 4}, os resultados
obtidos na microtécnica poderfic ser
extrapclados para ¢ sistema de 50g.

Conclui-se que o sistema de produc;ao
de interferon em microtécnica € um
sistema conveniente para se estudar um
grande numero de -varidveis devido &
econfmia de meic, tecido e outros
materiais e & rapidez na execucdo dos
experimentos. Contude, as diferengas de
titulo encontradas deverSo ser muito
grandes para serem significativas e a
produciic em microtéenica deverd ser
utilizada apenas para experimentos
indicativos.
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Summaxy

Production of human amniotic inferferon
by microtechnique

A system Tor productien of human
amniotic interferon (IFN-MA) by
microtechnique was developed. Disks of
amnion tissue {diameter of 1.4 o2
Z.2cm} in microtiter plates (24 wells)
were infected with Sendei virus and
titers of IFN-MA were measured, Higher
yvields {32,800 and 13,000 units per ml}
were obtained when 0.% or 2.0ml of
medium, §,4 hemagdgglutinating wunits and
one fragment per well were used. Titers
of IFN-MA were consistently higher with
the chorionic section of the amnion
{6,000 te 9,000 wunits per ml) when
compared with the yields of the
umbilical section (860 to 2,300 units
per @m1) =and the ‘“reflectum” section

(200 to 6,200 units per ml). The disk
(7,2cm of diameter) system produced
higher titers of IFN~MA (9,300

units/ml) than the amnion from whien
they were derived (2,200 units per mi).
Despite the variability in the titers
produced by individual disks {2,2cm of
diameter), the microtechnique can bs
employed when several variables are
investigated, due to the economy af
time, materials and the high levels of
interferon that are induced.
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A POSSIBLE FIFTH HUMAN ROTAVIRUS SEROTYPE AND AN UNUSUAL SEROTYPE 2. SUBGROP 11
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Uma cepa de retavirus, obtida de crianga diarreica com 22 meses de
jidade, ndg reagiu cem anticorpos monoclonais para os  quatro
sorotipes desse agente, emergindc como um possivel nevo sorotipo.
Essa amastra se caracterizou por pertencer ac subgrupo II, exibindo

perfil gendmico, por eletroforese
Setectou-se,
oriunda de c¢rianga cam 19 meses
caracteristicas soroldgicas gue

tipicamente longo.

subgrupo II, também a partir
moncclonais.  NZc se obtiveram
suficientemente nitidos, bea

em gel de poliacrilamida,

ainda, outra amostra de rotavirus,

de idade, assintomética, com
classificaram como sorotipo 2,
andlise com oS anticorpos

padrdies de eletroforese nucleica

ndo se logrou & replicag3o

virdtica dessa cepa em células da linhagem "MA 104", quer a partir
da simples suspensi#o de fezes, quer apds efetuada a purificacio em

gradiente de «cloreto de césioc.

Ambos os achados acima referidos

decorreram de estudo iongitudinal envolvendo B8 criangas, habitantes
da 4rea periférica de Belém, chservadas desde o seu nascimento até

os trés anos de idade.

Introduction

Rotaviruses have been found to be
major enteropathogens throughout the
world, affecting mainly infants and
youry children (5, 8). Rotavirus
diarrhoea is of particular isportance
in developing countries, where
malnutrition and severe dehydration
account for a highly fatality-rate per
year {7).

To date, four human rotavirus
serotypes and two subgroups (19} have
been described. The determination of
both serotypes and subgroups has been
achieved by using different techniques
and there is an established correlation
between serotypes and subgroups of
human: yotaviruses (4, 11, 16, 20).

In this report we record two unusual
findings made during a longitudinal
commumnity-pased study carried out in
Belem, Para, Brazil, aimed at studying
the epidemiology and clinical  aspects
of rotavirus infections from birth to
three years of age {12}).

Material and Methods

Our study involved 88 children living
in the peripheral area of BRBelem,
Northern Brazil, in general under very
poor sanitation conditions. They were
followed up from birth to three years
of age and faecal samples were cbtained
fortnightly or whenever symptons of
diarrhoea were present.

Rev. Microbiol., S83o Paulo, 20(3):363-~366, Jul./Set. 1989
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Faecal samples were tested for the
presence of rotavirus antigen by using
the World Health Organization {WHO)'s
enzyme-linked immunosorkent assay kit
supplied by the Regional Virus
Laboratory, East Birmingham Hospital,
Birmingham, England (3. The
rotavirus-positive samples were
routinely sent to the Birmingham WHO
Centre for both serotyping and
subgrouping by a newly modified assay
of high sensitivity and specificity,
described by Beards, G.M. (2).

With the purpose of confirming
subgroups, the analysis of rotavirus
RNA by polyacrylamide gel

electrophoresis was carried out, in
Belem, essentially as described by
Rodger & Col. (174). Briefly, nucleic
acid was disrupted with scdivm dodecil
sulphate and deproteinized with phencl.
Extracted RNA was electrophoresed
through a 7.5% polyacrylamide slab gel
{dimensions: 20 x 18.5 x 0.15cm), under
an electrical current of 35mA, for 4 to
6 hours. Staining of the gels was
performed with silver nitrate, by the
method of Herring & Col. (10). Strains
showing long patterns were c¢lassified
as subgroup II; short patterns would be
correlated with subgroup I. Previously
subgrouped strains with both short and
long RNA profiles were used as
controls.

All diarrhoeic samples within the
longitudinal study were also examined
for the presence of enteropathogens
other than rotaviruses such as:
enteroviruses, adenoviruses, bacteria,
protozoa and helminths.

Results

In the context of a longitudinal
study carried out in Belem area {12},
sixty-one  rotavirus — strains were
detected, of which two showed unusual
characteristics: firstly, a rotavirus
that failed to . react with the four
sercotype-specific monoclonal
antibodies, and, secondly, a strain
belonging to serctype 2, subgroup II.

The strain which did not zreact with
any of the serotype-specific monoclonal
antibodies was recovered from stools of
a 22 wmonth-cld diarrhoeic child. This
was the only episode of diarrhoea in
his first three vyears of life. His
illrness lasted four days typified by:

fFigure 1 - Electrophoretic
profile of RNA of the

possible fifth human
rotavirus serotype.

Symbols: 1 = Possible
fifth serotype; 2 =

Subgreoup II {(Control); 3 =
Subgroup I (Contrecl).

aqueous diarrhoea with several
evacuations per day, abdominal pain,
low grade fever and mild dehydration.

According to the electrophoresis of
R, which gave a long pattern with
comigration of bands 7, 8 and 9 {Figure
1), and by using subgroup specific
monocional antibodies, the possible new
rotavirus serctype belongs to subgroup
IT. The conventional classification
{(19) correlates this subgroup with
serotypes 1, 3 and 4.

The unusual rotavirus strain
belonging to serctype 2, subgroup IT
was obtained from a  19-month old
non-diarrhoeic c¢hild, whe suffered no
rotavirus diarrhoea during his first
three years of life. Electrophoresing
through polyacrylamide gel gave no
clear RiA profile for this strain.

Discussion

From our current
rotavirus  infection,

knowledge  of
both findings



reported here are very unusual. We
conclude that from its failure to react
with the existing 4 serotype-specific
antibodies, the strain from the 22
month-old, diarrhoeic child probably
represent a new, 5th serotype, which
belongs to subgroup II. Other authors
(13) have also reported the occurrence
of a Fifth human rotavirus serotype.
Taniguchi & Col. (15) have reported
rotavirus-positive stools which could
not  bhe directly serotyped by
serotype-specific monoclonal antibody
ELISA tests. The failure of
serotype-specific monoclonal antibodies
to identify the serotype-specificity of
field strains may be due to the
existence of several “monotypes" within
a serotype. Strains which lack such
‘reactivities, like ours,  should
therefore be considered possible new
serotypes. Further studies, including
cross—neutralization assays, need to be
done to insure that the strain is truly
a new serotype.

The possible new serotype discussed
here was detected in a child suffering
from gastrointestinal illness. This
rotavirus strain was detected in the
absence of .any other potential
enteropathogens in the same faecal
specimen. This finding rises concern
regarding the production of an
effective rotavirus vaccine, for it is
known that the available vaccines only
deal with the conventional 1, 2, 3 and
4 serotypes (6). It seems, however,
that cur proposed fifth serotype is
uncomron, as  judged by its detection
only once during our three-year
iongitudinal survey.

In gpite of differences noted between
the genomic profiles of ioth our
proposed new serotype and the subgroup
II controlsparticularly with respect to
bands 7, 8 and 9-,subgrowp can be
assigned to our possible fifth serotype
on  the basis of electrophoretic
migration of bands 10 and 11 and, of
course, the specific reaction with
moncclonal antibodies.

The rotavirus strain belonging to
serotype 2, subgroup II, reported here,
was not associated with
gastrointestinal symptoms. Attempts to
grow this strain in tissue culture by
methods previously described (17), were
unsuccessful, even after virus
purification through c¢aesium chloride
gradient (1). Attempts to cultivate the
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possible f£ifth rotavirus serotype,
described here, were not made yet.
Unusual rotavirus strains have been
experimentally preduced by other
authors (9, 18), including one which
possesses  “"short” RNA pattern and
belongs to serotype 2, subgroup II. The
occurrence of  unusual  strains s
believed to be a result of genetic
reassertient involving two rotavirus
strains with heterologous serclogical
and genetic characteristics. In the
sitvaticn described here we can assume

that reassortment took place under
natural conditions.
With current interest in the

production of anti-rotavirus vaccines,
further and breoader studies are
indicated to establish whether or not
the two strains discussed here are of
epidemiclogical inportance.

Summary

A rotavirus strain obtained from a
22-month oid diarrheeic child did not

react with any of the four
serstype-~specifie monoclonal
antibeodies, emerging as a possible
fifth serotype. It belongs to subgroup

I1 and the electrophoresis of its ANA
yielded a typical long pattern profile.
In addition, angther rotavirus strain,
from a 19-month old, non-diarrhgeic
c¢hild, was found to belong to serctype
2, subgroup LI, as determined by wusing
group A monoclonal antibodies. No clear
genomic profile was obtained by
electrophoresis of its RNA, and
attempts to grow the latter virus in

MA-104 cells - either as crude
suspension of after purification
through caesium chloride gradient -

were unsuccessful. Both findings werse
obtained during & longitudinal study
involving 88 children who were followed
up from birth to the age of three
years, in the ares of Belem, Pard,
Brazil.
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Resumo

A& enzima amiloglicosidase, AMG da NOVE Industri S/A, foi
caracterizada na forma soldvel e imobilizada em silica macroporosa
de porosidade controlada. A reacdo sstudada foi a sacarificagso de
umz solugZc de amide de mandioca, 30% p/v, liguefeitc com G-amilase.
Ay faixas de temperatura e pH cobertas foram respectivamente, 35-80°
C e 1<pH£7. A enzimag foi imobilizada pelo método da ligagdo
covalente, utilizando yY-aminopropiltrietoxisilano e glutaraldeido. A

367

ATIVIDADE E ENERGIA DE ATIVACAD DA AMILOGL ICOSIDASE NA FORMA SOLUVEL E IMOBILIZADA

erergia de stivagfo da enzims livre e imobilizada foi

idéntica:

praticamente

13,474 cal/gmol e variocu menos de 1% para diferentes pHs.
Para pH = 4,5 a atividade especifica da enzima

impbilizada foli de

90,6% da obtida com enzima livre, sendo 120,35 U/g dé suporte e 29,25

u/mg de
significativo com relag3o a
(12-14).

Introducio

As principais vantagens da utilizagdo
de enzimas imobilizadas em processos
industriais sfo (3, 8, 9, 12):

a) redugio do consumo de enzimas, wuma
vez que na forma imobilizada estas sdo
usadas por um longo pericdo no reator,
ac invés de serem descartadas apds a
reagio como acontece no caso da  enzima
soluvel;

b) facilidade de operar © processo na
forma continua com reatores do tipo
leito fixo, ou fiuidizado;

¢}  tornar possivel ugtilizar uma
concentracio enzimdtica por volume do
reator, muito superior ao caso da
enzima soluvel, e por issc alcangar-se
altas taxas de conversdc com reduzido
tempo de residéncia;

d} as vantagens a e b associadas
permitem a redugdc do custo operacional
do processc se o tempo de mela-vida da
enzima imobilizada for suficientemente
longo:

e} a vantagem ¢ conduz & utilizagdo de
reatores de volume bastante reduzido e
com isso, alcangar-se economia no
investimento de capital.

proteina fixada. Estes resultados representam um acréscimo
trabalhos

anteriores do0 mesmO QIupod

Tendo em vista a aplicagiio da
tecnologia de imobilizagdo de enzimas
na hidrolise de biomassas que poderdo
atvar como fontes renovdveis de
combustiveis e produtos cquimicos,
estabeleceu-se um programa de
desenvolvimento de pesguisas que Se
inicia pela caracterizagio das enzimas
na forma soluvel e imobilizada (13).

Neste trabalho estdo relatades os
resultados de determinagdo da atividade
e energia de ativagao da
amiloglicosidase Rovo, livre e
imohilizada em silica de porosidade
controlada (SPC), em fungdo da
temperatura e pH, na reagdo de
sacarifigio de amido de mandioca a 30%
p/v, pré-liquefeito com c-amilase.
Trapalhos antericres (9, 12, 13, 14)
exploraram outros suportes e/ou métodos
de imobilizagZo.

Materiais e Metodos

Atividade enzimitica - Uma unidade d&e
atividade {U} corresponde & quantidade
de enzima que libera um micromol de
glicose por minuto npas condighes de

Rev. Mictooicl., Sic Paulo, 20(33:367-371, Jul./Set. 1989
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reagdo - solugBc de amido ligquefeito
30% p/v, temperatura e pH iguais a 45°C
e 4,5, caso ndo especificados.

Enzima e Suporie - Amileglicosidase de

AspengLllus nigen, fornecida pela NOVOD
(AMG 150L} com 130,5mg proteina/ml  de
solugio de enzima. Silica de porosidade
controlada {SPC), fornecida pela pela
Corning Glass Works, com difmetro médio
de poros de 375 A e de particula de
0, 4360m.

Substrate - Fécula de mandioca
(Copagra—FR) na concentragdo de 30% p/v
e liguefeita com enzima Termamyl 12CL
(NOVQ) em presenca de 70 ppm de  CaClo,
pH 6,0 e temperatura de 95 - 100°C
durante 1 hora. Apds o resfriamento da
selugio o pH era ajustado com solugdo
tampiio de Clark-Tubs (pH = 1 e 2) e de
Mcllvaine (pH = 3 a 7) {10), para os
ensaics de atividade em fungSo de pHl e
temperatura.

Imobilizagdo da Enzima A
amiloglicosidase foi imobilizada em SPC
empregando-se o nmétodo de Weetall que
consiste das sequintes etapas: (a)
silanizar o suporte com solugdc de
y-aminopropiltrietoxisilano d 0,5% v/v
durante - 3 h a 75°C; (b) lavar com agua
e secar a 105°C durante 15 h: (¢)
ativar con  solugdo de glutaraldeido a
2,5% v/v, pH 7,0, durante 45 minutos a
20°C; {4) lavar com dgua; (e) contactar
com  uma solugio de enzima podendo
conter até 100mg proteina/g suporte,
durante 15 h a 20°C; f) lavar a enzima
imobilizada com Agua e estocar em
sclugdo tampdc acetato de sddio 0,02M
pH 4,5 a 4°C {15, 18).

Metodofogia expenimental - Os ensaios
de atividade em fungfio do pH e da
temperatrura, para a enzima livre, foram
conduzidos e tubce de ensaic onde
colecava~se  Iml  da solugdo de amido a
30% p/v no pH de teste. Apds-atingir o
equilibric témmico ocom o  banho,
adicionava-se 0,51l de enzima diluida
1:500, agitava-se e deixava-se incubar
pelo tempo  apresentado abaixo. B
inativagfo da enzima era feita mediante
fervara em banho-maria durante 10
minutos. Estes tepos foram
selecionades de modo a se ter uma
relagdo linear entre a glicose formada
e o tempo, visando reduzir o efeito da
inibigdo pele produto da reagdo. Desta
forma a reagdo foi conduzida dentro do
critério estabelecido pelo métode das
velocidades iniciais (4).

Temperatura (°C) 35 40 45 50 55 60 63
70 75 80

Tempo incubagdo (min) 180 150 120 9¢
60 20 1510 5 5

A atividade especifica em fungic do
pH e temperatura para a enzima
imobilizada, foi  determinada pelo
metodo das velocidades iniciais (4, 5),
utilizando-se come  substrato  uma
solucio de amido liguefeito a 30% p/v.
Pesava-se 0,50 (pesc seco) de EI em uma
cesta de tela e esta era imersa em um

reator agitadc contendo 50ml de
substrato. Amostras  de 0,5ml eram
retiradas em intervalos de i >
requlares; adicionadas em 4,5ml de

dgua, fervidas durante 10 minutos,
resfriadas a temperatura ambiente &
mantidas a 4°C até dosagem da glicose
formada na reag3o. Esta, foi
determinada pelo método da
orto-tcluidina {2}, enquanto a proteina
foi dosada pelo método de Lowry (6),
sendo determinada a partir da diferenca
entre a quantidade de proteina presente
na solugsio original antes da
imcbilizagHo, e a proteina presente na
solugdo apds a imobilizagio acrescida
da proteina presente na dgua de lavagem
do suporte. ‘

Foram ensaiados os seguintes valores
de pH: 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 4,5; 5,0;
6,0 e 7,0; e as temperaturas d& 35 °C a
75°C com intervale de 5°C.

Resultados

Os resultados dos ensaios de
atividade especifica em fungio do pH e
da temperatura para as enzimas livre e
imobilizada encontram-se,
respectivamente nas Figuras T e 2. HNa
Figura 3 os dados para pH = 4,5 s&o
plotados na forma da equagdo dé
Arrhenius.

Discussdo

A maxima atividade especifica para a
enzima livre encontra-se na faixa de pH
4,0-4,%5, em praticamente todas as
tamperaturas analisadas (Figura 1).
Para a enzima imobilizada o pH Stimo é
4,5 para toda a faixa de temperaturas
ensaiadas. (Figura 2). Estes resultados
mostram um pequeno deslocamente do pH



?igura 1 - Atividade especifica em fungB3o de

pH & temperatura.
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imobilizade em silica de
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Stimo  da  enzima
imobilizada.

4 atividade especifica da enzima
livre foi de 32,3 U/mg enquantc a
enzima imobilizada apresentou  uma
atividade de 120,5 U/g de suporte;
atividade especifica de 29,25 U/mg de
proteine e 4,12mg de proteina fixada/g
de suporte.

Evbora ndo diretamente comparaveis
com os trabalhos anteriores (12 a 14),
a atividade de 120,5 U/g de suporte,
representa  um  acreéscimo significative
na atividade enzimdtica obtida por
grama de suporte, que € devide as
melhores caracteristicas da estrutura
porosa do suporte, a maior quantidade
de proteina fixada por grama de suporte
e a maior concentragdc da sclugio de
amido. No entanto, a atividade obtida a
60°C que € de 311,53 U/g de suporte
ainda € da ordem de 10% da obtida por
Weetall & Col. {11), que sdo
provavelmente os maiores valores Ja
publicados, havendo imcbilizade 112mg
de enzima/g de suporte, ¢ que explica a
maior atividade obtida.

A equaciio de Arrhenius ajustada aocs
pontos experimentais  da Figura 3
permite a determinagiio da energia de
ativagdo {(cal/mol), para a enzim
solivel e imobilizada, que resultam
praticamente idénticas:

Atividade especifica (BMG soldvel) =
5,81 x 1070 exp(-13.474/RT)

Atividade especifica (AMG imobilizada)
= 5,27 x 1010 exp(-13.472/RT)

logo, para a faixa de temperatura de 35
a 70°C, estas equagdes indicam que a
retengdo de atividade da enzima
imobilizada € de 90,6% da enzima livre,
nas condigfes de teste. Estes valores
de energia de ativagdo estdo de acordo
com agqueles encontrades na literatura
(1 e 7).

A equagdo de Arrhenius ajustada para
outros pHs (3 e 6} leva a valores de
energia dJde ativagio gque diferem de
menos de 1% do valor acima (16). As
equagtes ajustadas permitem calcular a
atividade enzimdtica para qualquer
temperatura intermedidria, abaixo de 70
°C. Acima de 70°C a amiloglicosidase jd
comega a sofrer desnaturagdo térmica
(Figura 3).

O fato de se obter praticamente o
mesmo valor de energia dé ativagdo para
a enzima livre e imobilizada, indica
que para a concentracgdo testada ndc se
observa limitagSo da velocidade de

livre para a

reacdo por efeites de transferénciz de
massa (8, p.170).

Sunmary

Activity and enengy of activation of
solubfte ) and Lmmobifized
amyfoglucosidase

Amyloglucesidase, AMG from NOVD
Industri S/A, has been characterized in
soluble form and immobilized in
macreoporous controlled pore silica. The
reaction studied was the

saccharification of a 30% w/v solution
of G~amylase liguefied cassava starch.
The range of temperature and pH covered
wereg vrespectively, 35-B0°C and 1<4pHL7.
The enzyme was immobilized by the

covalent attechment method using
Y-aminepropyltriethoxysilane and
glutaraldehyde. The free and

immobilized enzyme shown pratically
identical energy of activaticn: 13,472
cal/gmol, which varied less than 1% for
different pHs. Ffor pH = 4,5 the
immobilized enzyme activity averaged
90,6% of the free enzyme, giving 120,5
Usg of support and 29,25 U/mg of fixed
protein. These wvalues reprasent a
valuable gain over previous results by
the same authors (12-14}.
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INFLUENCIA DA TAXA DE DILUICAO SOBRE A PRODUTIVIDADE E A EFICIENCIA DA FERMENTACKD

ALCOGLICA CONTINUA COM ZYMOMONAS MOBILIS

Resumo

Ensalios de fermentagZc alcodlica

continua com

Evandir Gongalves de Oliveira
IAA/PLANALSUCAR

57140 Rip Largo AL, Brasil

& José Otamsr F. de Morais

Dept? de Antibidticos UFPE
50000 Recgife PE, Brasil

Zymomonas  mobi£4s

Z~-1-81 mostraram que o melhor aproveitamento do substrato fol obtido
com- o sistema operands em regime permanente com taxa de diluigdo de

o,095h~ 1. Nestas
crodutividade em

candicgles, a
etanol

eficigncia de
foram respectivamente 77,5% e 3,71 g/l.h.
Com taxa de diluig#o de 0,206h- a produtividade foi 5,25

fermentag¢Zo €

g/l.n.,

porém a eficiéncia de fermentagfic foi 49,5%.

Introducio
Tradicionalmente, a indistria
alcooleira, utiliza leveduras como

agente da fermentagdo, entretanto, hé
outros microrganiswos capazes de serem
utilizados. Entre eles destacam—se as
bactérias do género Iymomondas.

Bm 1937, Sanchez-Marroquim, citados
por Morais (6}, Jd& afirmera ser

Zymomonas mobiLis, um promissor agente
da fermentagic alcodlica industrial.
Mas o avango das pesquisas - nesse

sentido s6 se deu a partir de 1979 por
fniciativa de um grupo de pesquisadores
australianos, com o desenvolvimento de

fermentagdes em meios concentrados,
visando o uso industrial dessas
bactérias.

Rogers & Col. (9}, obtiveram

eficiénecias de fermentagdes em sistemas
continuo e por batelada, de até 97%
utilizando Z. moebifdis en meio
semi~sintético, tendo a glicose como
substrato limitante. Entretanto, quando
se utiliza sacarose, muitas linhagens
proporcionam  rendimentos fermentativos
significativamente baixos, tendo em
vista a formagdo cos sub-produtos levana
a/ou sorbitol. Viikari {12) desenvolveu
fermentacies em meio ocom 15% de
sacarose utilizando a 7. mobifis
VIT-E-78022; obteve rendimento de 75% e

constatou que cerca de 11% da  sacarcse
£61  destinada & produgdo de sorbitol e
10% & produgdo de levana.

Este trabalhc teve sua parte
experimental desenvolvida no
Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco.
Kele foi estudado o desempenhe da
linhagem Zymomonas mob{€{s Z-1-81 em
sistema  continuo de fermentacdo
utilizande sacarose como ‘substrato
limitante.

Materiais e Mgétodos

Micronganismos e condigdes de cuftive -
Foi utilizada Z. mob{fis Z-1-81 cedida
pelo Departamento de 2Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Sua
conservagao fol feita a temperatura de

5° (€. Para as fermentacdes, e
propagagdo do indculo foi utilizado o©
meio de  Schereder modificado (4)

contendo por litro: agucar cristal
100g; extrato de levedura 5,0g; fosfatc
monodcide de potdssio 1,53g; sulfato de
magnesio  heptahidratado 0,5g. A
esterilizacgic foi feita a 120°C/15 min.
com pH ajustado a 6,0 £ 0,1.

Metodofogia anabitica - Para
cuantificagdo celular, fol utilizado o

ev. Microbiol., S&o Pauleo, 20(3):372-378, Jul./Sec. 1989



metodo que relaciona a medida de
densidade Stica (expressa  em
absorbinciz) a 600nm das suspensdes
celulares com a concentragio (g/1)
determinada por peso seco (8). Foi
obtida a seguinte correlagdo linear: A
= 00,0148 + 1,6131X (A = abscrbincia: X
= conc. celular), com r® = 0,99416.
Para dosagens dos aguicares totais, foi
empregado © método colorimétrico do
deide 3,5-dinitreo salicilico {(DnS) (2).
A dosagem de etancl foi feita rpelo
método do dicromato (3).

Conducdo dos  experimentos - as
fermentactes foram conduzidas em
fermentador tipo "mistura completa" de
fabricagic New Brunswick Scientific Co.
Inc., modelc FS-314 adaptado para
operar contimuamente., A cuba de
fermentagdo com capacidade para 142,
operou com 108 de meio. As coperagbes de
alimentacdo e descarga do fermentador
foram feitas por duas bombas marca
Sigmamotor modelo T-6S. Para manutengio
de volure constante do fermentador, fol
adaptado um tubo em U conectado com a
mangueira da bomba de descarga do meio.
A operaciio continua do fermentadeor foi
precedida de uma fermentagdic em
batelada, e a alimentag8o iniciada no
final da  fase exponencial de
crescimento do microrganismo. As vazdes
de alimentagdc variaram de 0,48%/h a
2,06%/h.

Resultados e Discussdo

A Figura 1 apresenta os dados
-relativos as concentragdes de cdlulas,
de etanol e de substrato residual para
cada taxa de d11u1gao com © sistema em
equilibrio.

Observa-se que para faxas de diluicio
variande de 0,048h"! a 0,095h”  a
concentragic celular também aumentou

proporcionalmente, enquanto as
concentragdes de etanol e do substrato
residual scofreram variagBes — pouco

significativas com a concentragio do
substrate mantendo-se em torno de

17,5g/1. - Entretantce para taxas de
diluigio acima de O, 09sh~1 esses
valores foram s;gnlzlcatlvamente
alterados, havendo redugio nas

concentragdes de células e de etanol e
aumento na -concentragdo do substrato
residual. Bssas tendéncias estdo de
acorde com as «<urvas tedricas, com
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excegdo para a curva de concentragdc
celular, c¢uja anomalia poderd ser
Jjustificada pelo fendSmeno dencminado de
desvico do guimiostato quando a fonte de
carbonc € ~© substrate limitante.
Tendéncias semelhantes foram dbtidas
por diverscs pesguisadores {1, 5, 7)
com as linhagens Z. mobifis 7M4 e I,

mob i L4 ATCC 10988, utilizando
sacarose, glicose ou frutose como
substrato limitante, DOrem os

diferentes teores de agucar residual
para iguais taxas de diluigio deverdo
estar asscciados. ao tipo de substrato
gue feoi utilizado, ocomo também  as
caracteristicas de cada cépa.

A Figura 2 mostra as  tenddncias
relativas a conversio percentual do
substrato, as eficiéncias das
fermentagBes e as produtividades em
etancl nos pontos de equilibrio de cada
taxa de diluigdo.

Obzerva-se que © maximo valor obtido
da conversdo percentual dJdo substrato
permanecey praticamente constante até a
taxa de diluig8o-de 0,095h7!. para taxa
de diluicdo maiores, a conversdo do
substrato tende a cair
progressivamente, proporcionando altes
indices de substrato ndo metabolizado.
Este comportamentc € bastante 1dgico,
pois € o tempo de contatc que vat
determinar as concentragdes finais de
equilibrio. Tendéncias  semelhantes
foram observadas para as eficiéncias
das fermentagtes, principalmente quando
as taxas de diluigdo foram superiores a
0,095h~ 1. Pode-se ver que os melhores
resultados, sob o ponte de vista de um
melhor  aproveitamento do substrato,
foram obtidos nos pontos de equilibrio
das trés mwenores tawas de diluiglo,
destacando—se como  Ctimc o ponto de
0,00%n! que -apresenta eficiéncia de
fermentacgdo 3,9% - superioxy a
correspondente a mais . baixa taxa de
diluigdo. Vale ressaltar que mesmo com
& taxa de diluigio em que a conversac
percentual do substrato fol méxima,
cerca de 17,5% do .substrato ndc fol
aparentemente utilizado pelo
microrganismo, Entretanto, pode-se
supor que parte deste agucar residual
estaria na forma dé levana, que
sofreria = hidrdlise durante os
tratamentos das amostras para inversio
da sacarose visando a deteminagdo dos
acucares totais.

Com relagdio & produtividade em
etanol, . verificou-se que esta foil
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Figura 1 - Concentrages de c¢élulas
Zymomonasd  mobild{s  z-1-81, etanol
sacarose para diferentes taxas de diluicg
nos pontos de equilibrio do guimiostato.
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crescente com O aumento da taxa de
diluigdo. Entretanto quando a taxa de
diluigio fol maxima, cuja produtividade
foi de 5,21g/l.h., a eficiéncia de
fermentagiic foli de apenas 49,5%,
indicando que metade do substrato que
alimenta o fermentador sai no efluente
sem ser metabolizado.

Produtividades extremamente elevadas
tem sido conseguidas em fermentagdes

com I, mobdifdis  com  reciclo  do
microrganismo. Rogers & Col. (10}
obtiveram produtividade de |, até
120g/1.h, utilizando a Z. mobifis ATCC
10988 e glicose come substrato
limitante. Esses autores conseguiram

operar o0 fermentador com uma taxa de
diluigdo de 2,7h7!, mantendo =&
concentracdo do aguicar residual proximo
a zero. Sem reciclo do microrganisme a
produtividade médxima alcancada foi de
8g/1.h.

Utilizando Saccharomyces cerevisdiae
en meio de melago com 151,2g/1 de
agucares totais, Vaqueire (11) obteve
em fermentador tubular produtividade de
13,59/1.h, conversiic percentual de
substrato de 93,7% quando operou com
taxa de diluigdo de 0,1483nh7 ', Maiores

‘Figura 2 - CenversZo percentual do
substrato, eficidncias das fermentacgtes
e produtividades em etanol para
diferentes taxas de diluig3o nos pontos
de equilibrio do guimiostato.

Simbolos: 3 = Convars3io percentual do
substrato - {S; . 54)}/35,5.100; O =
Eficiéncias  de fermentacgio; A =
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produtividades foram conseguidas, porém
a conversdc percentual do substrato foi
reduzida proporcionalmente  com Q
aumento da taxa de diluigdo. Vale
salientar que a populagic celular do
meio foi mantida em torno de 10%
células/mil por adicio continua de uma
suspensdo celular no fermentador.

Neste trabalno, oS melhores
pardmetros sob o ponto de vista de
viabilidade do Processo, foram

consequidos conseguidos com  taxas de
diluigio de 0,095h~1, que proporcionou
eficiéncia de fermentagdo de 77,5% e
produtividade de 3,71g/1.h. Estes dados
indicam, sob ¢ ponto de vista de um
melhor aproveitamento do substrato para
conversio em etancl gue o desempenho da
Z. mebilis Z-1-81 fol inferior ac que
se conhece da literatura, quando se
utiliza leveduras como agente da
fermentagdo. Indicam ainda ser inferior
a ocutras linhagens de Iymomonas quando
se utiliza glicose ou frutose como
substrato limitante. Isto pode estar
associade ac fato de ser Z. mobilis
Z-1~81 uma provavel produtora dos
supprodutos levana efou  sorbitol,



quando utiliza-ge
substrato limitante.

SaCarose COomo

Summary

Inffuence of difution nale on the
productivity and yiefd of continuous
afeohofic fewmentation with ZIymomonas
mobLBis

Continuous alcoholic fermentation
trails with Zymomonas mobifls Z-1-81
indicated that the bpest wiilization
of the substrate was showed using a
dilution rate of 0,095h! in the steady
state. In these conditions the
fermentation yield and ethanol
productivity were 77,5% and 3,71g/1.h.,
respectively. With dilution rate of the

0,206h" ] the productivity was
5,25g/1.h., but fermentation yield was
49,5%.
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ESTUDO CINETICO DA HIDROLISE ENZIMATICA DE AMIDO: INIBICAD PELA GLICOSE
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Resumo

Estudou~se ¢ efeito da adic#o de glicose na cinética da hidrdlise do
amido, catalisads por gliceamilase ou amileglicosidase (Q-D-{1,4)
glican-glicehidrolase, EC 3.2.1.3%. Determinaram-se,
experimentalmente, as velocidades iniciais da reag#o para giferentes
concentragdies inicials de amido e glicose, nas temperaturas dg &0,
51, 40 e 3G°C, mantendc-se constantes em todos os ensaios o pH 4,2 e

a concentragio de
(atividade da enzima
resultados pelo

3426U1 a
método de

identificag3c do models cinético da reagdo.
glicose
velocidade da reaglo. 0 ajuste de uma eguagdc tipo
pontos

ixen, verificou-se que a

com inibig¢Z%o competitiva aos

glicgamilase 6,05 x
559C e pH

Ltineweaver-Burk ndo

10°m1  enzimasml solugdo

4,5). A andlise dos
permitiu a
Através do métode de
¢ um inibidor competitivo da
Michaelis-Menten
experimentais - através de

regressfdo n3c linear pelo método dos minimos guadrados - permitiu a

estimativa precisa
de Ky (constante de
temperatura, na faixa esfudada.

Introducgio
A produgic de xarope de glicose para

fins alimenticios, através da hidrdlise
enzimética de amido, €, na maicria das

vezes, a causa do interesse dos
pesquisadores por esta reagio. o
Brasil, contudo, a importéncia

estratégica do etanol - que pode ser
produzido a partir de matérias-primas
amildceas hidrolisadas - vem revestir
de maior interesse ainda o estudo da
degradagdo enzimdtica de amido.
Encontram-5e registrados na
literatura varics estudos da hidrdlise
enzimdtica de amido (3, 4, 7, 8,  14)
onde diversas tentativas de modelagem
da cinética desta reagdoc si3c  feitas.
Nesses trabalhos, de um modo geral, era
assumido, come  hipdtese, que a
degradagdc do  amido, utilizando-se

inibicdo)

‘velocidade da reagdo.

. produte é

dos pardmetros cinéticos da reac3o, com valores
aumentando

linearmente com a

glicoamilase,’ é inibida
competitivamente pelo seu produto,
glicose. Vallat & Col. (13) estudaram o
efeito da glicese na cindtica da
hidrdlise de maltodextrinas, concluinde
pela ndo influéneia da glicose na
Esse trabalho,
contudo, € passivel de criticas, pois,
além de poucos resultados experimentais
apresentados, suas conclusdes  foram
obtidas utilizando-se a transformagio
linear d& Lineweaver-Burk &ocuija pouca
confiabilidade € afirmagic comm de
vérios pesquisadores (1, 5,6) que jd a
estudaram.’ '
Pode-se observar que a inibig3o pelo
assunto ainda poldmico,
fazendo-se necessarios novos estudos
para = a obtengdio de  resultados
definitivos, jd que esta € -uma etapa
necessaria & definigio do modelo

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 20(3):376-381, Jul./Set. 198Y



cinético geral da reacdo. Objetiva-se,
assim, neste trabatho, o estudo da
influéncia da glicose na velocidade da

hidrdlise de amido, catalisada por
glicoamilase ou amiloglicosidase  (
o-D-(1,4} glican—glicohidrolase, EC
3.2.1.3).

Materais e Métodos

Materinis - Foram wutilizados amido
soldvel da Merck S.A. Inddstrias
Quimicas (Peso Molecular 29300) como

substrato; gliccamilase de A. ciyzae,
da Sigma Chemical Company, com
atividade de rdtulo de 3426 U.I. (uma
unidade libera Tumol de glicose em i
min, a pE 4,5 e temperatura de 55°C) e
glicose P.A. do Laboratdrio Reagens.

Métodos Analiticos - A concentragio de
glicose foli medida através do metodo
enzimdtico da glicose-oxidase (
B-D~glicose: oxigénio oxidoredutase EC
1.1.3.4} (10), utilizando-se o kit 3395
da Merck (GOD-PAP).

Deteaminagio das Velfocidades da neagds -

As velocidades d8a  reagdo  foram
determinadas pelo método  das
velocidades iniciais, fazendo-se

regressdo linear entre a concentracio
de glicose (produto) liberada pela
reacic e o tempo, utilizando’se o
metodo  dos  minimos cquadrados. O
coeficiente angular da reta ajustada
aos pontos  experimentais era &
velocidade inicial da reagio para uma
determinada concentragdo inicial de
substrato e de glicose inicialmente
adicionada. :

A reagdo ocorria em tubos de ensaio,
colocados em banho termostdtico, nas
temperaturas de 60°C, 51°C, 40°C e 30°
C. O pH 4,2 (tampdo acetatc) e a
concentragio da enzima 6,05 x 10°5m1
enzima/ml solugiio {diluida em tampdo
acetato) foram mantidos constantes em
todos os ensalos. As solugbes Qe
substrato foram preparadas a diferentes
concentragdes na faixa de 0,969/1 a
36,36g/1. A glicose era adicionada ao
meio reacional de forma a se cobter
diferentes concentragdes iniciais na
faixa de 0,7g¢/1 a 14,5g/1.

Cada tubo de ensaio continha 10ml de
solugdo a determinadas concentragtes
iniciais de amido e glicose,
correspondente  a.um tempo diferente de
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'Figura 1 - OCré&fico de lineweaver-Burk:
inverso da velocidade iniciz) da reacgioc
(v-1) em fungdo do inversao da
concentraco inicial de substrate ($-1),

a diferentes concentragdes 1iniciais de

glicose (I). T = 51°C.
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reagdo. Os tempos méximos de reagdc foram

. de 30 minmutos (60°C) e 60 minutos (51, 40

e 30°C).

0 wvolume de solugdo de enzima
adicionada a cada tubo era de 0,5ml ou
ml. A inativacdo era feita com adicdo de
trés gotas de NaCH 8N.

Resultados e Discussdo

Identi§icacdo do modefo matemdfice - A

partir dos valores das velccidades
iniciais da reagdc, determinados em
fungdo das concentragdes iniciais de

chservou-se
inibigao da

substrato e glicose,
qualitativamente que havia

hidrdlise de amido por seu produto,
glicose.
Inicialmente, foi testado o método

cldssico de Lineweaver-Burk. A Figura 1
mostra os resultados obtidos com  a
aplicacdo deste as velocidades iniciais
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Figura 2 « Graficc de

dixon: inversc da velocidade

inicial da reac3s (v-1) em fung3o da concentragioc iniciail

de glicese (I},
substrato (So). T = 30°C.

a diferentes concentragdes iniciais de
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determinadas na temperatura de 51°C.
Pode-se  observar, através da Figura 1,
gue o cruzamento das retas € aleatdrio,
ndo permitindo a  identificagdc do
modele cinético de inibigdo. Resultados
semelhantes foram obtidos nas
temperaturas de 60°C, 40°C e 30°C.

Pode—se chservar também que ha - um
aumentc da dispersdo dos  pontos
experimentais com © @ aurento da
concentragdoe de inibidor adicicnado.
Este € um problema conhecido en ensaics
cinéticos de inibigdo pelo produto pois
a determinagio de peguenas quantidades
de produto liberado pela reagdc na
presenga de quantidades iguais cou
maiores de produto adicionade €
extremamente dificil de ser executada
Com precisdo.

0 método de Lineweaver-Burk exige
alta precisdo dos resultadcs
experimentais para Se obterem, através
dele, indicagbes confidveis em estudos
cingticos - conforme demonstram oS
frabalhos de Atkins (1), Colgquhoun (3)
e Dowd e Riggs (6). Os resultades
experimentais deste trabalho
aparentemente ndo atingiram o grau de
precisdc necessario para a aplicagao
com SUCESSO do metodo de
Lineweaver-Burk,

explicandc-se assim a

T T T
4 5 8 T & ¥ w0 Iie/0d

aleatoriedade chservada.

Fol testado a seguir um cutre método
grafico. A transformagdc linear de
Dixon (11) foi escolhida. deste método
o inverso das velocidades iniciais s3o
colocadas em grafico em fungdo da
concentragico de inibidor, tendc como
par@metro a concentragdo inicial de
substrato. A regido de cruzamentc das

‘retas indica o modeloc cindtico de

inibicgdo. .

A Figura 2 mostra o grdfico de Dixon
para a temperatura de 30°C. Pode-se
chservar, através dessa figura, uma
indicagio clara do modelo competitivo
(V= VpguS/[Km{1+T1/{X;) + 8]}, tendo-se
obtide resultados semelhantes para as
cutras temperaturas estudadas.

0 método de Dixon, portanto, foi
eficiente e a sua indicacio estd de
acordo com os trabalhos disponiveis na
literatura (3, 4, 7, 14). Ele ndo
fornece, contudo, estimativas prec:15as
dos pardmetros cindticos.

Colquhoun {3}, . comparou métodos
possiveis de serem utilizados na
estimativa dos pardmetros cindtices da
equacio de Michaelis-Menten e concluiu

que os melhores valores eram 0§
fornecides pelae ajuste do modelo
cinético aos. pontos experimentais.



‘igura 3 - Velocidades experimentais {simbolos) e
fungio

velocidades previstas {curvas) en
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Yabela 1 - Parédmetros cinédtices
da fernecidos pelo ajuste do

concentrag®c de substrate (S) para diferentes modelo competive =aos pontos
concentragdes iniciais de glicose (I). Ajuste ac  experimentais.
modelo competitivo. T = 40°C,
T {°C) Vidx (9/3.min) Ky (972} K5 {g/D)
v
L9/1 mun) 60 0,0559 1,80 4,30
0,028
51 0,0346 6,56 2,42
0,028+
. 40 0,0232 0,992 1,77
0,024+
36 0,00832 0,501 0,364
0,022
p— ] T
¢,0204 &
a
0,018
o
0,018 4
0,014
® Iy 0.9 g/t
0,012 a1, p/1
32,5 900
.09+

o1 i3 ddl Tl Vo adaseTanzen zdidaddedr

Assim, baseando-se nesse  trabalho,
determinou-se os valores dos parfmetros
cinéticos Vpgy, Ky e K, nas guatro
temperaturas, através do ajuste do
modelo corpetitivo acs pontos
experimentais, utilizando-se o método
dos minimos quadrades nZo linear (10).
Os ajustes, nas quatro temperaturas,
analisados segundo 05 critérios
apresentados por Mamnervik (%), foram
bons. A Fzgura 3 mostra um exemplo
tipico, para 40°C, e a Tabela 1 mostra
os valores dos pardmetros nas quatro
terperaturas.

Esse método necessita também, come ©
de Lineweaver-Burk, de grande précisdo
experimental para ser utilizado para &
identificagdio de modelo, peois  a
tentativa de ajuste de outros modelos
cinéticos &e inibigdo resultaram na
aceitagio tarmrheém dos modelos
acompetltwo (V= Vpax S/ [KatS{1+I/Ki)])

. ndc—competitivo (V= Vindw
s/[Km(1+I/xl)+S(i+I/K1 1}, segqundo os
mesmos  critérios utilizados para ©
modelo competitivo. O uso de uma fungdo
discriminante, recomendada por
Mannervik (9), mostrou que, nas faixas
de concentragic de substrate e de
inibidor nas quais foram realizados os
experimentos, este método ndc permite
discernir qual o melhor entre os trés
mecanismos de yeagdo, pois ©  erre

S/}

experimental € maior gque a diferenga
entre os valores de velocidade
previstos por estes modelos.

Inffuéncia da femperatura - Através da
Tabela 1. que mostra os valores de Vpdy
em fungdc da temperatura, pode-se
verificar que a velocidade mdxima da
reacgiio aumenta com & temperatura. A
influéncia desta, segundo Arrhenius,
foi também estudada e a Figura 4 mostra
o grafico de log Vpgy em funclio do
inverso da temperatura. O valor da
energia de ativagdo, E, obtide a
partir do ajuste de uma reta acs pontos
na faixa de 30°C a 31°C, foi de 17732
cal.mol™l, A equacdo da reta ajustada é
log  (Vpgx.1073) = 13,776-3893,8.7"1,
com r (coeficiente de correlagio
tinear) de 0,9995. to trecho de 51°C a
60°C verificou-se wra wmudanga na
inclinagiio da reta, indicande uma
possivel inativagio da enzima
glicoamilase.

A influéncia da
valores de HKnm
Michaelis-Menten) pode ser vista na
Tabela 1. [Esse par@metro cinético
apresenta uma tendéneia de diminuigio
dos seus valores com o decréscinmo da
remperatura, salvo a 51°C, indicande um
aurento da afinidade da enzima pelo
substrato.

temperatura nos
{constante de
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Figura & - Gréfico de arrhenius
para 2 hidrédlise de amide,
catzlisada por glicvamilase:
legaritme da velocidade méxima
(log VYméx) em funcdo do inverso
da temperatura (T-1).

T{°C}
30

LO® ¥ gy -t0?

‘}¥ H E ! i | 1
o 30 0% 31 335 52 3,28 3.3
Tk Fiigd

Os valores estimadces para a constants
de inibigZo, K;, tendem a diminuir
linearmente com o decréscimo da
temperatura, indicando um aumento do
efeito inibidor da glicose, conforme
pode ser observado na Figura % e Tabela
1. Indicios do aurento da inibigio com
a diminuicdo da temperatura, nesta
reagdo, jd foram observadcs por
Schmidell & Col. (12) ao estudarem a
hidrélise da farinha de mandioca a 55°C
e 30°C. Os valores disponiveis para K,
na literatura (3, 4, 7), confirmam
tanbém este fato.

Conclusdes

1. 0 método de Lineweaver-Burk ndc se
revelou aprcpriado para estudos
cindticos de inibigHo pelo produto nas
condighes esperimentais deste trabalho.
2. 0 métedo de Dixon foi eficiente para
a definigio de modelos de inibicdc, mas
imprecisc para a determinagiio dos

parametros  cinéticos, para a reagdo

estudada.

3. 0 ajuste direto de um modelo
temdtico a pontos  experimentais

mostrou ser o metodo mais  adequado,
neste trabalho, para a determinagdo
precisa dos parfmetros cindticos de uma

Figura 5 - Constante de
inibig3o (K1) .em fungB3c da
temperatura (T), para a reacgic
de hidrdlise de amido,
catalisada por glicoamilase,

Kilg /1)

o % 2w I 4 0 &0 T(sc)

equagio de velocidade.

4. A hidrdlise de amido, catalisada por
glicoamilase € inibida conpetitivamente
pelo produte da reagic, glicose.

5. A temperatura exerce grande
winfluéneia nos pardmetros cinéticos da
hidrélise de amido, catalisada por
gliccamilase. Na faixa de 30°C a 60°C,
uma elevagio da temperatura implica: no
aurento da velocidade mdxima da reagdo;
na diminuigdic da afinidade da enzima
pelo substrato, salvo a 5i1°C, e na
diminuigiio linear do efeito inibidor da
glicose.

6. O valor da energia de ativagao para
a hidrdlise enzimatica de amido,
determinado segundo Arrhenius, € de
17732 cal/mol.

Hotacao

v - Velocidade inicial da reagio
(g/1l.min). :

s - Concentragio inicial de
substrato-amido (g/1}.

I - Concentragio inicial de
inibidor-glicose {g/1).

Vmax - Velocidade maxima da reagic
(g/1l.min). ‘

K - Constante de  Michael is-Menten
{g/1).

Kj - Constante de inibigdc (g/1).

Ea - Energia de ativagio (cal/mol).

r - Coeficiente de correlagio do

método dos minimos quadrados linear.



Suﬂqary
Kinetic atudy of starch
hydrolysis: glucose inhibition

In this work, the effect of glucose
addition on the kinetics of starch
hydrclysis catalyzed by glucoamylase or
amyloglucosidase ( G-D-(1,4)
glucan-glucchydrolase, EC 3.2.1.3} has
been studied. Initial rates of the
reaction, for different initial starch
and glucose concentrations, have bDeen
determined experimentally at
temperature of 60, 351, &40 and 30°C,
keeping constant, in all cases, the pH
4.2 and glucoamylase concentration 6.05
x 10%m1 enzyme/ml solution (activity of
enzyme 3428UI at 55 9C and pH 4.5). The
analysis of the results wusing the
tineweaver-Burk method didn't allow the
identification of the kinetic model of
the reaction. Through the Dixon method
it was observed that glucose is a
competitive inhibitor of the stareh
hydrolysis reaction catalyzed by
glucoamylase. The fitting of a
Michaelis-Menten type eguation with
competitive inhibition - by non  linear
regression through the least squars
method te the experimental data, made
pessible the accurate determination of
the kinetic parameters of this
reaction, and the values of ¥y
increased linearly with temperature, in
the range studied.

enzymatic
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0 ENSINO DA MICROBICLOGIA: UM DESAFIOQ!
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A principal finalidade deste trabalho foi identificar, o perfil dos
candidatos ao Mestrado do Instituto de Microbiclogia da UFRJ,

procurando determinar basicamente,

s¢ U énsino de graduzagdo oferecido

nesta Instituig8o era capaz de atrair profissionais motivados para a
investigac8o cientifica em Microbioclogis e Imunologia.

Introducio

0 curso de Pés-Graduagic do Instituto
de Microbiclogia (IM) da Universidade
Federal do Ric de Janeiro (UFRJ), ao
nivel de mestrado, € oferecide para
profissionais que tenbam cursado na
graduagdo, Microbiclogia e Iminologia.

0O Curso de Mestradc, € uma etapa
inicial da ‘pds—graduacio, podendo ser
camplementada pele Doutorade e pelo
Pos-Doutoramento, dependendo  das
circunstncias e conveniéncias, sejam
de ordem pesscal ou da Instituicgdo a
‘cque o estudante esteja vinculado.

O principal objetive do Mestrado no
M ¢ formar docentes-pesquisadores
capazes de se engajarem em linhas de
pesquisa 3@ estabelecidas, ou no
desenvolvimento de tecnologias, seja em
inddstrias cu centros de formagho de
recursos humanos.

0 IM conta com um plantel de 65

professore§ com nivel de Doutor e
pos—doutoramento em  sua | maioria,
distribuidos em <quatro diferentes

dreas: Imunologia, Microbiclogia Geral,
Microbiologia Medica e Virclogia.
0O nuwero de estudantes selecionados

anualmente, tem variado entre 10 e 15,
aos quais sdo concedidas bolsas do CNPg
ou CAPES; O curso € realizado em tempo
integral, necessitande para tanto, de
dedicagdo exclusiva © por parte dos
alunos.

Tem sido cbservado, um desinteresse
pela pods—graduacgdc em Microbiclogia e
Imunologia, por parte  dos alunos
formados pela UFRJ.

Considerando que a Microbiologia &

.uma das dreas especlalmente importantes

para © progresso econdmico e social do
Pais (&), e que a Universidade
brasileira tem heje, mais professores
melhor treinados, mais eguipamentos e
mais dedicacdc exclusiva que ha vinte
anos {2), pouca demanda por parte dos
estudantes desta Universidade aos
cursos de pos-graduagdc oferecidos pelo
IM € preccupante.

Assim, foi objetivo deste trabalho,
chamar a atencio para a problemdtica da
formagdo de recursos humanos em
Microbiclogia e Imunologia, discutindo
o ensino de graduagdc nos deminios do
instituto de Microbiologia, e
generalizando, dentro do possivel, as
suas conclusdes para uma- politica de

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 20(3):382-386, Jul./Set. 198Y



ensino mais estimulante e mobilizadera.

Material e Métodos

A  populagdc-alvo deste  trahalho
consistiu nos candidatos ao Mestrado,
inscriteos para iniciar o curso em 1989.

A divulgagio do Curso de Mestrado foi
feita através mala direta para as
principais Universidades brasileiras e
as inscrigBes permaneceram abertas por
45 dias.

A selegio para o mestrado consistiu
de provas de conhecimentos bdsicos de
Microbiclogia e Imunclogia,
estritamente enquadrados dentro do
programa  de graduagio do ™,
entrevistas individuais e proficiéncia
em inglés em cardter ndo eliminatdric.

Os dados individvais foram coletados
através fichas de inscrig@o e andlise
dos histdricos escolares. Os tdpicos
inquiridos foram baseados nos trabalhos
de Castro (3) e Bayros {1).

Resultados
Cento e dez profissionais
inscreveram-se para as provas de

selegdo. Destes, a grande maioria €
graduada em Bioclogia {57%). A sequnda
maior procura pelo curse foi  de
profissionais farmacéuticos  (24%).
Seque—se em igual proporcgio, meédicos e
veterinarios, 6% de «cada grupo.
Nutrigio e Odontologia apresentaram o
mesmo nimero de candidatos (3%). Apenas
um profissional de enfermagem
inscreveu-se (0,9%).

De acordo com a Tabela 1, observa-se
gue a maior parte dos candidatos (87%)
¢ proveniente de outras Universidades
que ndo a UFRJ. Dentre os quatorze
candidatos formados pela UFRJ, sete sdo
bidlogos, cinco sdo farmacduticos, um &
medico e outro nutricionista,

Ainda na Tabela 1, pode-se verificar
que a maloria dos postulantes ao
mestrado (62%) ndo € recem graduada,
terdo sido formada anteriormente a
1988. ‘

A Tabela 2, nos permite concluir que

o sexo femininc sentiu-se mails
inclinado a Pos~Graduagio em
Microbiologia (71%), sendo que, ©

nimero de solteiros {75%) excedeu em
miito ¢ de outros estados civis. Quanto
& idade, chserva-se gque hi@d uma ligeira
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predomindncia de pessoas com mais de 25
anos {55,5%). .

Foram selecionados para ¢ Mestrado de
1989 doze estudantes (10,9%). O menor
indice de aprovagio foi conseguido
pelos Bidlogos (6,:5%), vide Tabela 3.

Na Tabela 4, estdc resumidas as
informagles sobre os 12 candidatos
aprovados. Dos quatro pidiogos
selecionados, dois foram graduados pela
UFRJ. A predomindncia dos noves
mestrandos &€ de terem colado grau antes
de 1986.

De acordo com © sexo, temos oito
mutheres e quatro homens. Quanto ao
estado c¢ivil, a distribuicSo € de sete
solteiros e cinco casados. Com relagdo
a idade, seis tem menos de 25 anos.

Discussao

anualmente, os docentes do IM ensinam
a cerca de 600 alunos, matriculados nos
seguintes cursos de graduag#c da UFRJ:
Biologia, Enfermagem, Farmécia,
Medicina, sutrigdc e Odontologia.

Mpesar da disciplina de Microbioclegia
e Immologia a nivel de graduvagdo, ser
frequentemente  elogiada pelo corpo
discente, como sendo bem estruturada e
bem organizada, € pequena a influéncia
de candidatos ao Mestrado do IM, por
parte de seus proprios ex-alunos.

S3o poucos os cursos de Biologia, que
tem Microbiologia e Imunoleogia como
disciplinas obrigatdrias no
bacharelado. Apesar disto, a maloria
dos candidatos  inscrites, foi de
bidlegos de ocutras Universidades, que
tiveram de cursar a Microbiologia como
disciplina isolada, a fim de se
habilitarem para o mestrado. :

Paralelamente, cbserva-se gue a
maioria dos candidatos tem
mais de 25 anos, com  respectivas
formaturas ocorridas anteriormente ao
anc da inscrigiio para a selecdo no IM.
Este fato, sugere, que pode existir uma
outra metivagio para a pds-graduacdo: a
dificuldade encontrada por — esses
profissionais no mercado de trabalho.
Iparenterente, & nova politica de
concessdo de bolsas, pela CAPES e CNPg,
favorece em muite tal situago.

Assim, no presente momento, ‘sdc  duas
as maiores dificuldades do IM: a) ©
desinteresse dos ex—alunos da
disciplina de graduacio, para oS Cursos
de pos-graduacic em Microbiolegia; b)
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Tabela 1 - Origem gcadémico-gecgrédfica e ano de

candidatos ag Mestirado. *)
Iguagu, MNiterdi, Petrédpolis,
Yolta Redonda, Vassouras.

graduagdo dos

Grande Rio: Ric de Janeiro, Nova
Teresdpolis,

Valenga, Caxias,

Origem Aoadinico-Ceoaraficas

Profissic He de .ha? da Gradiacso :
inseritos  UFRT Grande Rin OCutxos Egtrangeiros ats BE 87 88
Estados
Bioiogia &2 o7 49 05 14 24 1 27
Medicina o7 134 o5 - 28 03 - 04
Butricio 03 oL - oz - 02 - 3]
Veteriniria a7 - a7 - - 0z 03 a2
Pazmiia 27 0s 07 14 ol 15 o7 05
Okentologia 03 - 02 01 - - 02 01
Enfermagen 113 - it - - - - 01
Total 130 21 T 22 03 46 23 4}
Yabela 2 - Caracteristicas dos candidatos ao Mestrado,
quanto ao sexo, estado civil e idade.
Profisazo N¢ de Sexo Estado civil: Idade:
inscritos M F solteirec outros - 25 + 25
Biologla 62 16 46 a6 i6 26 35
Medicina a7 893 04 96 Gl o2 0s
Nutrigio 03 - 03 02 2% - 03
Veterinfria 07 04 03 o5 g2 06 0l
Farmacia 27 08 19 20 07 13 4
Odentologis o3 221 02 03 - o2 oL
Enfermagem 01 - ol ol - - a1
Total 110 32 78 83 27 49 61

ter como candidatos aos seus curscs de
pos—graduacio, profissionais de

discutivel talento para a investigagdo
cientifica.
Nesta instincia, s6é nos interessa

desenvolver a problemdtica enunciada no
item a: © ensino da Microbiologia em
nivel de graduagdo -ficou presc a
reprodugic de tecnologias obsoletas,
nfc se adaptando - a novos prcblemas,
principalmente ao avango da
bictecnologia. Enguanto o mundo ouve
sobre os "milagres” do DNA recombinante
e dos anticorpos moneclonals, o ensino
da graduagdio em Microbiologia, ainda se
atém a mudangas de cores em meios de

culturas, e a técnicas bacterioldgicas
conservadoras,. exercidas atualmente por
pesscal de nivel técenico.

O IM, tal qual a Universidade, ndo
perden qualidade; perdeu velocidade.
N&c plorou, atrascu-se. MNio perdeu o
conteddo; perdeu o poder de usar o seu
potencial para refazer o seu conteuddo
conforme as exigéncias da sociedade
{2). Juliatto (6} afizma que a crise da
Universidade brasileira ¢ financeira,
dos mimercs, de conteudo académico do
racicnalismo e da identidade. O ensinc
é tradicicnalmente livresco e
desvinculade da realidade profissienals

Existe um problema extremamente séric
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fabela 3 - Relag80 entre as profiss@es dos
candidatos ao Mestrade e .o percentual de
aproveitamento.
profissdo Ke de RS de

inscrites selecionados
Biclogia 82 4{ 6,5%)
Hedicina 07 2(28,5%}
Veterinaria 07 1(14,0%8}
Farmacia 27 51{18,5%)
Nutrigio 03 -
odontologia 03 -
Enfermagem 0% -
Total 110 12{10,9%}

Tabela 4 - Caracteristicas dos mestrandos seilecionados,quanto

S

profiss3o, origem académico.geogrdfica, sexo, idade e estado
civil.
Alunos sele Profissic Crigem Académico- Arno de Sexc Idade Est. Civil
clonades Geoyrafica Formatura
3 Bilologia FRJ 1985 F -25 Casado
2 Biolegia Grande Ric (.1 1985 M =25 Casado )
3 Biologia UFRY 1388 F =25 Scleetre
4 Bologia Qutroe estados (Ms) 1987 F =25 Soltedro
5 Famdcia Grande Rio {{EF} 1980 ¥ +25 Casado
3 FamAcia Qutros Estadcs (RS) 1981 P +25  Casado
7 Farmacia Qutrog Eotadon (MG) 1985 H =25 Soltelro
8 Farmacis - Qutros Egtados {RS) 1985 F +25 Soltalro
g Parmacia Outros Estades (BA) 1985 F ~25 Salteiro
16 Medicina Entrageira(Argentina) 1973 F +35  Casado
1 Medicina Grande Rio {UERY) 1980 H +25  Soltefro
12 Veterindria Grande Rio {UFF) 1986 M =25 Solesirc

am relagic avs esforgos de melhoria da
qualidade do ensino universitdrio, que
¢ a auséneia de critérios, a respeito
do nivel de cualidade que deva ser
aplicado (9), considerando que o ensinoc
superior ¢ um setor de formagic de
recursos humanos, para os demais niveis
de ensino e para a sociedade (5).

Para poder acowpanhar ©S pProgressos
incessantes do conhecimento cientifico,

a universidade precisa produzir por
meios proprios, pelo menos algumas
parcelas daqueles progressos (7, 8).

O fomento da pesquisa clentifica
exige condigBes especiais, com afluxo
crescente de recurses materiais e
financeiros (4) e, principalmente, uma
politica de atragic, selegdo e retengio
de talentos jovens. Assim, observa-se
que o ensino da Microbiolegia e
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Imunologia a nivel de graduagfo, estd
deixando passar _ desapercebidc os
avangos da Imnoqulmica .
da Engerharia Genética e
da Fisiolegia Celular. Os estudantes de
graduacdo vem na disciplina mais uma
matéria que devera ser ultrapassada no
ciclo bdsico dos seus estudes, ndo a
considerande como possivel
especialidade profissional futura.

Sunrary
Teaching Microbiofogy: a chalfenge

This work was designed primarily to
identify among candidates to obtain
their Master degree at the Institute of
Microbiology of the Federal University
of Rio de Janeirc whether they are
former students of this Institute,
considering that ca. 600 people, attend
to a regular undergraduate Microbiology
course held every vyear at this
Institute. Additicnally, some
considerations towards J0b
opportunities are also made.
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INFORMACAD TECNICO-CIENTIFICA SHY

Environmental Biotechnology — Reducing
Risks from environmental chemicals
through biotechnology

Fditor: G.S. Omenn

Editores associados: Colwell, R.;
Chakrabarty, A.M.; Morris, L.;
MoCarty, P.
Plenum Press, New York -  Londres,
1988. 505p.

Publicacsio de grande importéncia
am drea do conhecimento que inicia seu
lesenvolvirento: a Biotecnologia
Ambiental. ‘Um comencaric dos editores
resume  tudo: "No  evento anterior
discutiu-se o que poderia ser felto
nesta 4area; neste Congresso ja foram
apresentados  vdrios  trabalhos de
campo, com bons resultados e embora
ainda nd8o se tenha todas as solugdes,
jd se obteve um avango satisfatdrio®.

Este livro consiste numa
coletinea de conferéncias, discussdes
{extremamente interegsantes),

workshops, mesas-redendas e resumos de
rrabalhos do Congresso scbre "Reducing
Risks from Environmental Chemicals
rhrough Bictechnology - realizado em
19-23/07/87 - em Seattle - Washington.

Trabalhos muito interessantes sdo
relatados e discutidos, envolvendoc as
dreas de Ecolegia de Microrganismos,
Avangos  relevantes na Biolegia
Molecular e Engerharia Genética,
frente &  Biotecnologia  Ambiental.
Papel da Biotecnelogia no Controle da
Poluicdo, Minimizagdio dos Risces da
Liberagdo de Microrganismos no Meio
Ambiente, Participagdo da Comunidade.
Politicas de Contreole da Poluigdo, s#o
apresentados muitos dados importantes
sobre: biodegradagio de
hidrocarbonetos, FCB's,
organiclorados; biotransformagic do
mercirio; limpeza pela acao
microbioldgica, de dguas subterrdneas
contaminadas por  pentaclorofenol;
tratamento anaerchio de residuos
Lerigoses, etc.

Uma biblicgrafia muito ampla €
citada bem como a lista das
prioridades de pesquisa e a - de
pesquisadores da area.
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Esta publicagic apresenta o
"estado-da-arte® da  Bictecnclogia
Ambiental e deveria constar do acervo
bibliografico de todos os interessados
nesta adrea do conhecimento e na
melhoria da qualidade ambiental.

Profa.Dra. Maria Therezinha Martins
Depte de Microbiologia ICB/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitdria USP

05508 S&c Paulo SP

Genetic Engineering and Bictechnology
Yearbook. N. America and Japan Edition
1988/89

Parts 1-2

Alan G. Walton

Sharon K. Hammer

Elsevier - Amsterdam - Oxford -~ New
Yark - Tokyo, 1988, 1403p.

Trata-se de uma ampla listagem
com endereges de firmas, instituicgdes,
laboratdrios, com indicacgdo de nomes
para contacto bem como linhas de
pesquisa ou  produtos na drea de
Biotecnologia.

Praticamente tudo o que estd
sendo desenvolvido nos Estados Unidos,
Canadd e Japdo, estd exposto nesta

uplicagac.

E uma obra para consulta, devendo
constar do acervo de biblictecas de
empresas  ou instituigdes que atuem ocu
se interessem por Biotecnologia.

Profa. Dra. Maria Therezinha Martins
Depte de Microbiologia -~ ICB/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitdria USP

05508 S3o Paulo SP

Biological, Biochemical and Bicmedical
aspects of Actinamycetes — Symposia
Biclogica Hungarica. 32. Akadémiaj
Kiado, Budapest, 1986, Sixth
International Symposium on
Actinamycetes Biology, Hungary, 1985.

Szabd, G.; Bird, S. & Goodfellow, M.
eds

Rev, Microbicl., $3c Paulc, 20(2):387-389, Jul./Set. 1%8Y
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hpesar da defasagem natural de
‘sen conteddo que € de 1985 e dos
constantes  avangos  da Biclogia,
Bioguimica e Biomedicina dos
Actinomicetos, os editores apresentam
excelente material cientifico com
textos conmpletos sobre as conferéncias
de nove sessBes plendrias de forma
clara e abreviada, além, de matédria
das olito sessfes livres e “abstrats"
de sete sesstes de "posters" nas quais
participaram especialistas os mais
rencmados nos diversos campos de
interesse, procedentes de 27 paises.

Constam ainda nes deois volumes
(883 paginas} apresentados, matéria
bastante variada com informagac
completa de dados, sobre os diversos
campos da bioclogia dos  Actinomicetes,
tais como: genética, fisiclogia e
biossintese de metabolitos primdrios e
secunddrios perfazendo um total de
cente e doze pesquisas cuijo interesse
maior estd voltade aos aspectos
geneticos, de caracterizacio,
contrile, trocas fenotipicas,
regulagdo e plasmidios, quase que
totalmente de actinomicetos produtores
de antimicrobianos; bioquinica,
compreendendc  pesquisas e observagdes
tanto gerais como particuladas, desse
grande grupo de microrganismos:
morfologia e ultraestruturas com bem
pouco  mimero da  participagtes e
contribuicles que sdo complementadas
por pesguisas no campe da taxonomia
cujas  observagtes referentes aos

"tipos de paredes” desses
microrganismos tém sido
filogeneticamente baseados os estudos
taxondmicos; patogenicidade &

iminclogia capitule de menor mimerc
ainda de contribuigBes talvez pela
caréncia de pesquisadores na drea. Sic
apresentados treze trabalhos de
pescuisa com enfogues de  aspectes
bastante variados, desde as condigfes
de pré disposicio a0  desenvolvimento
da actinomicose humana, sensibilidade
a antimicrobiancs, dJdeterminantes de
viruléncia e de infecgdo na nocardiose
humana e animal com atengdo maior Aas
interagbes - entre macrofago -~ N.
asteroides, estudos histoldgicos =
ultraestruturais dos actinomicetomas
humanos até o estabelecimento de
diversas classes de Imuncglobulinas no
"Farmer's Lung Disease" e
identificacgdo de IgG monoclonal em  N.
astercides; ecologia e epidemiolcogia

com avaliagiio critica bastante ampla,
variada e abrangente da ecologia dos
mesmos. A cada trabalho segue ampla
biblicgrafia.

Frof. Dr. Eduardc do Nascimento Mds
Depte de Microbiclogia - ICB/USP
Av, Prof. Lineu Prestes, 1374
Cidade Universitdria USP

05508 S&o Paulo SP

Virology & AIDS Abstracts, 22(1), jan.
1989, 202p.

Cheyney, D.; Gardner, R.A.; Stover,
D.D.; Walsh, R. {ed.]).
Cambr idge Scientific
Bethesda, USA

Apbstracts,

"Virology & AIDS Abstracts® (ISSi
0896 - 5319} € uma publicac@o que veio
substituir, a parttir de marge de
1988, o] conhecido "Virclogy
Abstracts", editado mansalmente desde
1967, Cada NureTro contém
aproximadamente 800 Yesumos,
incluindo, também, indices de autor e
de assunto. ¢ dltimo mdmerc de cada
ano (correspondente .ao més  gde
dezembro) apresenta um indice anual
curmlativo.

0 "Virology & AIDS Abstracts" e
publicade pelo "Cambridge Scientific
Abstracts" (endereco: 7200 Wisccnsin
Avenue, Bethesda, MD 20814, Estados
Unidos} e relaciona trabalhos
desenvolvidos em diferentes dreas da
virelogia, classificados nas seguintes
segBes: ~ Sindrome da imunodeficifncia
adguirida (AIDS); Taxonomia viral e
classificag8o; Metodologia e estudos
de cultura de tecidos; Propriedades
fisico~quimicas, estrutura = e
morfologia; Cicle de replicagdo;
Genética viral, incluindo reativagdo;
Interagdes fago-hospedeira, incluindo
liscgenia e transducgdo; Imunologia;
Agentes antivirais; Oncolegia;
InfecgBes wvirais do homem; Doengas
associadas a virus lentos; InfecgBes
virais dos animais; Modelos animais e
infeccgBes virais induzidas
experimentalmente;. Infecgfes virais
dos invertebrados; Infecites virais de

fungos e de plantas inferiores;

Infecgbes virais de
superiores; Tdpicos variados.

plantas



Além destes itens, inciuil, aimda:
- Biblicgrafias e monegralias;
Conferéncias, Simpdsios a
"Proceedings®; Resenhas de livros.

Na segdo sobre BIDS, os assuntes
sdo classificados em cinco subsecgdes:
- Aspectos moleculares e “in vitro":
abrangendo caracterizagdo genética e
bloquimica, incluindo sequéncia &
nucleotideos e quimica de proteinas;
Aspectos imunoldgicos: compreendendo

resposta imane, vacinas,
trunomodulacdo, caracteristicas
antigénicas e estado imune; Aspectos
clinicos: contendo diagnose,
tratamento, patolegia,  prevencio,
infecgdes oportunistas, agentes

antivirais {atividade "in vitro" e "in
vivo"), modelos animalis o complexo
relacionado a AIDS {ARC); Aspectos
epidemioldgicos: incluindc
levantamentos soroldgicos, estudos de
populagtes, disseminacdc da doenga,

ingidéneia e andlise  estatistica;
Outros: apresentando  resumos  de
trabalhos relacionados a  aspectos
éticos, legais, soclals e também

demais assuntos ndc incluidos  nas
seghes anteriores.

Ha 196 resuros sobre AIDS no
fascicule eam questdo, ocupando 27
paginas. Considerando gue hd um  total
de 800 resuwos, dJdistribuidos em 120
pdginas, os  assuntos  sobre  AIDS
representam de 20 a 25% . do total,
gvidenciando a importéncia que &
comunidade clentifica tem dado a este
sério problema.

Pelo exposto, fica claro cque as
consultas ao  “"Virology & @ AIDS
Abstracts’ s3o imprescindiveis  zos

virologistas, sejam eles da drea de
virologia humana, animal ou wvegetal.
Como  consequéncia, hé necessidade de
que as Bibliotecas das Universidades e
Instituto de  Pesquisa mantenham
colegtes atualizadas desta publicagdo.

Maria Meércia Rarradas 4

Secio de Virologia Fitopatoldgica e
risicpatologia ]

Institute Bioldgico - CP 7119

01051 S8¢ Paulo SP

I Simposio Zrasileiro sobre
Microbiclegia do Solo

0O Departamento de Microbiclegia
da Faculdade de Ciéncias BAgrédrias e
Veterindria “Campus” de Jaboticabal -
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UNESE,  junto  com A& Sociedade
Brasileira de Microbiologia, fardo
realizar, no ©pericdo de 28/11 a
01/12/89, no Centrc de Convengbes da
FCAV-UNESP, Jaboticabal, o I Simpdsio
Brasileire scbre Microbiolegia do
Solo.

Nesta reunid& cque tem  por
objetivo congregar especialistas de
todo o pais para discutir  temas
relevantes em Microbiologia do Solo,
estardo sendc debatidos ©s seguintes
temas:

- Transformagdes  microblanas de
compostos nitrogenados no solo

- Sclubilizacio microbiana de fosfatos
naturais

- 0 emxofre e suas transformagdss
microbianas

- Efeitos de biocidas no solo

-  TransformagSes  microbianas de
residuos agroindustriais ne solo

- Quantificagic de microrganismos no
sclo

Para maiores informagbes:

Prof. Dr. Ely Nahas

Coordenador de Area Microbiolegia de
Solo/SBM

raculdade de Ciéncias
Veterindrias - UNESP
Redovia Carlos Tonami, Xm 5
14870 Jaboticabal 5P

Agrdrias e

IIMS Congress: Bacteriology & Mycology
Osaka, Japan — 1990

Serd realizadc em Osaka, Japdo,de
i6 a 22 de setembro de 1990,
patrccinadc pela International Union
of Microbiological Sccieties (IUMS), o
Congresso: Bactericlogia e Micologia.
0 referido congresso abrangera temas
das vdrias dreas relacionaaas com &
Bactericlogia e Micologia, tais como:
Microbiolegia  Industrial, Bilologia
Molecular, Microbiologia Médica, etc.
Maiores in
Dr, Yoshif
Secretaric Geral do Congresso

b

Faculty of Medicine
Kyoto University
voshida, Konoe-cho
Sakyo~¥u, Kyoto 606
Japan
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