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Resunn

¥oi estudada a infectividade de bacterifagos temperados de SZrep-
Lococcws pyogenes apds estocagens dos mesmos nas temperaturas de
-20 & 4°C, durante 33 dias, na presenga de diferentes substéncias
crioprotetoras comumente wtilizadas na conservacgdo cde suspensdo
virals. Os fagos foram inativados rapidamente quandoe estocados
Juntamente com os lisados bacteriancs, mesmo na presenga dos crio-
proteteres. Maior estabilidade foi obtida apés purificagde parcial
através de lavagens com tampZc fosfato de sddio (100.800g/1h) €
posterior estocagem na presenga dos crioprotetores. Verificames gue
s bacteriéfagos tiveram a sua infectividade preservada gquando £5-
tocados a 49C na presenca de sacarose, dimetilsulfdxido, acetate de
amdnip e dextrana durante 35 dias.

Summary

Stonage of bacteriophages from Streptococcus pyogenes in ihe pre-
sence of cryoprotective substances

Tnactivaticn of temperate  bacteriophages from Sirepfococcus pyo-
genes stored at -20°C and 4°C during 35 days in the presence of
varipus cryoprotective substances commgnly used for storage of vi-
ral suspensions was studied. The additives did not protect the
bacteriophages from the inactivation when lysates were stored at
low temperatures. Phages partizlly purified by washing in phosphate
puffer (100.000g/1h) and stored in the presence of cryoproteciive
substanceswere more stable. We verified that the infectivity of the
bacteriophages was retained after storage at 4°C in the pressnce of
sucrose, dimethylisulfoxide, ammonium acetate and dextran during 35
days.

Introdugsio

Estudos de morfologia, caracterizacBio e genética dos  bacteridfagos de
Sueptococcm pyogenes tem sido realizados, prmc1palmente com os fagos virulentos
{1, 5, 7, 12, 15). VArios pesquisadores (3, 11) té&m citado as dificuldades
encontradas no trabalho com esses fagos, mais precisamente com relagdio aos
temperados. Nida & Col. em 1982, relatam as dificuldades de obtengles de altos
titulos de fagos temperadcs desses estreptococos, a fragilidade dos mesmos frente a

*Trahalho realizado can auxilic do CNPg, FINEP (PADCT) e CEPG da UFRJ.

Rev, Microbiol., S3o Paulo, 20{1): 1-4 , Jan./Mar. 1985.
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manipulagdes, alta velocidade de centrifugacio e ao processo de purificagdo em
gradiente de cloreto de césio {11).

Hill & Wannamaker em 1981 (8) mostraram que os fagos viralentos s3o estdveis em
temperaturas de 4°C durante uma semana e ~20 °C por um mds. Entretanto, em estudos
anteriores com bacteriéfagos temperados desses estreptococos (3, 4, 6), cbservamos
que ao contrario dos virulentos, os fagos temperados sdo inativados ‘rapidamente,
apds poucos dias de estocagem tanto a 4°C camo a -20°C.

O presente trabalho relata os resultados encontrados em wun estudo Scbre a
infectividade de fagos temperados de S. pyogenes mantidos em baixas temperaturas,
ha presenga de diferentes substincias crioprotetoras.

Material e Métodos

Amostras baclerianas e bacteridfagos - Os bacteriéfagos temperados utilizados neste
estudo, foram obtidos dos seguintes estreptococos isolados em  nosso laboratdrio:
amostra n2 79-031 (M-n3o tipdvel, padrdo T B3264), ne 79-187 (tipo M9, pedrio
T3/13/B3264), ne 79-270 (M-nfio tipdvel, tipo T 6), ne 80-019 {(tipo M 69, padrdo 7
3/13/B3264). A amostra designada como K56 (tipo M 12, T 12}, descrita anteriormente
por Kjems (9), foi utilizada como amostra indicadora para a detecglo e titulagiio
dos fagos.

Meioa de eultura - 0 meic utilizado para o crescimento das amostras e indugdo de
fagos fol o caldc N6 corposto de 4% de protecse peptona ne 3 (Difco Laboratories},
2% de extrato de levedura (Difco), 0,1M de NaCl, 5mM de NayHPO4, 2, 8mM de glicose
e T1,8mM de CaCtz (5). O agar R6 foi utilizado para a titulagio dos fagos, sendo
constituido de 3% de proteose peptona ne 3, 0,05M de NaCl, 0,01M de NazHPO4, 5,5mM
de glicose, 5% de soro de cavalo (Instituto Vital Brazil) , 2 de CaC].2 e agar a 1%
{16}.

Subatincias erioprotetoras - Foram utilizadas as sequintes substincias: sacarose
(0,2M), gelatina (0,1% P/V), glicerol (10%}, dimetil sulféxido (0,1M), acetato de
aminjo (0,2M) e dextrana {10%; BM 70.000; Sigma). As solugBes crioprotetoras foram
preparadas em &dgua destilada em uma concentragdo 2 vezes maior que a utilizada
durante a estocagem e esterilizadas por filtracio em membranas (tipc HA, Millipore
Corp. ).

Procedimento experimental - Os bacteridfagos temperados foram obtidos por inducio
dos estreptococos com mitomicina C em caldo N6 e posterior propagagdo na cepa
indicadora {6). Os lisados foram esterilizados por filtragio em mewbrana e
titulados em um crescimento confluente da amostra K56 (3). Ao lisado adicionou-se a
solugBo cricprotetora (1:1, v/v) e a mistura foi estocada a 4°C e a -20°C. ApGs o
periodo de estocagem (7 ou 35 dias), a percentagem de fagos vidveis foi calculada,
tavando-se coro base os titulos de antes e apds estocagem. O meswmo procedimento
experimental foi utilizado para bacteridfagos sedimentados a 100.000g por 2 horas e
ressuspensos em tamp&o fosfato de sédic 0,01M, pH 7,0, contendo 0,1%M de cloreto de
sédio.

Resultados

Lisados contendo bacteridfagos temperados das amostras designadas com ng@s 79.031,
79-187, 79-270 e 80-019 apds terem sido estocados durante 35 dias a ~20°C,
apresentaram  uwma redugdo intensa na sua  infectivvidade, mesmo na presenca dos
agentes crioprotetores estudados. As taxas de sobrevivéneia ficaram abaixo de 13 do
titulo de fagos (que se situou entre 10% & 197 unidades formadoras de placas de
lise/ml). Do mesmo modo, quando esses fagos foram estocados a 4°C, os aditivos
utilizades nfio foram capazes de protegélos contra a inativagdo e observamos _taxas
de sobrevivéncia semelhantes as obtidas a ~20°C. Na maioria das misturas
fago/crioprotetor, tanto a 4°C como a -20°C, foi verificado auséneia de placas de
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lise na cepa indicadora, indicando Tabela 1 - Estocagem de  bacteridfagos

assim, uma perda total da temperades de S. pyogenes na presenga de
infectividade viral, apds o© substanciascrioprotetoras durante 35 dias?®.
periodo de estocagem. Simbolos: a = Os bacteridfagos temperados
Com o objetivo de verificarmos ¢ foram obtidos conforme descritc em Materiais
comportamento desse bacteridfago e Métodas e lavados duas vezes em tampdc
durante wum periodo mais curto, um fosfato de sédie ©,01M, pH 7,0, contendo
dos fagos estudades {cbtido da 0,154 de clioreto de sddio. O titule inicial
amostra ne 79-270) foi estocado de fagos foi de 7,0 X 108 unidades
durante 7 dias. Observames gue formadoras de placas de lise par mililitro.;
ocorren uma acentuada inativacgio b = As percentagens de recupergfio da
desses bacteridfagos, mesmo a 4°C, infectividade viral foram representadas como
com uma percentagem de ST SEQUEI +, Z10%; ++, 31 @ 39%; +++, 40 2
sobreviventes variando de 1,0 a 69%; ++++, 70 & 100%.
3,8%. Por outro lado, ao

estocarmos esses fagos lavados e
ressuspensos em tampdo fosfato,

substdncias Temperatyra de estocagen

verificamos que esses virus crioprotstoras oncentracio g T

puderam ser recuperados quando X -

estocados a 4°C. apds 35 dias na oo 0,2 T o

auséncia de guaisquer aditivos, Gelating 0,1% - ++

mantende em torno de 31% da Glicerel 0% * +

infect ividade. clwtil sulthade  om e -
Melhores resultados foram pextrana 0% TR -

cbtidos quando estes fagos foram

estocades na presenga dos

diferentes crioprotetores. Verificamos que na temperatura de 4°C, o acetato de
amdnioc, a dextrana e a sacarose foram capazes de proteger eficilentemente a
infectividade viral, visto que aproximadamente 100% dos fages puderam ser
recuperadcs. Por outro lado, observamos que a —-20°C ocorreu uma maior inativagio
desses fagos, uma vez que as porcentagens de fagos infectivos variavam de 10 a 69%
para oS crioprotetores acima (Tabela 1}.

Discussdo

Uma variedade de aditivos tem sido utilizados, isolados ou em mistura, para
prevenir a inativacio pelo congelamento e descongelamento de suspenses virais e de
outros microrganismos. Usande como modelo os bacteridfagos T4 e T4BO de E. cold
tornou-se possivel demonstrar trés distintos mecanismos de lnativag@io durante
congelamento e descongelaments, o denominade choque osmético, a desnaturagZio por
sais & baixa temperatura e a cristalizagio eutética. O mecanismo exato pelc qual os
aditives crioprotetores atuam prevenindo os danos causados durante esse pProcessoe
ndo fol ainda esclarecide {10, 13).

A eficidncia de baixas concentragdes de substincias como  a  glicose,
polivinilpirrolidona, sacarose, glicerol e outras na protegdo contra esses danos,
foi demonstrada para o fago T4BO de E. cofd (14). Nesse trabalho, foi observado que
dos aditivos crioprotetores utilizados, em ordem decrescente de protecio, os mails
eficientes foram acetato de amdnio > sacarose > glicerol > dimetil sulfdxido. Os
polimeros dextrana e polivinilpirrolidona em concentractes de 10% mostraram
eficidcia semelhante ao da sacarose nesta mesma concentragic. Entretanto,
bacteridfagos temperados de S. pyogenes congelades a -20°C nfio foram preservados
por tais substincias.

Fm nosscs estudos, verificamos que os bacteridfagos temperados de S, pyogenes
tiveram a sua infectividade preservada quandc estocados em presenca de certas
substéncias crioprotetoras & temperatura de 4°C, apds purificagio parcial através
de lavagens em tampdo fosfato de sddio. 0Os crioprotetores mais eficazes na
recuperacio da infectividade viral foram o acetato de amdnio, a dextrana e a
sacarose.

A inativacio dos fagos quando presentres no lisado da propagagio bacteriana e
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estocados a 4°C, e a sua parcial estabilidade apds lavagens em tampio, parecem
sugerir que tais virus poderiam ser inativados por produtos bacterianos presentes
em tais lisados. Esses dados est&o de acordo com observagBes anteriores de que tais
bacteridfagos se mantém mais estdveis apds purificagdio por ultracentrifugagio em
gradientes de cloreto de césio (2). A adigdo de certas substincias cricprotetoras
parece impedir ou dificuitar tal inativacio.

Os fagos temperados ndo puderam ser satisfatoriamente conservados a -20°C
provavelmente devido a alta instabilidade das estruturas desses virus. Bm estudos
de ultraestrutura viral reslizados por nds, Jj4 tinhamos constatade que estes
bacteridfagos apresentam-se altamente instdveis, sendo frequente a observacdo de
estruturas fégicas isoladas e usualmente o capsideo viral apresentam-se vazios, ou
seja, sem ¢ Acido nucleico (3).
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Resieno

Foram estudados fluxos cérvico-vaginais de 145 pacientes ambula-
toriais com idade entre 16 e 52 anos. Sessenta e cincy pacientes,
que apresentavam sintomas clinicos de infecg3o vaginal foram en-
quadrades no grupo das sintomdticas. Setenta e seis pacientes sem
infecg¥e genital aparente, constituiram o grupo controle, onde
nio houve isolamento de Gardnexeffa vaginafis. Das 65 pacientes
sintomdticas 19 (29%) apresentaram G. vaginafis no seu tratoc ge-
nital, 12 (18%) Trichomonas vaginalis e 7 (11%) Candida afbicans.
Apenas em um dos casos houve associagio de G, vaginalis  T. va-
génalis. Neste estudo a G. vaginafis foi o mais importante paté-
genc isolado de mulheres com infec¢3c vaginal.

Suemary

The clinical impontance and faboratony diagnosis of Gardnerelia
vaginalis in patients with vaginal infections

The vaginal discharge of 145 women 16 to 52 years old were stu-
died. 65 patients had symptons of vagiral infection; 76 patients
without symptoms were studied as controls. Of the 65 symptomatic
patients, 19 {29%) had Gaadnerelfla vaginafis, 12 (18%) had Thi-
chomonas vaginalis and 7 (11%) nad Candida afbicans isolated in
their genital tracis. Only one of the symptomatic patients had
botn G, vaginalis and T. vaginalis isolated. G. vaginalis was not
isolated in the control group. Ia this study, G. vaginafis is the
most common pathogen isolated in women with vaginal infections.

Introducdo
Gardnerelin vaginalis, bacilo Gram negativo imdvel, pleomdrfico, classificado

primeiramente como Haemophifus vaginalis mais tarde como Conynebactendium vaginale,
foi isolado do trato genito-urindrio feminino por Leopold (2) em 1953.

Rev, Microbiol., S3o Paulo, 20{1): 5-9 , Jan./Mar. 1989.
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Muitos trabalhos tem mostradc a importincia deste microrganismo em vaginites,
cervicites e uretrites pois tem sido isolado mais frequentemente em pacientes com
sinais clinicos de infeccio, do que em pacientes controles. Alguns estudos clinicos
& bacteriocldgicos realizados nos ¢ltimos anos deram miita 8nfase X participacdo de
G. vaginalis em infeccBes do trato uro-genital femirino (%, 4, 9, 10, 11).

Por outro lade pesquisadores demonstraram que a G. vaginafis pode  colonizar
assintomaticamente a uretra e a vagina, sem nenhuna associagio con vaginites ou
uretrites {6, 7, 8).

E de se supor que um ndmerc minimo de G. vaginalis esteja de fato, presente na
vagina sem contudo causar danos, mas fatores como irritagbes da mucosa, alteracBes
nc metabolismo celular local ou do pH podem conduzir, entretanto, a um aurento
rdpido do agente patogénico, levando ao aparecimento de infecgio, que pode, no caso
de gestantes, atingir inclusive o feto.

Vérias pesquisas que tentam correlacionar a ocorréncia de G. vaginafis com formas
infecciosas da vagina humana (1, 4, 8, 9, 10) tem apresentado resultados e
conclusGes que se contradizem exigindo um estudo criterioso scbre a ocorr@ncia
desta bactéria nas vaginites.

Na rotina laboratorial sfo utilizadas normalmente as téonicas bactericldgicas
presuntivas e estas ndo permitem um diagndstico seguro da infecgio causada pela G.
vaginafis. FEete trabalho teve como objetivo estabelecer uma metodologia que pudesse
ser introduzida no Laboratdrio de Ensino e Pesquisas em Bndlises Clinicas (LEPAC)
da Universidade Estadual de Maringd e com isso avaliar a ccorr@ncia de G, vaginalis
nas pacientes atendidas por este laboratdrio.

Material e Métodos

Foram estudados fluxos océrvico-vaginais de 145 pacientes ambulatoriais que
apresentavam entre 16 e 52 anos de idade. Todas elas foram submetidas a exame
ginecoldgico completo realizado pelo médico ginecologista e obsterra. O médico
coletava uma série de dados relativos & saide da paciente, importantes para o
estabelecimento do diagndstico, e que, aliados ao exame clinico possibilitava triar
as pacientes e enguadra-las em dois grupos. O primeiro constituido de 65 pacientes,
foi denominado de sintomdtico pois estas apresentavam sintomas clinicos, como
pruridc e aumento de secregio vaginal. Embora o exame microscdpico de algumas
pacientes revelasse intensa reaclo leucocitdria a maloria apresentava apenas
evidéneia de wuma flora normal bacteriana em desequilibrio. Outras 76 pacientes,
representaram O grugo controle ou de assintomdticas; estas nSo apresentavam nenhima
queixa clinica pois procuravam o médico para exames de yotina. Nestes casos a
microscopia indicava reagio leucocitdria normal e equilibrio de flora, sugerindo um
pH vaginal 4cido, dentro da normalidade.

Cada material bioldgico fol submetido & metcdologia indicada a sequir, utilizada
por Dunkelberg (3) e Shaw (12).

Inediatamente apds a coleta, uma gota do exsudato era colocada sobre lamina de
vidro e acrescentada I gota de KOH 20% para observagic de cdor caracteristico.
Cutras trds léminas com esfregaco desse materizl, eram remetidas ao LEPAC, para
posteriormente serem coradas pelo Gram possibilitande uma avaliagfo da reagdo
leucocitdria, células epiteliais e caracteristicas gerais da flora wicrobiana. Trés
frascos contendo o material bioldgico, eram também remetidos ao LEPAC dentro d& no
mixime 6 horas. Um deles continha 2ml de salins fisjoldgica a 0,85% e se destinava
ao exame microscdpico a fresco para pesquisa das "clue cells", leveduras e
Tnichomonast sp. Os outros dois frascos continham meios de transporte apropriados
para preservacgio da bactéria objete desta pesquisa. O meio de Amies, semi-sdlido,
tradicionalmente empregado em microbiologia clinica para transporte de vdrios
materiais bioldgicos, e o meio liquido de proteose peptona n® 3 a 1,5% utilizado
por Dunkelberg (2, 3).

Ho setor de microbiologia o material contido nestes meios de transporte foi
repicado para placas com meio de PSD (Protecse Starch Dextrose) e Agar vaginalis
(Agar sangue humano, preconizado por Greenwood & Pickett (5), utilizando como base o
"Columbia &gar base" adicionadc de proteose peptona n2 3 Difco). Estes meios foram
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incubados por 48 horas, em atmosfera contendo 5 a 10% de (02, em estufa
microbioldgica a 35°C.

Das coldnias desenvolvidas no meio de PSD e que se apresentavam esbranquicadas,
opacas, com bordas bem regulares, medindo em média 0,5mm de difmetro e com forma
discretamente cénica, eram confeccionados esfregagos para serem corados pelo método
de Gram, com a finalidade de cbservar a Gram labilidade, achado comum em culturas
da G. vaginalis. BAinda dessas coldnias foram realizadas as provas da catalase,
oxidase e repiques para o meio utilizado por Dunkelberg (3) a fim de se avaliar a
capacidade de fermentaciio da glicose, maltose e amido, e para dgar sangue de
carneiro com o cbijetivo de observar a hemdlise e crescimento caracteristico na
forma de ‘muvem”. O Agar V foi wutilizado a exemplo do que fez Shaw (11) para
fornecer uma caracteristica diferencial a mais cu seja, a evidenciagio da beta
hemdlise difusa que a G. vaginalis produz em sangue humano, comportando-se de
maneira diferente daquela apresentada ne sangue de carneiro. Além disso ¢ seu uso
no primeiro isolamento, em fungdo dessa caracteristica, auxilia o observador a
suspeitar de crescimento da referida bactéria.

Resultados Tabela 1t - Achados microbiolégices nos
65 casos sintométicos, em relagdo aos

Dos 65 casos com sintomatologia de microrganismos estudados.

vaginite, foram obtidos 19 culturas

positivag para G. vaginafis. Das 46 N de casos &

pacientes cujas culturas resultaram - — —

regatives, 12 apresentaram infeogio por Mol wmumbeeliuins 3

Trichomonas vaginalis e 7 por Candida Observacio de Candida atbicms -7 1

sp. BApenas 1 dos casos positivos para Isolamento de §. vaginal{s ¢ ] .

G. vaginalis, foi observado associagio gﬁegig?e;‘ge gflgé‘;.lngi;:aqéo

por Trichomonas vaginalis (Tabela 1). destes agentes patoyBnicos 2 u

Das 76 culturas de secregdo vaginal =
realizada em pacientes assintomdticos,
isto €&, ©pacientes consideradas Tabela 2 - Relag@io entre ¢ diagndstico
controles, nio foi isclado G. presuntive & o definitive da infecgdo por G.
vaginafis, como também, ndo foi vaginalis.
observada a presenca de Trichomonas

vaginalis, e C. albicans. N7 e casos B
Conparando-se 0S5  testes de Presenga de “clue cells" com isolamento 13 59
diagndstico  presuntive com & gfeg&ﬁgéiaiﬁue cells® se isolamento
cultura e.iéentificgqéo_ bioquimica de G. vagiualis ! 5
(diagndstico definitive)  foram gﬂ;—mﬂa de "clue cells" com isolamento 4 18
. e G, vaginalis
obtidos os resultados apresentados presenca de celulas epiteliais o
n Tabela 2, que levam a constatar bactérias aderidas a superiicie (grino-
que a pesquisa destas células deve los inespecificos com isclamento de 6. F 3
. . vaginafis
continuar sendo considerada apenas Presenca de células epiteliais com bao-
diagndstice presuntive de infecgio. thrias aderidas a superficie (granulcs 2
inespecificos sem isolamento de G, 9
vagdnal.is
Discussio Total 22 100

Alguns pesquisadores tém demonstrado a colonizagio assintomdtica da uretra e
vagina pela G. vaginafis, sem nenhuma associacSo com vaginites e uretrites (6, 7,
8), pordm em nossos achados nenhnma paciente do grupo controle apresentou G.
vaginabis em seu trato genital. Brbora exista a suposig@io de que um minimo de G.
vaginalis esteja normalmente presente na vagina sem causar danos, nos 76 casos
assintomdticos estudados, ndo foi possivel constatar este fato.

Todos os 19 casos de isolamento de G. vaginalis, ocorreram em pacientes com
sinais clinicos de infecgio. Dos 46 casos sintomdticos em que ndo fol isclado G.
vaginalis foi observado Trichomonas vaginalis em 12 casos e em 7, leveduras do
tipo Candida sp, que sfc considerados patdgenos comumente relacionades com
infecgiic do trato genito-urindric feminino.
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Outros patdgenos responsdveis por vaginites, tais como Micoplasma op, Chlamydia
trachomatis e Nedisseria gonorthoeae nac foram pesquisados, podendo ser esta a
explicagio de ndc ter sido possivel estabelecer diagndstico laboratorizl em 27
pacientes com sintamatolegia clinica.

O diagndstico presuntivo, estabelecido pelo exame microscdpice direto com
observagiio das “clue cells", pode ser comparado aos resultados obtidos apds a
cultura do material bioldgico. Foi observado a presenca de "clue cells"
caracteristicas em treze dos dezenove casos em que foi isolado G. vaginalis. Em
quatre- casos ndc foi cbservado "clue cells" e em dois a presenga de células
epiteliais com bactérias aderidas & superficie (granulos inespecificos) deixaram
dividas no estabelecimento do diagndstico presuntivo. Er apenas um caso foi
cbservado a presenca de "clue cells” tipicas, porém sem isolamento da G. vaginalis.
A coloragdo de Gram tem sido utilizada como diagndstico presuntivo asscciada ac
exame a fresco. Pordm, no presente trabalho, esta nfio trouxe contribuigdo
significativa permitindo observar nos casos de isolamento de G. vaginalis apenas a
presenca de uma flora mista abundante. Em relaciio a reagdo leucocitdria na maioria
dos casos estz fol discreta, embora tenha sido observada a prasenca abundante de
leuctcitos em alquns. casos. Atravds destes resultados podemos  sugerir que a
presencga de "clue cells” pelo exame microscdpico direte associado a colcragio de
Gram, deve ser considerada apenas como diagndstico presuntive do envolvimento da G.
vaginalfis, sendo que a realizacio de cultura & essencial para o diagndstico
definitivo.

A metodologia proposta no presente trabalho foi ¢riteriosamente obedecida para
todos os casos, proporcionando o isclamento de coldnias tipicas, que nio deixaram
dividas gquanto a morfologia colonial da G. vaginatis. Fm dois casos © crescimento
desta foi discreto acawpanhado do  desenvolvimento da flora mista bacteriana, A
recuperagdo da G. vaginafis fol possivel mesmo nestes casos que apresentavam
pequena quantidade de microrganismos no material bioldgico.

Os dois meios de transporte utilizados conservaram adequadamente o material
bioldgico ou seja, foi possivel isclar G. vaginafis independentemente do meio de
transporte utilizado. Porém a Proteose Peptona ne 3 Difco, por ser um meio liquido,
possibilitava uma diluig8o do material bioldgice fornecendo resuitados melhores que
© Amies em relagiio 3 obtengdo, no cultivo em meio sélido, de coldnias isoladas com
morfologia caracteristica. O meio de Amies devido a sua consisténcia sélida, nio
permitia wma boa homogeneizacio do material biclégico. Sugerimos, portanto, a
utilizagBio da Proteose Peptona ne 3 Difco para preservagio e recuperagdo adequada
da G. vaginalis,

O aspecto e o odor do exsudato sdo commente utilizades na suspeita clinica d&e
infecgdio pela 6. vaginafis. No presente trabaiho estes dados ndo auxiliaram no
diagnéstico. O aspecto da secreciio e o odor caracteristico, nos cascs sintomdticos,
variou independentemente do isclamento da G. vaginalis.

Através dos resultados cbtidos podemos observar que foi possivel estabelecer uma
retodologia para diagndstico laboratorial de infecc@io por G. vaginalis. A mesma vem
sendo utilizada rotineiramente com &xito no setor de Microbiologia Clinica do
LEFAC, podendo ser implantada em qualquer laboratério de Andlises Clinicas.

Gardnerelle vaginalis foi isolada apenas no exsudato dos pacientes . que
apresentavam sintomatologia clinica a qual, apds tratamento direcionado desaparecea
completamente. Este fato, levou-nos a concluir que o referido microrganismo esteda
envelvido em processos infecciosos do trato genital feminino, devendo portanto ser
pesquisado e o seu isclamento valorizado. ’
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Resimo

tisogenis em amostras de estreptococss do grupe A fol examinada.
Verificou-se que entre as lisogBnicas a resisténcia & tetraciclina
era mais comum,

Sumary
Lysogeny  and nesistance fo tetracycline in group A Atreptococed

Lyscgeny was examined among group A streptococci. Resistance to
tetracycline was more common among lysogenic strains.

Virios estudos indicam que lisogenia é comum em estreptococos do grupo A e gue
bacteridéfagos temperados poderiam estar envolvidos na patogenicidade dos
microrganismos (6). Por outro lado, a constataciic de que certos produtos
estreptocdcicos sdo mediados por fagos sugere que a resistdnoia a certas drogas
poderia também ser controlada via fago lisogénico {5). Neste trabalho nds
examinamos quanto & presenca de lisogenia amostras de estreptococos do grupo A
visando detectar uma possivel relagiio entre lisogenia, origem ¢linica das amostras
e susceptibilidade a antimicreobianos.

Foram estudadas 178 amostras estreptocdcicas. FEstas foram  divididas em
categorias, de acordo com sua origem clinica {infecgbes na orofaringe, na pele cu
portadores sdos na orofaringe). As amostras foram também agrupadas de acordo com o
seu comportamento frente aos antimicrobianos utilizados.

Os fagos foram obtidos através de inducgfio das amostras bacterianas com mitomicina
C (2, 4). o

O antibiograma das amostras foi realizado conforme téconica j& descrita
anteriormente (1}, utilizando-se os seguintes discos contendo antimicrobianos:
awpicilima, .10pg; carbenicilina, 50ug; cefalotina, 30ug; cloranfenicol, 30ug;
colistina, 10ug; eritromicina, 15ug; gentamicina, 10Lg; canamicina, 30ug;
lincomicina, 2ug; dcide nalidixico, 10pg; necmicina, 30ug; penicilina G, 10
wiidades;  sulfametoxazol-trimetoprim,  23,75/1, 254g;  tetraciclina, 30pg =
cefoxitina, 30ug.

A concentragdc minima inibitdria ((MI) para tetraciclina foi determinada para 25
amostras liscgénicas e 21 ndo lisogénicas. O método utilizade foi o da diluigdo do
antibidtico em meic sdlido, descritc por Erisson & Sherris (3).

Foram isoladas 105 amostras de estreptococos do grupo A de lesdes na pele, 39 de
pacientes com dados clinicos compativeis com infecoBes no orofaringe e 34 amostras
de pacientes sfios portadores do microrganismo. Observamos lisogenia em 15 {14,3%)
das amostras isoladas da pele, em 5 {12,8%) das amostras obtidas de pacientes cam
infecgBes no orofaringe e, em 3 (8,8%) de individuos portadores. O teste das
proporgies  (Ho:Pi1=P2) niic evidencion diferengas significativas entre lisogenia e a

Rev. Micrebiol., Sfo Paula, 20(1): 10-11 , Jan./Mar. 1989.
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origem das amostras. Dos antimicrobianos testados, verificamos que apenas para
tetraciclina houve uma diferenga significativa {P = 0,04) entre as percentagens d=
resisténeia das awostras lisog@nicas e ndo lisog@nicas. Das 23 amostras lisogénicas
estudadas, 19 {83%) foram resistentes a esta droga e das 100 amostras ndc
lisogénicas testadas, 60 (60%) apresentaram resisténcia & tetraciclina. Com o
objetivo de se confirmar tais resultados a determinagdo da CMI foi realizada e
verificamos através da andlise estatistica utilizando o teste U de Mann Whitney que
as amostras lisogénicas apresentavam uma tend8ncia marcada a possuirem (MIs mais
elevadas.

Bsses dados sfo consistentes com agueles gue atribuem um possivel papel ecoldgico
acs fagos enddgenos na transferénecia de  resisténeia a antibidticos  enm
estreptoconos, em seu ambiente natural {5). Estudos est@o ne momento sendo
realizados en nosso laboratdrio visando-se determinar se a transferéncia de
resisténcia & tetraciclina oocorrs via convarsic lisogénica.
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Resumo

Investigou-se a presenga de Salmoneffa em 4gus de praias localizadas
em diferentes 4reas do municipic do Ric de Janeiro. ODurante o pe-
riodo de janeiro a dezembro de 1985, 53 amostras foram examinadas,
utilizando-se como processo primdrio para concentragZic da populacis
microbiana, a filtragd3o de volumes de 1 litro de dgua através de
duas membranas de Millipore (0,45um). Uma membrana foi triturads e
suspensa em sclugdo salina tamponada com fosfatos pH 7.4. A outra
bipartida, e cada metade semeada em meios de enriquecimentoc e sele-
tivo-indicadores. Constatou-se a ocorradncia de Safmoneffa em 13,2%
das amostras, verificando-se a predomin&ncia de sorotipos perten-
centes ag subgénero I (Le Minor, Véron & Popoff, 1982), representa-
des por 8. fyphimurium, S. agona e S. orandemburg, principalmente,
nas praias mais poluidas peor esgotos.

Summary

Salmonefls from sea water collected in the beaches of Rio de Janeixo
city

A search for Safmoneffa was done from January to December 1985 in
fifty-three samples of sea water from beaches localized in distinct
areas of the city of Rio de Janeirc. Besides the bacteriological
investigation, related to environmental pellution, were considered.
The samples were initially processed aiming to the concentration of
microbial population, using 1000ml of water filtered through Milli-
pore membranes, 0,45um porosity. fFor isolatiom, a membrane was
grinded and suspend in phosphate buffer solution (PBS} gH 7,4 and
the ather one was divided in two parts. Beth halves were cultured in
enrichment broth and selective plating media., Safmoneffa were de-
tected in 13.2% of samples showing predominance of serovars belon-
ging to the subgenus I (te Miner, Véren & Popoff, 1982), with S.
Lyphimurium, S. agona and S.onandenburg as prevalent. They were
found mainly in sewage polluted beaches.

Introducio
0 ambiente marinho, particularmente nas dreas costeiras sofre, de modo constante,

Rev. Microbiol., $&Zo Paule, 20{1): 12-17 , Jan./Mar. 1989.
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o problema de contaminagdes de natureza variada. Entre as mais comuns, héd o
lancamento continuo de esgotes, tratados ou ndo, em estudrios, praias, rios, etc.
B menor escala, a contaminagdco microbiana poderd resultar tanto de dguas residuais
e dejetos langados por embarcagdes, principalmente nas zonas portudrias e
pesqueiras, como também, de excregbes de aves marinhas {1, 22).

Entre os varios patdgenos bacteriancs veiculados por tal mecanismo, destaca-se a
Satmonelfla, sugerida por 3alguns autores, cone um verdadeire parfmetro para
avaliagdo sanitdria de dguas, principalmente, por sua capacidade de sobrevivéncia
ou resisténeia nos diversos sistemas agqudticos (11, 24).

Considerando as limitadas informagdes em nosso meio sobre © problema em pawta,
fol desenvolvido este trabalho no sentide de avaliar a ccorréncia de Safmoneffa em
dgua de praias localizadas no municipio do Rio de Janeiro.

Material e Métodos

AmoAstragem - Foram selecionadas 22 praias, localizadas no interior e fora da baia
da Guanabara, compreendendo a faixa desde a Ilha do Governador até Grumari (Figura
1). No pericdo de janeiro a dezembro de 1985, foram colhidos semanalmente de uma
das praias, 2 litros de dgua em frascos esterilizados. Para a obtenc3c da amostra,
o técnico penetrava no mar até uma distincia de um metro e pramovia a abertura do
frasco a uma profundidade de 30cm (mergulhande todo o antebrage) contra a corrente.
As amostras foram conservadas & tenperatura de 4 a 8°C, em recipiente de isclamento
térmico, sendo analisadas ne laboratdrio, no prazo méximo de 3 horas apés a
colheita.

Nesta etapa, determinava-se ¢ pH (papel indicador Merck, pH 6.5 a 10.0) e a
temperatura.

figura 1 - Areas de colheita das amostras.
Simbolos: ® = Pontos de coleta,
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Andfise Laboratoriaf - A amostra era homogeneizada por agitacfio manual durante um
minuto, e dividida em duas porgbes de 1000ml. Cada por¢io era filtrada na membrana
de éster de celulose, porosidade 0,45um (Millipore), visando concentrar a populacio
bacteriana. Bm seguida, adotaram-se 08 seguintes procedimentos:

1. Uma das membranas, foi introduzida em tubo contendo Sml de salina tamponada com
fosfatos (PBS), pH 7.4 e, triturada com auxilio de um bastdo de vidro estéril.
Pesta suspensdoc, foram incculados volumes de 0,1 e 0,5ml em Agar Sulfito de Bismuto
(Difco), respectivamente em superficie e profundidade "pour plate®. Indculos de 1ml
foram adicionados ao meio de Rappeport, 12 modificaciio de Hofer {(4) e em Caldo
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Tetraticnato, segundo Edel & Kampelmacher (6). Todos os meios foram incubados por
24 horas a 37°C, exceto o Ultimo, mantido a 42°C.

2. A ocutra membrana sofreu biparticHo, sendo cada uma das metades introduzidas em
tubos  contendo 10ml dos melos de enriquecimento assinalados e impondo-se as mesmas
condigies de cultivo supramencionadas excetuando-se a semeadura em hgar Sulfito de
Bismuto.

Os meiocs seletivo-indicadores utilizados na etapa subsequente, corresponderam ao
Agar Bulfito de Bismuto (Difce), Agar Xilose Lisina Desoxicolato (Difco), Agar
Hektoen (Difco} e Agar Eosina Azul de Metileno (Difeo), incubados a 37°C por 24/48
horas.

Apds incubacBio, 5 a 10 colénias suspeitas, iscladas de cada um dos mweios
seletivo—indicadores, foram repicadas para o meio de triagem de Costa & Vérnin (4),
sequindo-se a identificagSc bioquimica definitiva, de acordo com Edwards & Bwing
{8) e Costa & Hofer (4}.

As amostras caracterizadas biocquimicamente como Safmoneffa foram classificadas
sequndo a proposicio de Le Minor, Véron & Popoff (17), empregando-se os seguintes
testes: fermentacio do dulcitol, lactose, sacarose; hidrdlise da gelatina e do
orto-nitro  fenil galactopirancsideo (ONPG); utilizagio de rmalonato, d e
f-tartarato, mucate e galacturonato; crescimento em  KON:  atividades da
gama-glutamil transferase, beta—giucuronidase e do bacteridfago 01.

Como etapa final, procedeu-se a caracterizacgBo antigdnica através da técnica de
aglutinagio rdpida, utilizando antissoros somdticos [0) e flagelares (H),
produzidos pelo Departamente de Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz {4).

Resultados

Das 53 amostras de dguas analisadas, obteve-se o isclamento de Sadmoneffa em sete
oportunidades {13,2%). A distribuigioc pelos diferentes pontos de coleta esta
registrada na Tabela 1. Enfatiza-se que foram caracterizadas como praias ocefnicas
(0), aquelas localizadas fora da barra da bafa da Guanabara, situadas entre o Leme
e Grumari; as de entrada da baia da Guanabara (E), na faixa do Flamengo 3 Urca e as
Jocalizadas de Ramos & Ilha do Governador, foram classificadas come de interior da
bafa {I} - Figura 1.

C perfil bioquimico das salmonelas isoladas, indicou que todas as amostras
pertenciam ao subgénerc I (Le Minor, Véron & Popoff, 1982) e na idertificacdo
antigénica, foram reconhecidos nove sorotipos, ocorrendo predominantemente na
praia de Ramos (Tabela 1}.

%o que se refere 3 metcdologia, assinela-se que 05 processos de  membrana
triturada e partida ao meio, apresentam similaridade quantc aos resultados
quantitativos. Contudo, os resultados sdc extremamente dispares quando se
relacionam gualitativamente os sorotipos isclados nos dois processo (Tabela 2).

#n relagdo aos melos de enriguecimento, o de Rappaport modificado prepicioz o
isolamento de sete amostras de Safmonefla representando quatro sorotipos, resultado
praticamente idéntico aquele obtido através do Caldo Tetraticnato {Tabela 2).
Quanto a eficiéncia das associagBes, meios de enriquecimento/seletive—indicadores
empregados, obteve-se os resultados mais satisfatdrios nos esguenas:

Rappaport modificado - Agar BMB ou Agar Hektoen e Caldo Tetrationato—~Agar Hektoen
(Tabela 2). .

A técnica de semeadura direta em Agar Sulfito de Rismuto, tanto em superficie
comc  em profundidade, das suspensdes de membranas trituradas, sé uma Gnica vez
possibilitou o isolamento de 3. fyphimutiun (exame 02 - Flamengo).

Finalmente, o pH da dgua oscilou entre 6.5 a 8.9, concentrando-se 83% das
colheitas e 100% de exawes positivos para Safmoneffa na faixa de 6.5 2 5.8. No
tocante a temperatura, que variou de 20 a 34°C, a totalidade dos  isolamentos foi
obtida entre 26 a 34°C.



Tabela 1 - Frequéncia dos sorotipos de Safmoneffa enm
relacdo as 4reas de colheita e a sazonalidade.

Exanes oo Isclamnto
Tipo de praia @ de  Safmeneffa Sorctipos
colbeitas a9 % Iocal ¥as -
ocadnica (0) 22 1 4,5 (opacatana Mal S. agone
gﬁt;ac@}é& 13 1 7.7 Flanenyo Jan S, Tyvhdrerdium
Ik;j."":rlé’; dE 18 H 27,7 1, Covernauor fev S montrudiden
Ranos Mar 5. oarndenbuag
Rewos Mar S, emek
Reunos. Har  §. paaamz
Ranos Jun S, hadax
Rauos M50 5. nawlands
Ranos 0 5. senjtenbeng
Ranos NV 5, agoena
Resos HOY 5. typhdnurdas
Rasos E 5. onandenburs N

Tabela 2 - Comportamento dos diferentes procssscs e meiocs de cultura
utilizados no isolamentc de Sadmoneffo sm amostras de 4dguas de praias do
Rie de Janeiro, RJ.

Simboles: * Rap = Meio de Rappaport modificado; Te = Caldo tetrationato;

BS = Agar sulfito de bismuto; EM8 = Agar eosina arzul de metileno; HK =
Agar entérico Hekioen; XLD = Agar desoxicolato - xiless - lisina; x =
Isolamento,
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04 = Flasengo ES x 8. tyradmiiem
06 ~ Ilha <o Governmador ® S x S0 mondzedden
6% — Ramos x 3. onancenbung
2 . amer
® 3.
18 - opecakbana 4 3
22 ~ Rmacs 'S 5.
34 - aws *® X% 3.
% x x 5
33 - Rezmes X s
x K
3 s
Discussio

A contaminago de dguas da natureza por Salmoneffa é na atuzlidade um fato
perfeitamente recorhecido. Também € sabido que a dgua do mar, exerce uma infludncia
adversa na sobrevivéneia dessas e de outras entercbactérias. Este fendmeno nio s6 &
decorrente do processo de dispersfo, mas de ume série de fatores bidticos e
abidticos, que interagem {12). Entretanto, é importante frisar que, nem sarpre
esses fatores sio capazes de eliminar as salmonelas (13), persitindo o risco de
transmissdo para o homem, principalmente através do pescado (1, 2).

O problema assume uma raior ressondncia em dguas recreacionais, como nas praias
localizadas em estudrios e bafas, em particular, naguelas que recebem de modo
constante descargas poluidoras de esgotos. Este fato foi constatade na presente
andlise, considerando os resultades cbtidos no balnedrio de Ramos, localizade no
interior da baia da Guanabara e confrontando-os com os  dados observados para as
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demais praias. A drea apresentou o© maior indice de isolamentos, assim como uma
diversidade de scrotipos, todos pertencentes ac subgénero I de Safmoneffa (Tabela
1}. ’

Os tipos soroldgicos identificados podem ser caracterizados em quase sua
totalidade, como extremamente comuns em nosse ambiente, quer no desenvolvimento de
processos entéricos humancs (14, 16, 20, 21) ou ocorrendo em colegdes acudticas
naturais ou poluidas (5, 9, 10, 13, 18, 23).

Secundariamente, salienta-se a detecgdo dos sorotipos §. emek, 8. hadar e 8.
newlands, que talvez escapem a classificagio como tipos raros, pois j& foram
referidos por Fierro (10} em espécimes de esgoto da estacgdo de tratamento da Penha,
cujo efluente é langado na baia da Guanabara, na adjacéncia da praia de Ramos.

Convém ainda comentar gue nesta drea e nas redondezas, concentram-se aglomeragtes

populacionais afligidas por sérios problemas de saneamento bdsico, entre os quais,
destaca-se o lancamento "in natura" de dejetos nas aguas da baia.

£ claro que a presenga de Safmoneffa por si s6, nao representaria um risco
imediato para o desencadeamentoc da infecg8o, tendo em vista que outros fatores
devem ser associados, entre eles a dose infectante, o volure de dgua ingerida e o
grau de resisténeia do hospedeiro. Neste sentido, s&o importantes as observaghes de
Mechalas & Col. {19) que apontaram como risco de aquisiciio da salmonelose a
proporgdo de dois casos em dez mil pessocas, gque ocorreria guando a contagem
atingisse a 1000 salmonelas em 100ml do veiculoe acquoso. Blids, assinala-se que esta
relag8o dificilmente foi relatada em andlises de agua do mar, aldém de nio ser tic
frequente nas &guas de esgoto, de acordo com os resultados obtidos por Martins
{(18). Talvez, a unica excegiic ao principio refira—se & S. fyphi, que apresenta uma
dose infectante bam inferior a totalidade dos outros sorotipos, embora seu tempo de
sobrevivéncia seja muito curto na dgua do mar, segundo chservagbes de Coetzee {3).

Quanto a metodologia, em principic ressalta-se a variagio de tipos de  Safmonefla
e a ocorréncia de S8, Zfyphimurium (exame 02 - Flamengo), nos dois processcs
aplicados (Tabela 2). Quantitativamente, a diferenca das duas formas de tratamento
das membranas filtrantes, ndo & considerada significativa, entretanto, a andlise
qualitativa evidencia uma nitida divergéncia dos scrotipos caracterizades. Talvez,
isto decorra do fator de dispersdo das bactérias no meio, associado e resultante do
discreto nmimero de microrganismos presentes no volume de dgua  examinado.
Curiosamente, nerhuma mengdo a tal problema foi assinalda na  kibliografia
consultada, embora no caso de Martins {18} cobservou-se com a bipartigic alquns
resultados similares.

Do ponto de vista prético, admite-se que os dois processos sejam validos (Tabela
2} e que, provavelmente, empregando-se volumes maiores de dgua, por exempld, 2 a 3
litres , seria possivel obter uma uniformizaciic dos resultados, recorrendo-se
apenas a uma das técnicas.
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Resumen

Ern el presente trabajo se estudia la ceapacidad de Pastudomonas
fluorescens 8ca para colonizar plantulas de papas (Sofanum fube-
hosum L.) y la habilidad para protegerlas de 1a marchitez bacte-
tizna ocasionada por Ps2udomonas solanaceasum. Para esta finalidad
se wutilizaron pldntulas de papa desarrolladas sobre bandejas con
suelo esterilizado, las cuales fueron colocadas en unz cémara
climética LAB-LINE Bicironette MARK III con un fotoperiodo de
lahrs. iuvz y una temperatura de 16°C. Al tener las plédntulas wuna
altura de Bems, el suelo fue insculado con P. ffucrescens scs y 15
diazs mds tarde, se inocularan diferentes suspensiones de P. s0fa-
naceasum 3T. Al analizar bacterioldgicamente cada pléntula de pa-
pa, fue posible recuperar las cepas inoculadas. Los resulifados
ootenidos indican gue, en las bandejas inoculadas con P.  §fucres-
cens BL8 se logrd proteger un 90% de las pléntulas de papas, neu-
tralizando concentraciones de 2,7x10% a 2,1x10°UFC.m1- 1 de P.
sofanaceqium. La cepa BES fue capaz de colgnizar plédntulas de pa-
pas por via radicular y una vez establecida en ellas impidis 1la
entrada del patdgena. Por otra parts, no se detectaron efectos
delstérescs en el cultive por la accidn de la cepa BC8.

Sumrary

Biofegical control of bacterinl wilt potato induced by Paeudomonas
sofanacearum E.F. Smith

The purpese of this research was to investigate the capacity of
Pseudomonas ffuorescens BCE strain to coleonize potate seedlings
(Solanum fuberosum L.) and the ability to protect them sgainst
bacterial wilt induced by Pseudomonas sofanaceatum. Three hundred
and sixty potato seedlings weTe grown on six wooden flats contal~
ning steril s0il. Flats were incubated at 16°C ang were kept at
14-10 tight-Bark photopericd in a tab-Line Biotronette Mark IIT
envirognmental growth chamher. When the seedlings reached a hight
of 8cm, the soil was inoculated with a suspension of P. §lusies-
cens BCSB and fifteen days later, were insculated with different
suspensions of P. sofawacearum 37. Results fndicated that al:l
plants from inoculated flats contained beth bacteriagl strains in
their inner tissues. P. éiuokeacena 8C8 was able to protect 90% of
seedlings, neuvtralizing P. solandcesium concentrations of 2.1xi0%

and  2.1x108 The BCE strains was capabls to colonize po-
tato seedlings through the root systenm apd once stablished it was

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 20{(1): 18-26 , Jan./Mar. 1989.
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able to prevent the pathogen infectien. Moreover not deleterious
effects in plants were defected due to the acticn of the BC8
stralin.

Introduccion

13 marchitez bacteriana inducida por Pseudomonas solanacearum E. F. Smith, es una
enfermedad que afecta a numerosas especies vegetales, entre las que se  incluyen
lmportantes cultivos &de la familia Sofanacesze, tales como papa, tomate, tabaco,
pimentdn, aji y berenjena (14, 26). Por la amplitud de hospederos y su distribucidn
en Centro v Sudamérica es considerada una de las enfermedades mds importantes de la
papa (Sofanum fubercsum L.} (5, 15}.

Los sintomas de la marchitez bacteriana son similares a aquellos causados por la
talta de agua. En las plantas se presenta marchitez, enanismo vy amarillamiento del
follaje. Cuando la infeccidn estd bien establecida los sintomas en los tubdrculos
se hacen generalmente evidentes a través del peridermo como una decoloracidn grls
parduzca. Al cortarlos transversalmente estos muestran a menudo una decoloracidn
vascular (15, 21). Este patdgeno invade la planta a través de heridas y
_ directamente por el sistema radicular, para implantarse posteriormente en los vasos
d2 mayor didmetro del xilema, produciendo lipolisacdridos extracelulares que
impiden el transporte de agua (5, 15, 26}.

1l Centro Internacional de la Papa {CIP-Lima, Perd), reccnoce a é€sta enfermedad
como la de mayor importancia econdmica, dentre de las inducidas por agentes
bacterianos, va que puede provocar la pérdida de hasta el 100% del cultivo de una
variedad susceptible {5, 21).

Esta enfermedad que se <Lransmite asintomaticamente por tubérculo-semilla fue
detectada en papas por primera vez en Chile en 1983 (6, 11).

Ia presencia de P. sofanacearum Raza 3 en la Regidn Metropolitana (Valle Central)
y Su posterior avance a las regiones V, VI y VII representan un seric obstdculo
para la produccidn @e papas; por la cantidad de predios infestados y por constituir
un peligro potencial para las regiones IX y X (Sur de Chile), que son las dreas
productoras de semilla certificada de papa (1). Ain cuando en una reciente
prospeccién realizada en plantas y tubérculos de papas provenlentes de diferentes
localidades de la IX v X regiones, no se detectd la presencia de P.  solanacearum
{9).

Diversos estudios han demostrado que P. sofanacearum puede persistir en el suelo
durante muchos afios v que es imposible de eliminar bajo condicicnes naturales,
debido a la amplia gama de hospederos, la alta sobrevivencia en gel suelo, la
variabilidad patogénica de esta especie, el inducir infecciones latentes a
temperaturas tempiadas v a que no se dispone de controles gquimicos que sean
econdmicos, practicos, v eficaces (3, 5, 8, 12, 21, 22;}.

Sin embargo, en el drea fitopatoldgica el control de las agallas del cuello,
producidas por Agbobact@k&am fumedaciens con la cepa 84 de A, aadicbactex
constituye el ejemplo mds exitoso de control bioldgico vy da el paso inicial para la
utilizacidn de bacterias productoras de sustancias inhibidoras en el control de
importantes enfermedades de plantas cultivadas (25).

De iqual forma, estudios realizados anteriormente en nuestro pais, demestran la
notable inhibicidén de cepas nativas de P. sofanacegrum Raza 3 utilizando cepas
bacterianas provenientes de los suelos del sur de Chile (7). Destacdrdose en
particular la cepa BC8 de P. gluonescens, capaz de producir una bacteriocina
dencminada Fluocina BC8, la cual inhibe "in vitro® al patdgeno {4).

Alguncs investigadores consideran que la produccidon de bacteriocinas otorga
ventajas selectivas a la cepa productora en relacidn a las cepas que son sensibles
a dichas toxinas (13). S&i esto fuera asi, la instalacion de una cepa
bactericeinogénica, como es la BCS, en el sistema radicular de una planta podria
excluir el desarrollo de otras bacterias capaces de preducir una determinada
patolcgia.

Este estudio tiene comp cbietivo determinar si P. ffuonescens BC8 es capaz de
colonizar pldntulas de papas desarrolladas en cémaras climdticas y de esta forma
protegerlias de la marchitez bacteriana ocasionada por P. sofanacearum,
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Materiales y Métodos

Cepas bacterianas - La cepa BCS de Pacudomonas fEuorescens aislada en el Instituto
de Microbiologia de la Universidad Austral de Chile (UACH), a partir de tubérculos
sancs de papas.

Ia cepa 3T de P. sofanmacearum Raza 3 (Biotipo IT), aislada de tubérculos enfermos
provenientes de la Regidn Metropolitana (Santiago) de Chile.

Medios de cultivos - 1a cepa de P. fluorescens BC8 fue desarollada en agar
rutritivo v B de King (19). Por otra parte, la cepa de P. scfanacearum fue
cultivada en el medioc de Relman (agar TZC y agar CPG) a 28°C y repicada cada 4 - 7
dias (17},

Semiffas de papas - Semilla botdnica de papa (Sofanum fuberosum L.), del Cv.
Besirée obtenida en el Instituto de Produccidn ¥y Sanidad Vegetal de la UACH fue
utilizada en el ensayc.

Preparacion de suspensiones de P, §fuorescens BCE 4 de P. sofanacearum 3T - Ia cepa
de P. ffuonescens BCR resistente a los antibidticos Penicilina, Eritromicina y
Cloramfenicol se sembrd en agar nutritivo extracto de levadura Yy se incubd a 28°C
por 24 hrs.

La suspensién bacteriana se preparé agregando 10ml de suero fisiolégico (S.7.)
0,9% estéril a las placas. Las colonias se desprendieron con una pipeta Pasteur
esteéril se recuperaron y depositaron en un matraz Erlenmeyer. ILa Absorbancia de
esta suspensidn se determind a wa longitud de onda de 600nm en un
espectrofotdmetro Sequoia-~Turner, En forme alternativa se hizo un recuento de
células viables para determinar la concentracidén de esta suspensién y para realizar
el adecuado ajuste a las concentraciones deseadas. Ia concentracidn bacteriana de
esta suspensidn se expresa en unidades formadoras de colonias por ml {UFC.ml-1)}.

La suspensidn de la cepa 3T de P. sofanacearum se prepard en forma similar a la
anterior, variando solamente los medios de cultives, utilizando para ello placas de
agar TZC y CPG.

Inhibicion de P. sofanacextum 5T - Para este propésito se utilizaron 6 bandejas de
madera de 40x30x10cms, llenas con 6kgs de una mezcla de suelo orgdnico Y arena en
una proporcidn de 4:1 y esterilizadas dos veces en autoclave a 100°C por 1 hr.
Posteriormente se realizaron andlisis bacterioldgicos de estos suelos, no
detectddose la presencia de bacterias. Después se sembraron en cada bandeja 70
semillas botdnicas de papa cv. Desirde. Las bandejas se ubicaron en una cdmara
ambiental LAB-LINE Biotronette Mark IIT con un fotoperiodo de 14h. luz a una.
temperatura de 16°C. Cada bandeja correspondié a un tratamiento diferente y se
dencminaron T1, T2.... hasta T6. Ia humedad del suelo previa a la incculacidn
correspondid a un 35%. :

Quando las pldntulas tenian una altura promedio de 8oms., los diferentes
tratamientos' se inocularon con la cepa de P. fluonescens BC8 seqin el esquema
Presentado en la Tabla 1. ILuego de dos semanas se realizd la inoculacién con P.
Sofanacearum, ¥n el momento de agregar al suelo las suspensiones de patdgene, la
temperatura de la cdmara climdtica se elevd a 28°C.

Los tratamientos fueron irrigados con solucidn de Hoagland y agua destilada
estériles, utilizando una bomba manual, una vez al dia y a la misma hora.

Dos semanas después, se procedid a estudiar bacteriologicamente cada plantula de
papa desarrollada en los diferentes tratamientos. El procedimiento empleade fue el
recarendado por Ciampl & Col. (8).

Resultados
Las plantulas desarrolladas en los tratamientos T1, T2 y T3 presentaron en

general un buen aspecto vy la altura promedic de ellas fluctud entre 30 Yy 35cms.
Brergieron un total de 54, 67 v 70 pldntulas en T, T2 y T3. los sintcmas de
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marchitez se presentaron en 8, 5y 4 ‘Tabla 1 - Esquema de inoculacidén de los
pidntulas de los tratamientos T1, T2 diferentes tratamientos son las cepas
y 3, dando lugar a un 14,8%, 7,5% y bacterianas de P, ffuorescens sca y P,
5,7% de manifestacién de la solanacearum 3T,

enfermedad respectivamente. Esto se Simbplos: * = En cada tratamiento ae
aprecia en la Figura 14, 1By 1ICy la Lnocula 2244 de fas  digerentes
Tabla 2. suspensiones bacterianas; - = Inocufado

Al realizar el andlisis con 21ts de agua destilada estéril.

bacterioclégice de las pléntulas
desarrolladas en estos tratamientos,

g et e fran Lieculalion 2da. Lixserulation
se determiné que P. scfanacearum 3T, pracanientd fluonescens BCB) {P. solanaceatun 3T}
se encontraba en los  tejides 771 6. 6105 URC. L= 221X16°UPC L™
interiores de todas las plantulas que T2 6. 6x16° UFC.ml 2.1x105UFG. L2
presentaban sintomas de marchitez. - b Gl urCml 2.1010° el
Por otra parte, de las pldntulas 15 - 2. 110 Ure.mlt
aparentemente sanas, solo fue posible . 16 - -
recuperar F. §fuorescens BC8.

En los controles utilizados para Tabla 2 - Ndmero y  porcentaje de
las «cepas de P. ffuorescens RBC8 pléntulas de papas emergidas, con
(tratamiento T4) v de P. solanacearum sintomas de marchitez y aparentemente
37 (tratamiento T5) fue posible sanas en los diferentes tratamientos.
recolectar la siquiente informacidn.

En T4 emergiercn un total de 65 malmiois He.SEHLAS  FLANILLAS  PLANTULAS C/MRCHITED  PLANILAS SANAS
plantulas, presentando una altura SEXERAIAS  EMERSIONS (2, SILANACERRUY I (E ) 308
promedio de 25cams vy con  abundante fe Mo * e i

follaje verde, de las cuales ninguna

presenté sintomas de marchitez n I oo 8 e 51
{Figura 1D). Al realizar el andlisis " - & B s 55 o s
bacterioldgico, P. fluorescens BC8

fue aislada en el 100% de las K n ELEL L . W3
plantulas (Tabla 2). W 7 6 ows o - - s 00

En T% emergieron un total de 358
pléntulas, con una altura pravedio de i e ® omyo# 1020
Tdems, de las cuales 54 presentaban % T %7 - . - -

sintamas, notandose con claridad en
las hojas basales la manifestacidn de la enfermedad (Figura 18}. El andlisis

bacterioldgico, permitié detectar a P. sofanacearum 3T en la totalidad de las

plantulas, produciéndose un 100% de infeccidn con el patdgeno (Tabla 2).

Por iltimo, en Té emergieron un total de 67 pldntulas con una altura promedic de
25cms vy abundante follaje verde, no presenténdose sintomas de enfermedad (Figura
1) .

En las placas de agar TZC se presentd escaso desarrcllo de colonias bacterianas,
minguna similar a las caracteristicas culturales de P. sofanacearum 3T. Por otra
parte, solo en algumas placas de agar B de Xing se presentd desarrollo bacterianc.
Siendo miy diferente a las colonias de la cepa BC8, incluso muchas de ellas no
producian fluorescencia en el medio.

Discusion

Los resultados obtenidos demuestran que, P. fluonescens BC8 es capaz de colomzar
pldntulas de papas desarrolladas en cdmaras climdticas cuando es inoculada por via
radicular, Adn mds, &l analizar el tratamiento T4, se aprecia que la cepa BEC8 no
produce sintomas de marchitez o de otro tipe que pueda afectar el normal desarrollo
de las plantulas de papas. Esta cepa fue aislada de tubérculos sanos de papas, no
produce enzimas pectinoliticas Y pertenece al grupe sapréfito de las bacterias
fluorescentes, correspondiendo sequn Palleroni (23), a Pseudomonas ffuorescens
Biovar I {datos no publicados}).

Por otra parte, la manifestacidén de la marchitez bacteriana fue reducida
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Figura Ta - Desarrolle de las plédnzulas de papa (Cv. Desirée) en los diferentes
tratamientos.

Simbolos: A{T1) = Incculades com P. {luokescens Bcs (6.6x105urc.mi-1y + P,
solanacearum 3T (2.1x10°UFC.m1™); B{T2) = Incculado con P. 4luorescens scs

(6.6x10%urc m1-1) 4 P. solanacearum 3T (2.1x16%Fc.m1-1); €(T3) = Iapculade con P.
dlucrescens sce (s.sx165uFc.m1-1y . P, solanacearum 3t (z.1x13%0Fc. 1" Yy,




Figura 1b - Desarrcllo de las pléntulas de papa (Cv. Desirde}
tratamientos.

Simbolos:
Ingculado
destilada

D{T4} =
con P.
estéril.

Inoculado con

Asofanacearum

P.
37

23

an los diferentes

§fucrescens a8cs  (6.sxicfuFc.mi-Ty, E(T5) =
(2.1%10%yFC.m1-1); F(T6)

Inpculado con agua
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efectivamente a un promedio de 10%. En contraste con el control utilizado
{tratamiento TS) en el cual se aprecia que P. sofanacearum produje una infeccidn de
1002, presentando la mayoria de las pldntulas sintomas visibles de marchitez, e
incluso los clasicamente descritos en la literatura, en el cual el ataque del
patégeno se inicia en forma lateral, afectando a un tallo en forma primaria
extendiendose posteriormente a toda la plantula {5, 15, 26}.

#n el tratamiento 16 no se presentd ningdn tipo de sintoma v las pidntulas se
desarrollaron normalmente. Este contrel fue utilizado como referencia en el
desarollo de las plantulas a la temperatura, fotoperiode y germinacién de las
semillas utilizadas. ¥£n general todos los tratamientos tuvierom una buena
germinacidn de la semilla, alcanzando un pramedio de 90%, valor aceptable para
estndios de este tipo.

Kempe and Sequeira (18), también han logrado buencs resultados tratande de
controlar biologicamente la marchitez bacteriana., Para ello han utilizado cepas
avirulentas de P. sofanacearum (B 82), incompatible de P. sofanacearum (70), P.
fluorescens (W163 y WP9S) y otras Pseudomonas fitopatdgenas. Ellos han lograds
reducir significativamente la incidencia y severidad de la enfermedad con las cepas
70 vy B 82 de P. solanacearum v con la Wi63 de P. ffuorescens.

El Brasil Drumond (10), ha estudiado por varias décadas el control de la
marchitez bacteriana. En el control bioldgico ha utilizado una cepa de Staeptomyces
ghiseochromogenes aislada originalmente en el Japdn. EL ha empleado esta cepa en
forma de peletizado con goma ardbiga, cubriendo el tubérculo vy sembrandolo en
terrenos contaminados. Ha logrado reducir la manifestacidn de 1a marchitez hasta un
0% en la segunda siewbra de papas en algunas parcelas.

Utilizando principics de control integrado v el uso de semilla libre de bacterias
se ha podido disminuir la prevalencia y evitar la diseminacidn de la marchitez
bacteriana de la papa. Sin embargo, en algunas circunstancias es dificil aplicar los
métodos de control integrado y en otros su aplicacidn no es exitosa. Por este
motivo se ha buscado obtener clones de Sofanum fuberosum que sean resistentes a
esta ehfermedad., Asi es como se ha obtenido ciertos clones de Suvfananum phure fa
(provenientes de Colombia) resistentes a la marchitez bacteriana (2, 5, 24).

De igual forma en Perd, se han seleccionado las variedades resistentes Molinera y
Caxamarca. Desafortunadamente esta resistencia no es general, sino que especifica a
patotipos e independiente’ de las razas de P. sofanacearum (5).

Los resultados promiscrios obtenidos en este trabajo, hacen pensar que es posible
controlar biologicamente a P. sofanacearum mediante el uso de P. {fucrescens BCS.
Drumond  (10) dice que el éxito del control bioldgico de la marchitez bacteriana
radica en la inoculacidn del antibidgenc al suelo. Algo similar ocurre en este
estudio, el éxitc del control parece radicar en quien coloniza primero la planta,
en el andlisis bacterioldgico se aprecia que cuando la plintula presenta marchitez,
siempre se aisla de los tejidos interiores, P. sofanaceatum 3T. Por el contratio,
cuando la pléntula se presenta camo aparentemente sana, siempre se aisla P.
ffuorescens BCS. El mecanismo por el cual P. §fuorescens BCS protege & la pldntula
podria ser 1la produccidn de Fluocina BCE, ya que en estudios "in vitro" se ha
demostrado que esta bacteriocina imhibe el desarrollo de P. scfanacearum (4).

Aunque no se debe descartar otros mecanismos tal come la presencia de
antibidticos, ya que Howel & Stipancvic (16), han purificado un antibidtico @e P.
gluorescens denominado pyoluteorin, el cual presenta actividad inhibitoria para
Phythium ultimus, o al hecho que ciertas cepas de Paeudomonas producen siderdforos,
los cuales quelan el hierro haciéndolo no disponible para los patdgenos, impidiendo
de esta forma, su desarrcllo {20).

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio pareciera no haber
inconvenientes para utilizar la cepa de P. §fuonescens BRC8 en el control bioldgico
de la marchitez bacteriana de la papa, aun cuando Vidaver (25) recomienda no
utilizar bacterias vivas, ya que podrian comportarse fitopatogenicamente.

Lo realizado en este trabajo es sdlo el inicicy otorga una idea general del
problema, en el futuro, debe comprobarse el mecanismo mediante el cual P.
fluonescens BC8 protege a las pléntulas de papa.
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Resumen

En el presente trabajo se analiza la ¢apacidad bacteriocinogénica
de Pseudomonas ffuorescens B8CB y la habilidad de inhibir "in vi-
tre® la cepa 3T de Pseudomonas scfanaceasum Raza 3. Ademds se
estudia si esta capacidad inhibitoria se encuentra ligada a la
presencia de plésmidos. Los resultados obtenidos muestran que la
cepa BC8 inhibe v"in vitro® a P. sofanacearum encontrédndose invo-
lucrada wuna bacteriocina denominada YFluocina BEC8™. La cual en
micrufotograffas electrdnicas se presenta como una particula de
forma bacilar de tamafc uniforme con un largo aproximado de 150nm
y un didmetro de 25nm y compuesta de un tubo interno y una vaina
que la recubre externamente. La capacidad bactericcincgénica de
P. fLuorescens B8BC8 no se encontraria mediada gor elementos ex
tracromoscmales, pues no fue pesible detectarios mediante los
andlisis electroforéticos.

Sumary

Inhibition ™in vitro" of Pseudomonas sofanacearum E.F. Smith by
using the anfagonist BCE strain of Pseudomoras ffuonescens

The bacteriocinogenic ability of isslate BC8 of Pieudomonas
§fuyonescens to inhibit strain 37 of Pseudomonas sofanaceatum was
studied. The relaticnship between the inhibiteory capacity and the
presence of piasmids was studied too. Results shawed that P.
{fuorescens BCS inhibits P. Acfanacearum »in vitre¥. This effect
was caused by a bacteriocin ("Fluocin BES")}. In the electronic
microphotographs this particle showed a rod shape, aproximately
150nm. long, 25nm. diameter and composed by an outer sheath andg
inner core. The bacteriocinogenic apility of strain BCS was not
related by non-chromosomal elements, because was not possible
detect it by using electrephoretic analysis.

Introduccion

Ia permanente preccupacién de 1os investigadores por erradicar o controlar
‘enfermedades de origen bacteriano, los ha inducido a pesquisar en los mas diversos
sistemas la presencia de agentes que posean algin tipc de accidn antibacteriana
especifica. Desde hace algunas décadas el estudio de la bactericcincgenia - o la
capacidad gque presentan ciertas cepas para producir toxinas bacterianas ©

Rav. Microbiocl., 53¢ Paulo, 20(1}: 27-33, Jan./Mar. 1989.
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bacteriocinas ~ ha demostrade que estas tienen accidn inhibitoria o son letales
para ciertos microorganismos (10, 17).

Al estudiar cepas colicinogénicas, se han obtenido los mayores conocimientos
respecto de las bactericcinas, de tal manera que en Escherdchia cofl, se ha llegado
& determinar con precisidén la identidad de la toxina, llamada colicina, los
mecanismos que rigen la expresidn de este cardcter vy la transmisibilidad ligada a
un pldsmido que ha side dencminado factor "Col' (10).

ILas bacteriocinas generalmente son proteinas y matan a una bacteria sensible de
una © varias maneras. Afectan la sintesis proteica, la estabilidad del DNR, el
flujo de energia y la integridad de la membrana plasmdtica, lo cual refleja, la
heterogeneidad de estos compuestos (18).

Ia produccién de bacteriocinas, es controlada por la presencia de elementos
extracromosomales. De  igual forma, la sensibilidad a ellas también puede ser una
propiedad plasmido determinada. Sin embargo, en algunas bacterias son los genes
cravosomales quienes codifican para la produccion de bacteriocinas (18).

Por otro lado, la marchitez bacteriana inducida por Pseudomonas solanacearum es
uwa de las mds importantes enfermedades de la papa (Sofanum fuberosum L.) y se
encuentra ampliamente distribuida en Centro y Sudamérica (3)

En Chile, esta bacteria fitopatdgena fue detectada por primera wvez en papas en
1983 (4, 6). Posteriormente en un estudio realizadoc en 1985, se detects la
presencia de cepas bacterianas provenientes de suelo, capaces de inhibir el
desarrolilo de P. sofanacearum (5).

El presente trabajo tiene como objetivos determinar la capacidad
bacteriocinogénica de una cepa de Pseudomonas fluocrescens vy su habilidad para
inhibir una cepa de P. 4ofanacearum. Ademds se pretende determinar si la capacidad
inhibitoria de P. {fuorescens se encuentra ligada a la presencia de pldsmidos.

Material y Metodos

Cepas baclerianas - Como productora de bacteriocinas se utilizé la cepa BC8 de P.
4fuorescens aislada en el Instituto de Microbiologia de la Universidad Austral de
Chile (UACH), a partir de tubdrculos sancs de papas.

Como bacteria sensible se utilizd la cepa 3T de P. sofanacearum Raza 3 (Biotipo
II1), aislada de tubérculos con sintamas de marchitez provenientes de la Regidn
Metropolitana (Santiago) de Chile.

Medios de cuftivos - la cepa de P. fluorescens fue desarrollada en agar nutritivo y
B de King {15). Por otra parte, la cepa de P. sofangeearum fue cultivada en el
medic de Kelman (agar TZC y agar CPG} a 28°C y repicada cada 4-7 dias (14).

Para la produccidn de bacteriocinas fueron utilizados agar nutritivo adicionado
de extractc de levadura (ANE) y caldo mutritivo extracto de levadura ( CNE). En la
purificacidn de plésmidos fue usado el medic de Luria-Bertani (I-B) (16).

Peteccidn y produceisn de bacteriocinas - Tos procc—xiimientos empleados fueron lo
recomendados por Fredericg (7) vy Vidaver & Col. (19).

Microscopia efectronica - Suspensiones de los extractos crudos obtenidos con el
método de Vidaver & Col. (19) se tifieron para la microscopia siguiendo la técnica
descrita por Glavert (9). las preparaciones fueron montadas sobre grillas de cobre
cublertas con una pelicula de colodidn y observadas en un microscopio electrdnico
PHILLIP £M~-300.

Purificacion de pldsmidos de P. ffuonescens BCE - Esta fue realizada mediante
1(:.fatamiento con SDS en medio alcaline segin Birnboim y Doly (1) v Maniatis & col.
16).
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Figura 1 - Placas de ANE que muestran el efecto inhibitorio de P.
fluonescens BC8 (centro) sobre P. sofanacearum 37 (ceps indicadora o
sensible). tas placas A, B y C tienen wun taplz de 1x108, sx108 y

1x16%uFe/ml de P. sofanaceqrum 31 respectivamente.

Resultados

En la Figura 1 se presenta una fotografia de placas en las que se aprecia la
inhibicién de P. sofanacearum 3T por la accidn de P, §fuoxescens BCS. En el centro
de las placas de ANE se muestra al desarrollo de la cepa -BCS despies de 48h a 28°C.
Apesar que las tres placas presentan distintas concentraciones de la bacteria
sensible o indicadora (P. solanacearum), el tamafio de las zonas de inhibicidn
permanece de similar tamafio.

En la Figura 2 se aprecia que, gotas de Sul de los extractos crudos de P.
fluonescens BC8 obtenidos mediante el método de Vidaver & col. (19) produjeron
halos de inhibicién sobre un tapiz de 1x109 unidades formadoras de colonias por ml
(CFC/ml) de la cepa 3T y al estudiar estos extractos bajo microscopia electrdnica
se pudo observar particulas con un patrédn morfoldgico correspondiente a estructuras
de forma bacilar con un largo estimado de 150mm. y un difimetro aproximado de  25mm,
corpuesta de un tubo interno y una vaina que lo recubre externamente (Figura 3).

Ia Figura 4 muestra una electroforesis en gel de agarosa de los dcidos nucleicos
de la cepa EC8. El surce 1 lleva DNA del fage lambda digerido con Hind IIT como
patrdn de peso molecular. Los surcos 2, 3, 4 ¥y 5 corresponden a diluciones de
1:100, 1:50, 1:25 y 1:10 respectivamente de 1yl de la muestra de Acidos nutleicos
purificados de la cepa BC8. En las diferentes diluciones analizadas no se aprecia
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Figura 2 - Placas de sgar CPG con un tapiz de 1x10%UFC/ml de P,
solanacearum 3T sobre el cual se ha depositado gotas de 54l de
los extractos crudos obtenidos . de  P. ffuorescens  Bee,
aprcidndose zonas claras de inhibicidn de P. scfanaceanrum 37.

ila presencia de pldsmidos, solarente en el corigen del gel es posible notar una
banda correspondiente a DNA cromosomal.

Discusidn

De acuerdo a los resultades obtenidos en este estudic es posible demostray, la
capacidad que presenta la cepa de P. {fucrescens BCS, para inhibir en condiciones
fin vitro" el crecimiente de P. acfanacearum.  Este efecto inhibitorico ha sido
demostradc en un medie sdlide, como son las placas de agar ANE. Al parecer, el
tamafio de la zona inhibitoria depende mas bien de la capacidad de expandirse en el
medio, que de las concentraciones de la bacteria sensible. Sin embargo, la cantidad
y constitucidn del medio asi como el tiempo de incubacidn de la cepa BCS hacen
variar el difimetro de esta zona inhibitoria {datos no publicados). :

En este trabajo utilizamos una temperatura de 28°C, por ser ésta la dptima pard
el desarrollo de P. sclanacearum, preterdiendo darle asi mayores posibilidades de
crecimiento al patdgeno, Vidaver & Col. (19}, estudiando la produccidn de
bacterioccinas en cepas. fitopatdgenas del género Pseudomonas ha determinado como
Sptimo, una temperatura de 20-24°C v 25ml de agar/placa. Cantidades mayores ©
menores influirian el la manifestacidn y claridad de los halos de inhibicién., Al
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figura 3 - Microfotografias electrdnicas de particulas de
"Fluocinas BC8Y parcialmente purificadas y tefiidas con acetato de
uranile 1%. Particulas de tipc baciliforme en la <cual se aprecia
una fina conformacidn helicoidal, formada por un cilindro interno y
una vaina externa con las siguientes dimeansiones: largo 150nm;
didmetro 25nm. y paso de espiral a Snm. 300.000X.

estudiar los extractos crudos de la ceps BC8, bajo microscopia electrdnica, las
microfotografias revelan perticulas tipo bacteriocinas similares a las piccinas
aisladas de P. aeruginosa {8, 11, 12).
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Por otra parte, al depositar gotas Figura & . Electroforesis de dcidos
de estos extractos sobre un tapiz de nucleicos de FP. flucrescens BCS an gel
P.  sofanacearum, se produjercon agarosa al 1% en buffer TE.
evidentes zonas de  inhibicidn. Simbolos: 1 = ONA de bacteriéfage Lambda
Desconocemos el mecanismo por el digerido con HIND III; 2, 3, 4y 5 =
cual esta particula actia schre P. piluciones de la muestra de  dcidos
sofanacearum.  Sin  embargo, en Aaucleicos; a = DNA cromosomal,

estudios realizados con "piocinas®

ha sido posible demostrar efectos de

lisis celular. Estas particulas son

capaces de unirse a receptores ( x pp g ya 3 4 5
dispuestos en la membrana celular vy
de esta forma producir cambios
metabdlicos irreversibles que llevan
a la mierte celular {8). De igual
forma, se ha estudiado el modo de
accidn de la agrocina 84 producida
por Agtobactesdium radliobactexr, la
cual  inhibe especificamente 1la
sintesis de DNA de A. fumefacient
(19}.

Reeves {17) denomina "Fluocinas® a
todas las particulas producidas por 7 3,130 —
P.  tfuorescens, Siguiendo éste
criterio, la bactericcina aislada en 9,4 1% ~—
este trabajo ha sido denominada § §§7 —
"Fluocina BC8". ‘g 37§ ——

Bradiey (2} ha sefialado que P. ’

tfuonescens es capaz de producir
tres tipos diferentes G 2,322 e
"fluocinas", entre las cuales se 2,{}28 ww
encuentra una de forma  hacilar,
similar a la encontrada en este
estudio. Ademds, sugiere ¢me las
bactericcinas pusden clasificarse an
dos grandes grupos, el primero,
particulas de bajo peso molecular,
tripsina sensible y termoestable. El
segunde  de alto peso molecular,
tripsina resistente y termoldbil,
Del origen de las bacteriocinas se
especula mucho, algunos sugieren que
debide a la similitud de la piocinas
con la cola del bacteridfago T4 de
Eschenichia cold, estas deberian
provenir de un tipo defectuoso de
fago liscgénico (12).

Los resultados preliminares
obtenidos en la deteccidn de
pidsmidos de la cepa BCE, permite
pensar que la produccidén de
"Fluoccinas BC8", no es dependiente
de estos, vya que, en 1las corridas electroforéticas no fue posible determinar
elementos extracromosomales. Por 1o tanto, se podria decir primariamente que, la
informacidn gendtica que codifica para estas sustancias se encontraria ubicada en
el genoma de P. {fuocrescens BCS.

Otras bacteriocinas producidas por Pscudomonas sp poseen su informacidn gendtica
en el cromosoma bacteriano (19). Al realizar el mapeo genético de la piccina Ry se
ha determinade que el operdn que codifica para esta sustancia se localiza en las
proximidades de! marcador triptéfano del genoma de P, ariugdnosa {13). Para
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confirmar o refutar los resultados preliminares obtenidos se debe continuar
trabajandc en este aspecto. De igual forma, la fluocina BCB aislada debe ser
estudiada con el propdsito de caracterizarla y conccer mas de su  estructura.
Ademds, deben realizarse estudios de cinética de infeccidn de la bacteria sensible
y del espectro antibacteriano de esta particula.

Los autores desean agradecer al Sr. Marco Antonio Gonzales por su colaboracidn en
la transcripeion del manuscrito.
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Resamno

0 comportamento de Bradyrhizobium japondcum W4sC, WS2C e W6OC, em
presenga dos plasmidics RK2 ou RP4 foi estudade em relag3o ao
temps de geragHdo, & sobrevivencia das células e estahilidade dos
plasmidios & radiag®o ultravicleta & z cinética de transferéncia
do plasmidio RKZ. Us isalados de B. japonicum wssC, wW52C e wsnc
apresentaram tempos de gerag#io acima de 10 horas quando cultiva-
des  em meio HM-YEM, pH 6,6. A presenca dos plasmidios RK? ou RP&
aumentou o tempo de gerag3o dos transconjugantes, de 3,3 a 35,2%,
cdependendo do isolado utilizado no cruzamento. A sobrevivéncia
dos transcenjugantes foi afetada diferentemente pela radiacgio
ultravioleta, sendo sempre maior quande a incubacgf@o fei feitas em
presenga de luz. A presenga do plasmidio RP4 nas células de W&OC
parece Interferir no sistema de reparc do ADN por fotorreativa-
¢8g. Grande estabilidade dos plasmidios RK2 ou RP4 3 radiago
uitraviclets foi obeservada nos transconjugantes, mesmo com 25
segundos de irradiag#o. A frequéncia de transmissfio de plasmicia
RK2Z foi aumsntada cerca de 10 vezes quando 2 célula doadora foi
irradiada por 153 ou 25 segundas. Esta constatagio sugere que a

radiagdo ultravicleta pode ser utilizads para facilitar a trans—
feréncia de plasmidios R em B. fapericum.

Summary

Behavior of Bradyrhizobium japonicum in the presence of plasmids
RKZ on RP4

The behavior of Baadyrhizobium japenicum isolates W46C, W52C and
We0C, in the opresence of the plasmids RK2 or RPa, was studied
with respect to generation time, cell survival and plasmid sta-
bility after exposure to ultraviolet radiation, and the kinetics
of plasmid RK2 transfer. The B. faponicum w4sC, W52C and W60C
isolates presented generation times above 10 hours when cultiva-

* Parte da tese de mestrado em Microbiologia Agricola/UFV do primeiro autor.

Rav. Microbiol., SZo Paulo, 20(1): 34-40, Jan./Mar. 1989.



ted in HM-YEM medium, pH é.5. The presence of plasmids RKZ or RP4
increased transconjugant generaticn times by 3.3 to 35.2%, de-
pending on the isclate used in the mating. Transconjugant survi-
val was differently affected by UV radiation and was always
greater when the incubation was done in presence cof light. The
presance of plasmid RP4 in the W6GC cells appears to interfere in
the system of DNA repair by photorezctivation. High RKZ and RP4
plasmid stability was observed in the transconjugants, even with
25 seconds of irradiztion. The plasmid RK2 transmission frequency
was increased appreximately 10 times when the donor cells were
irradiated during 15 or 25 seconds. This result suggests that Uv
radiation can be employed to facilitate R plasmids transfer in B.
fapondicum.

Introducio

Bradyrhizobdlum (Kirchner, 1896) Jordan 1982, € a nova denominaciic dada ao g&nero
dz bactérias incluidc na familia RhAizoblaceae (Conn, 1938}, que possui a
caracteristica de formar nédulos em raizes de plantas legquminosas origindrias de
regiGes tropicais e, também, em algumas de zonas temperadas, que apresentam
crescimento lento em meio extrato de levedura-manitol. Bactérias desse género
produzem  ama reac®o alcalina em meio de sais minerais com manitol e apresentam ume
concentragZo molar de G+C no ADN, calculada pela temperatura de desnaturagic média
(Tm) correspondante a 61 - 65%, exceto para estirpes provenientes de nddulos de
Lotononis (1€). A espécie tipo B. faponicum forms nédulos em espécies de Glycine
(soja) e em Macroplifium atropurpureum (siratro}. Ainda segundo Jordan (16), ©
género Bradyrhizobium € hetercgéneo e a relacgio taxondmica dos componentes ainda
nio estd bem enterdida. J4 existem sugestdes de separagfio de B. faponicum em pelo
menos 3 grupos, de acordo com os estudos da hamologia do ADN, sendo possivel que,
em futuro, essa espécie pos: va- A xr desmenbrada em vdrias espécies ou biovars
{13).

O processo de nodulaglo das ras.cs e ¢ fixaglo do nitrogénic atmosférico psla
bactéria B. japonicum ocorre as exper< s de determinantes gendticos da planta e da
bactéria. Na bactéria, entre os determinantes que fazem parte dos genes denominados
nif, ercontram-se os que conferem a capacidade de iniciar e estabelecer o processo
infeccioso, conhecides como inf (infectividade); de formar nédulos (nod) = de fixar
o Ny atmosférico ({ix) (2, 23).

O mapeamentc € a anilise genética destes determinantes +8m sido efetusdos
utilizando-se rizdbios de diferentes grupos de inoculaclo (14, 18, 23),. Em algumas
espécies estes determinantes tem sido evidenciados em plasmidios (1, 11, 12, 15,
18, 25). O estudo de plasmidics tem resultado em um maior comhsoimento sobre a
genética dos rizdbios de crescimento rdpidec em meio extrato de levedura - manitol,
que fazem parte do género Rhizobium Frank 1889, do que os de crescimento lento, A
obtengdo de mitantes auxotrdficos desses dltimos € mais dificil e o mapa de marcas
cromossGmicas ainda estd em elaboragBo. Contudo, gengs recqueridos para a ncdulagio
Ja foram transferidos de B. japonicum para Azotobacter uinelandii (19) e plasmidios
do grupo ¢z incompatibilidade Pa jé& foram transferidos, por conjugacio, dentro e
entre estirpes de B. japonicum sorolegicamente distintas (9, 21).

A introdugio de plasmidios em uma célula bacteriana pode promover alteragBes no
seu comportamento pela presenga de  informagBes genéticas adicionais. Bm A,
vinelandii, a presenga de plasmidios do grupo IncP ou Ing resultou em alteraciio na
morfologia das coldnias, reduziu o tamanho das células, awmentou a producio de
exopolissacarideo e diminuiu a capacidade de fixacio do Np atmosférico das cdlulas
(7). Em rizdbio, a introdugio dos plasmidios pRDl e R68.45 resulton  =m
transconjugantes com menor capacidade de fiwagfo de nitrogénio atwosférico (17). A
presenca de plasmidios pode resultar também em alteragBes na permeabilidade da
célula (10), no tempo de geragdio (17) e na viruléneia do patdgeno (20), entre
outras caracteristicas.

O presente trabalho teve como objetivo estudar as alteragdes ooorridas em oslulas
de B. japonicum portadoras dos plasmidios RK2 ou RP4,
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Material e Métodos

&s culturas bacterianas utilizadas, svas caracteristicas e suas origens estdo
relacionadas na Tabela 1. Elas foram mentidas em tubos de cultura contendo meio
agar—HM-YEM de Cole & Elkan (3}, em geladeira, sendo reativadas em meic HM-YEM, a
pericdos de seis meses.

Para o crescimento das células foi utilizado o meio HM-YEM de Cole & Elkan (3}.
Os plasmidios RK2 e RP4 foram transferidos das doadoras Escherichia cofi J53 RF
para as receptoras B. japonicum R™, pelo processo de conjugagdo, em meio ligquido
(9).

As curvas de crescimento dos transconjugantes B. japenicum RT & das receptoras B.
faponicum R™ em meic HM-YEM foram determinadas em espectrofotémetro Spectronic 20,
Bausch & Lomb, sendc & absorbincia lida a 540nm, Foram utilizados 0,5mi de cada
cultura previamente crescida em meio HM-YEM, pH 6,6, & 28°C por 72 horas, para
inocular 15ml do meio HM-YEM contidos em frascos Erlemmever de 250ml. Os frascos
foram incubados a 28°C e a absorbéncia foi lida a diferentes intervales de tempo. A
fase logaritmica de crescimento foi determinada graficamente ajustando-se a equagdo
da reta para o cdlculo do tempo de geragio de cada cultura.

A sensibilidade dos transconjugantes B. faponieum RY e das receptoras B.
fapenicum R™ & radiacdo ultravicleta (UV) foi testada em meio dgar HM-YEM. As
suspenstes de células em fase logaritmica de crescimento foram diluidas e aliquotas
de 10ul foram transferidas para a superficie do meio para formar 10 microgotas por
placa. Apds a secagem das microgotas em temperatura ambiente, as placas foram
expostas a radiago UV por 0, 5, 10, 20 e 25 sequndes, utilizando-se uma lémpada
Uvs-11, "Short Wave", fixada a 12am da superficie do meio. Um conjunto de placas
irradidadas foi incubado em presenca e cutro am auséncla de luz, a 28°C por 9% a
120 horas. Para cada tempo de exposig@o, foram feitas 2 repeticgBes de cada
diluigdo. Apds a contagem das colfnias, fol determinada a curva de sobrevivéncia.

A estabilidade dos plasmidios RK2 e RP4 foi testada nos transconjugantes, apds a
aplicacio da radiagio UV. Inicialmente, os transconjugantes foram cultivados em
meio HM-YEM contendo 50pg/ml de canamicina e, em seguida, aliquotas de 10ul de
diluigbes apropriadas das células foram inoculadas em meio HM-YEM. Apds a secagem
das microgotas, as placas foram irradiadas com UV por 0, 15 e 25 segundos,
utilizande-se uma limpada de UV, UVS-11 "Short Wave", fixada a T2cm da superficie
do meio. As placas foram incubadas a 28°C por 120h, em auséncia de luz. A seguir,
vérias colfnias de cada placa foram transferidas para caldo HM-YEM contendo 50ug/ml
de canamicina. A presenca de crescimento celular foi determinada pela turvagio do
meio de cultura apds a incubagdo a 28°C por 120h.

A cinética de transmissfo do plasmidio RK2 em B. japonicum, apds a aplicagio da
radiacgio W, fol determinada utilizando-se o transconjugante W52CK como doadora e &
estirpe SEMIA 586 como receptora. A selegio fol feita em meio HM-YEM contendo
100ug/ml de canamicina e a contra-seleg@io em 100ug/mi de gentamicina. As células
doadoras e receptoras foram cultivadas individualmente em meio licuido HM-YFM até a
fase logaritmica de crescimento. A seguir, as células doadoras foram submetidas a
radiagio UV por 0, 15 e 25 segundos e misturadas com as células receptoras. Para o
tempo de exposiciio zero, misturcu-se 0,5ml da suspensiio de células dcadoras e 4,5ml
da suspensdo de células receptoras com 5ml do meic HM-YEM. Para © cruzamento com
doaderas irradiadas por 15 segundos utilizou-se 0,4ml da suspensfio de doadoras,
2,8m1 da suspensdo de receptoras e 3,2ul de meio HM-YEM. O cruzamento com dcoadoras
irradiadas por 25 segundos foi feito misturando-se 0,75nml da suspensic de doadoras,
3ml da suspens@o de receptoras e 3,75nl de meio HM-YEM. Todos os cruzamentos foram
incubados a 28°C na auséncia de luz e apds 0, 6, 12 e 24h, foram interrompidos por
agitacio vigorosa. A seguir, foram espalhadas na superficie do meio BYEM,
contendo 100ug/ml de canamicina e 100ug/ml de gentamicina, 0,1ml de cada uma das
tré8s misturas e das diluigdes 107'. Apds incubagio & 28°C por 120h na auséneia de
luvz, o nimero de transconjugantes foi determinado. A populagic de células doadoras
apds cada tempo de irradiagio foi determinada espalhando-se 0,Tml de células
irradiadas, em diluigdes adeguadas, na superficie do meio BM-YEM, sem antibidtico.
2pds incubag8o & 28°C por 120 horas, na auséneia de luz, determinou-se o ndmero de
céluias doadoras.
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Resultados e Discussdo Tabela 1t - Caracteristicas relevantes e oprigem
das culturas de Bradyrhizobium  japonicum
As culturas de B. faponicun Jtilizadas. o )
WA6C, WS2C € WBOC, isoladas de Simbolos: Ap = Ampicilina; Cm = Cloranfenicol;
nédulos de soia (%), Km = Canamicina; Te = Tetraciclina; r =
apresentaram tempos de geragdo Resistente; s = Sensivel.

acima de 10h guando cultivadas
em meio HM-YEM, pH 6,6 (Tabela

Qulturas de  Caracteristicas

2). Segundo Vincent (24), B. B. fapenicum revalantes  iusmeidios rdgen
faponicum apresenta um tempo de p—— -
geragio que pode variar de 6 a wise  mfowrrories T i
14h, em meio com extrato de WC  ApEORITC S UFV - Vigosa ~ MG
levedura e pH entre 5,5 e 7,5. ueoe i‘;’ﬁ(‘iﬁiﬁﬁ e UV - Vigosa - MG
. . T i UFV - Vi 3 - MG
¥o . meio BM-YEM, um meio WS2CK  ApXQurTcCHet RKZ uv - wﬁa - MG
semi-sintético, contendo extrato WE0CK gg;rﬁ:;&‘f R UV - vigosa -~ MG
de levedura, os valores dos wase X Re4 UV — vigosa - MG
! W5 2CP 2 oS P Kok RP4 UV - vigosa ~ MG

tempos de geragdo encontrades WeOCP  AptanTofie” RP4 UV - Vigosa - MG,
para os isolados W46C, W52C e .

We0C se enquadraram naqueles

indicados para a espécie.

A presenca dos plasmidios Tabela 2 - Tempo de geragZo das culturas
RK2 ou RBP4 rasultou em originsais e dos transconjugantes de
aumentos distintos nos tempos Bradynnizobium japonicum em meio HM-YEM, pH &,6.
de geragio dos
transconjugantes (Tabela 2). A culturas de

reentagem desses  aumentos B, japonicum . Tengo de  pmento solre
be g . -/ Plasmidics geragio cultura
sobre a cultu{a original Originais Transconjugantes (horas) originai %
parece ser fungdo de uma
interaciio plasmidio X célula i;ggg 10,8
receptora original, e ndo uma wE0e ?Egg
caracteristica conferida W46CK RE2 14,6 35,2
exclusivamente pelos ‘;ggg % :;g 13 ?
piasmidios, Kennedy & Col. WasCS gy e 259
{(17) observaram que a Ws2cE RP4 12,8 20,7
introdugio do plasmidic pRDI weocp BP4 12,6 3,3

R68.45 em rizdbio do grupo
"cowpea" resultou em  aumento
do tempo de geragio dos transconjugantes. O mecanismo responsdavel por esta
alteracio ndo foi esclarecido. Deve-se, . no entantoe, ressaltar que tanto os
plasmidios pRD1 e R68.45 usados por Kennedy & Col. {17) quanto os plasmidios RKZ e
RP4, utilizados neste trabalho, pertencem ac grupe de incompatibilidade IncP,
indicando comportamento comum entre eles.

As curvas de sobrevivdncia dos isolados originais e dos transconjugantes de B.
fapondicum, apds védrios periodos de irradiagiio oom UV, est3o representadas nas
Figuras 1, 2 e 3. As culturas irradiadas com W e incubadas 2m presenga de luz
{Piguras 1A, 2A e 3A) apresentaram maior percentagem de células sobreviventes que
as mesmas culturas irradiadas e incubadas em auséncia de luz (Figura 1B, 2B e 3B),
indicando que o sistema de reparo por fotorreativagio estd presente e se
expressando, © que também ocorre em outras espécies bacterianas (8).

Em aus@ncia de luz, os transconjugantes WAGCK e W46CP foram mais sensiveis &
radiagdc UV do gque a W46C original (Figura 1IB}, sendo que essa diferenca se
acentuou com o tempo de irradiagSo. Apds 25 segundos de irradiagdo, a cultura W46C
apresentou em torno de 12% de sobreviventes ac passo que nos transconjugantes WAGCK
e W46CP esse valor se situou em torne de 4%, Tarbém na incubacio em presenca de luz
a percentagem de células sobreviventes dos transconjugantes, apds 25 segundos de
irradiag@o com UV foi menor do que as da cultura original (Figura 1A). A presenga
dos plasmidios RKZ ou RP4 aparentemente ndo altercu o comportamento da cultura
original apds a irradiacdo e incubacfo em presenca ou auséncia de luz (Figura 2).
No entanto, a presenga de plasmidioc RP4 aumentou a resisténeia & radiagiio W do
transconjugante We0OCP quando a incubagdo foi feita em presenga de luz (Figura 3A}).
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Figura 1 ~ Percentagem de
células sobreviventes de

Bradyrhizobium {aponicum
W46C, wasCK e W46CP, apds

diferentes pericdos de
gxposigio a radiacgio
ultravioleta e incubagls

em presenga (A) e em

Figure 2 - Percentagem de
células sobreviventes de
Bradyrhizobium japonicum
W52, W52CK e W52CP, apds
diferentes pericdos de
exposigdo 3 radiagde
ultravioleta & incubagio
em presenga (A) 2 em

Figure 3 - Percentagem de
células sobreviventes de

Bradyrhizobium japonicum
W60C, WEBLK e WSOLP, apds
diferentes periodos de
exposicgio & radiagdo
ultravicleta e incubaciso

_em presenga {A) 2 em

auséncia de iluminagdo auséneciz de ituminacdo auséncia ge 1lum1na§§o
(B). ~Médias de deis  (g) Mggias de dois  (B). MEdias de dois
experimentos, experimentos. experimentos.
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Alqumas das alteragBes causadas no comportamento das células rela presenga de
piasmidios tem side explicadas pela incompatibilidade existente entre eles, onde
aquele que € introduzido interfere com a express3o de plasmidios j4 existentes na
célula (6). No presente trabalho, a alteragio no comportamento celular nfo parece
estar relacionada com incompatibilidade plasmidial, uwma ver que a capacidade de
sobreviver a radiagdo UV depende da expressiio dos sistemas de reparos das células e
os genes envolvidos nestas fungles geralmente sfo cromossomais.

Grande estabilidade dos plasmidios RK2 e RP4 A radiacio UV foi cbservada em
fransconjugantes de B. japenicum, uma vez que essas células submetidas & radiacio
UV por até 25 segundos nio perderam a caracteristica de resisténcia 2 canamicina
conferida pelos plasmidios. Essa expressic fenotipica indica que as células
hospedeiras garantiram a capacidade de replicaciio dos plasmidios.

A cinética de transmissio do plasmidio RK2 em B. japonicum, apds exposicio das
células doadoras a diferentes pericdos de irradiacio com UV, estd representada na
Figura 4. Quando as células doadoras foram irradiadas por 15 sequndos, a frequéncia
de transmissdo do plasmidio RK2 aumentou cerca de 16 vezes em relag8o as doadoras
ngo irradiadas e, o tratamento das doadoras por 25 segundos preduziu uma frequéneia
de transmissic maior do que no de 15 sequndos, nos diferentes tempos de exposicio
(Figura 4). Dunican & Col. (4) relatam que a radiagio UV aumenta a transfer@necia de
genes em razdo do estimulo & ocorréacia de eventos de recowbinagio entre os genes
plasmidiais e cromossomais. Estimulos dessa radiacio & transferéncia de genes
cromossomais, mediada por plasmidios, tém side constatados em outras bactérias (5,
23). Apesar do efeito letal da radiagio UV em células de B. japonicum {Figuras 1, 2
e 3}, a frequéncia de transfer@neia do plasmidio RK2 foi consideravelmente
aumentada (Figura 4). Esta constatagio indica que a radiagiio UV pode ser utilizada
para facilitar a transferéncia de plasmidios R em B. faponicum.
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Figure 4 - Frequéncia de transconjugantes apds =@
exposig#c das células doadoras ge B. japoni{cum w52CK
2 radiag3o ultravioleta por 0, 15 e 25 sequndos e
"ecruzamentos com a receptora SEMIA 386 por 0, 6, 12 e
24 horas.
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Summary

Two hundred and thirty Safmoneffa typhimurium strains from
sewage-contamined waters, and 30 S. fyphimurium from pa-
tients in Belo Horizonte, State of Minas Gerais, Brazil,
were assayed for resistance to 10 antimicrobial agents and
for colicinogeny. Resistance was found in 7.39% of 5. typ-
himuwium from the open sewers and in 96.6% of strains from
patients. The resistance markers spectra for 5. Zyphimurium
from sewers showed a maximum of five markers; in contrast,
with one exception, five was the minimum number of resis-
tance markers for strains from patients. In conjugation
assays, the transferred resistance markers were single,
double or, at most, triple, even when the donor was multi-
ply-resistant. 0Of the strains isolates, 2.17% of strains
from sewage and §.7% of strains from patients were colici-
nogenic., All .colicinogenic isolates produced colicin IDb.
Most S. Zyphimurdium from humans had similar plasmid profi-
les whilst +there was variation in the plasmid profiles of
strains from sewers.

Resuno

Reasistincia a drogas e colicinogenia em Linhagens de Sal-
monefla Fyphimwrium isofadas de ribeirdes-esgolos e de pa-
cientes em Befo Horizonte, Brasdil

Duzentas e trinta amostras de Safmonella fyphimurium iso-
ladas de &guas contaminadas por esgotos (ribeirdes Arrudas
e Onga) e 30 amostras de S. fyphimwiium iscladas de casos
clinices, em Belo Horizonte, Minas Gerais, foram analisa-
das em relag3o % resisténcia a 10 agentes antimicrobianos
e colicinogenia. Observou-se 7,39% de resisténcia para
amostras coletadas nos esgotos e 96,6% em amostras de
doentes. 0 modelg de resisténcia das amostras de S. fyp-
himunium isoladas de esgotos apresentou um miximo de cinco
marcadores; em contrasie, as amostras criundas de pacien-
tes, com uma dnica exceg3o0, apresentaram o minimo de cinco

Rev, Microbiol., S3o Paulo, 20(1): 41-49 , Jan./Mar. 1989.
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marcadcores de resisténcia, cada uma. Nos experimenios de
conjugagdo, os marcadores de resistédncis transferidos fo-
ram simples, duplos, ou, no méximo, triples, mesme guando
0 doador apresentava miltipla resisténcia. Salienta-se
que, 2,17% das amostras de esgoios & 6,7% de casos ciini-
cos eram colicinogénicas, produzindo apenas a colicina do
tipo Ib. A maioris das amostras de S. fyphimurium isoladas
de pacientes apresentava perfis de bandas plasmidiasis si-
milares, enquanto ocorreram variacles nos perfis plasmi-
Giais das amostras originadas de 4guas contzminadas por
esgotos.

Introduction

Resistance plasmids in Salfmoneffa have been subject of extensive research because
of their importance for Public Health in Britain (3}, Malaysia (11) and Brazil (4,
18, 13, 25, 29). ]

. Other types of plasmid which studies may have a rate in the control of bacterial
popuiation are those which code for colicinogeny {Col.). Many properties of
coliconcgeny plasmids are similar to those of the R-plasmid (12).

The objectives of this study were to determine the frequency of resistance to 10
antimicrobial agents and the conjugative nature of this resistance in 3.
Lyphimurium from sewage-contamined surface water (Arrudas and Onga) and from
patients examined at outpatient clinics or in hospitals in Belo Horizonte, to
determine the colicinogeny of these strains. It has been the intention of this
study, as well, to carry out a preliminary analysis of the plasmidial pattern in
some strains of both collections of 8. fyphimurium and its transconjugants.

Material and Methods

Bactenialf strains - The two populations were comprised of 230 S. Zyphlmurdium
strains named "BH", isclated from Arrudas and Onga streams, in Bele Horizonte,
State of Minas Gerais, during 1973 and 1974, and 30 S. dFyphimuritom named YEDV,
isolated from . outpatient clinics and nosocomial patients, in Bele Horizonte, from
1979 to 1981. Strains were provided by the Central Laboratory of the Fundagdo
Ezequiel Dias and were identified by methods of Edwards and Ewing (7), by authors
and Dr. E. Hofer at FICCRUZ, Rio de Janeiro.

Yedia and Growth conditions - levels of resistance were determined using the plate
dilution technique, with drug concentrations starting at lug/ml and increasing in
maltiples of 2 up to §,192ug/ml. The medium used was Mueller-Hinton agar (Difco).
The following drugs were used: malidixic acid {Mx), Sigma; ampicillin {Ap) and
kanamycin sulfate (Km), Bristol; mercury dichloride (Hg), Merck; sodium cephalotin
(Ce), Lilly; chloramphenicol (Cm}, tetracycline hydrochloride (Tc) and rifampicin
(Rf), Lepetit; streptomycin sulfate {Sm), Fontoura-Wyeth and gentamicin sulfate
(Gm) Schering. ) Lo

Isolates were classified as resistant when grew in the drug concentrations of
8ug/ml or more, =xcept for rifampicin, for which the level selected was 16ug/ml due
to the high level of natural resistance cbserved.

Plasmid iransfer - All resistant isolates from open sewers and a representative
sampling of isolates from patients were submitted to conjugation using the method
of Watanabe and Fukasawa (32). The following receptor strains were used in
intergeneric conjugation assays: E. cofd X 2 am®, non-lactose fermenting (Lac™),
resistant to 500pg/ml streptomycin, and noncolicincgenic {Col™): E. ecofd ) sm®
SR, a matant resistant to 1(}0ug/m3. rifampicin derived from the previous E. cold
K15 Sw" strain; E. coli Kqp N¢* RET, lactose fermenting {Iac’), and resistant to
100ug/ml nalidixic acid and rifampicin,
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The following S. fyphimuwrium strains, prepared in this laboratory, were used as
receptors in  intrageneric conijugation assays: BH 063, a mutant resistant to
100ug/ml nalidixic acid, and noncolinogenic {Col™}; BH 161, a mutant resistant to
100ug/ml  streptomycin, and noncolicinogenic (Col); BH 172, a mutant resistant to
100pg/ML rifampicin, and noncolicinogenic {Col™).

Donor and receptor strains were grown in nutrient broth (Difco) at 37°C for 24
hr. In preparing mixed culture, aliquots from both strains were transferred to
nutrient broth and incubated for 5 — 7 hours at 37°C. The selective media was
prepared in EMB Agar {Merck).

Samne samples chosen because their resistance markers, obtained from clinical
cases, which showed a wide spectrum of non autotransferring resistance, underwent
conjugation assays, using the plasmid RP4, carried by E. cofl J. 53 (5). Mixed
cultures in & ratio of 1:1 were incubated in Luria agar medium overnight at 37°C.
Resulting transconjugants were then crossed with E. cofi XKyz S RfY receptor
strain.

Colicin - Colicin producticn was determined as described by Costa (5). The
indicator strain was E. cofl Ky Smt.

Plasmid DNA isofation - The isclation of plasmid DNA and molecular weight
estimation were determined in 0.8% agarose gels (17). Plasmids with known molecular
weights were used as standards: p307: 54 Md; RP4: 34 M3; Sa: 23 Md and pBR 322: 2.6
Md.

Table 1 - Patterns of drug resistance Table 2 -~ Patterns of drug
ameng S. fyphimurium isolated from resistance among 30 8.
waters contaminated with sewage (open typhimurium  isolated from
sewers Arrudas and Onga) in 1973 and human patlients.
1974. Symbols: * = Percent
Symbols: * = Resistance up to resistance, per antimicrobial
8000Hg/ml of Rifampicin. agent, in 30 S. ZLyphimwium
isclates, obtained from human
patients: nalidixic acid,
Resistance pattern Isolates ampicillin, mercury
”» S = dichloride, chloramphenicol
H ; Bl : i s .
S i 0297 Wi 051; mi 084; By 101 and ~ streptomicia - = 93.3;
Tc Eil 03%; BH 076; By 167: BH 223 kanamicin - 86.6; gentamicin -
pbgSuEC B 055 20; tetracycline - 16.63
e B 070 nalati 13,3 d
OSINEITC RiE 077 cephaiotin - . an
NxALSIMTC BH 097 rifampicin - 8.0.
o= BH 142
ApQURNTC i 173
ApSm B 175

tzaber of resistant

Hesistanoe partermn®

strains

Hy 1

NPLHGOS 2

Results NRApHIOTSmKR 16
. L WepHYQTSIGTHD 3
Resistance pattern and transferabifity - Of 230 f@gmﬁi ?
S.  yphimnium isolates collected from the open bﬁ;@c&@rsm 5
sewers Arrudas  and Onga, 7.39% were WPpHgCeOrSMENTS 1
antibiotic-resistant. In contrast, 29 of 30 S. NApHGCa QTSmERITC 1

Hypnimurium from patients were resistant 96.6%.
Table 1 presents the resistance spectra for the
17 resistant S. fyphimurium from the two open
sewers; those of the 29 resistant isolates from the clinical cases are presented in
Table 2,

The results of conjugation and mobilization assays are presented in Table 3. The
transferance of resistance markers always was partial, any model was not
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Table 3 - Safmonellfa x E cofl and Safmoneffa x Safmonefla resistance

transfer by conjugation.

Symbols: -2 = Mot tranfer occurred; *D - Not determined, bhecause receptor
was either inadequate or tranfer had glready cccurred to one of the receptor
strain; **C = Mpbilized by RP, plasmid.

Receptor Stralums ané Fransferred Markers

ivner ¥arkers £, reid 5. syphimuriun

Feranas Rigdn®  KyoSu®  KpaSoRET  KpaSmGolIv®  BH 063 Nx®  Bh 161 Sn° 3§ 172 RES
Sm -3 xb x * - * *
Tc Te Te * Te - Te *
ApSuTe ApSm * * * - * *
Rmic Kelc Em * * Km KaTe *
Te * * * e * T *
LSl - * * * - * *
KxApSuXm * - Ap * * * ApSmKn
R»E * - * * - - *

52 17 ApCodaTe * - * x * - =

38 173 A2pSm ApSz * * * - * *

BE 223 ¢ # * * Te * Te *

5 010 NxApHgCmSenkn * * ap * * * -

= 013 NxApHECToSmOoke * * NxCmren® * * x -

D 017 NxapEgCeCmGeKmTe * - - x * - -

n 019 NxapHpCmSmXaTe * * - * * »* -

9 U225 NxaApEglemSmCnKe * * - * * * -

£n 4725 NxApHplmSmGnEn * * ApKm; KxCwGmk® % * x -

£ G20 NxaplelCmSmGekn * = Ap * * * ApSm¥m

transferred wholly, in both collections. Many conjugations were not deal because
receptor was either inadequate or transfer had occurred to one of the receptor
strain.

Colicin production - The percent of colicinogeny in 230 S. fyphimurium isolates
fran sewers was 2.17 while in 30 S. fyphimudium from patients was 6.7. Strains BY
031, BH 076, BH 167, BH 223, BH 227, ED 006 and ED 011 were colicinogenic in the
beginning of research. But isolates BH 167 and FD 006 lost their colicinogenic
ability during storage. All colicinogenic strains produced colicin Ib, only.

Plasmid DNA {sofation - In nineteen strains Ffrom patients, seven carried three
plasmidial bands, with molecular weights of approximately 60, 25 and 10 M3 (average
from three independent estimates), five carried plasmids of 60 and 25 Mi; one
carried plasmidial bands of 60 and 10 Md, and one had plasmids of 25 and 10 Md: twao
others strains possessed a plasmid of 25 Md and cne strain had a single plasmid of
60 Md. Two samples did not carry plasmids, and one of them did not even show any
resistance marks.

Figure 1 - shows an agarose gel of BH 175 and BH 070, both collected from open
sewers, and their respective transconjugants.

Figure 2 - shows an agarcse gel strains of S. Lyphimurndium, from both collections,
two strains from clinical cases (ED 026 and ED 030) with their respective
transconjugants, and one from open sewers, BH 163.
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Figure 1 - Eletrophoretic profile on agarase gel of plasmidial
ONA  bands from donor, receptor and transconjugant strains
carrying plasmids of determined molecular weight.

Symbols: lane A = E, cofd Ky5 NxT receptor; lane 8 = BH 175
donor strain (ApSm), plasmids of &0, 25, 15 and 1G Md: lane £ =
BE 175 x Ky NxT (SmNx) transcenjugant, plasmids of 25, 15 and
10 Md; lane © = 8H 175 x Ky NxT (ApNx) transconjugant, plasmids

of 25 and 10 Md; lane £ = £. Cold K,y so’ receptor; lane F = BH
970 doner straln (KmTc), plasmidial bands of 4% and 38 Md; iane
§ = BH 870 x Ky2 SmT (XmSm) transconjugant, plasmid of 38 Md.

Standard plasmids: lane I = p307 - 54 Md:; lane J = RPQ - 34 Md;
lane K = Sa - 23 Md; lane L - pBR 322 - 2.6 {(not shown).

ABCDETF GHI J KL

Discussion

The low incidence of resistance (7.39%) in S. fyphimuiium straine isolated from
the open sewers may have been due to the low selective pressure to which these
strains are submitted in "natural™ envirorments. Alcaide and Garay (1), in Spain,
chserved 17.7% resistance to one or more drugs, in Safmoneffa strains isolated from
residual waters and from surface waters contamined with sewage. In Brazil, Cimara &
Cardose  (4) detected 13.2% multiresistance to antimicrobial agents in S.
typhimurium and S, agona strains isolated from sewers in the city of Ric de
Janeirc. Another cause for the low frequency of resistance may be spontaneous
plasmid loss in hacterial cells stored in the laberatory for many yvears (31).

The high percentage of resistance (96.6%) of isolates obtained from clinical
cases, in contrast to the strains originating from natural sources, was probably
caused to extreme selective pressure (8).

When resistance marker spectra are considered, once again the two samplings are
quite different: for the isolates cobtained from “natural” sources the most
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Figure 2 - Eletrophoretic on agarose gel of plasmidial DNA bands
frem doncr, receptor and transconjugant strains carrying
olasmids of determined molecular weight.

Symbols: lane A = E. cofd Ky, SmT Rf* receptor; lane 8 = ED 078
donor strains (NxApHgCmSmSmKm), plasmids of 60, 25 and 10 Md;
lane C = ED 026 x K, smRf (KmRf) transconjugant, plasmids of 60
Md; lane D = BH 172 gt receptor; lane £ = ED 030 donor strain
{NxApCefmSmGmKm), plasmids of 60, 25 and 10 Md; lane F = £D 030
x BH 172 RfT (KmRf) plasmid of 60 Md; lanes G and H; BH 183
strain (RfYy. Standard plasmids; lane I = p307: 54 Md; lane 3 =

RPQ: 34Md; lane K = Sa - 23 Md; lzne L = pBR 322: 2.6Md.

A B CDE F G H t J KL

resistance model contained five markers and the most frecuent antibictic resistance
was to tetracyclines, {Table 1}, whereas for the isolates from clinical cases all
strains were resistant to at least five markers, with a single excepticn. The
resistance pattern NxApHgCrSmKm was detected in 16 of the 30 isolates (Table 2).

Almost all drugs, whose values varied from 93.3% to 86.6% (Table 2), are
frequently used for treatment, especially nalidixic acid and chloramphenicol for
enteritis, and ampicillin and streptomycin for different types of infections.

The high resistance value shown by mercury dichloride (93.3%) is coincident with
findings by Robinson & Tuovinen (26); indeed, resistance to mercury and to cother
heavy metals may be recent and concomitant with the increased freguency of
resistance to antibiotics. In their review, these investigators report high values
for gram-negative bacteria, which were very close to those detected in the present
study. Such concomitant resistance may be caused by plasmidial location of these
rmarkers. .

In conjugation experiments, transfer of resistance was partial, with a maximm of
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three markers, even when the donor had a large number of markers (Table 3). Among
the many probable causes of this result, we may mention location of the markers on
chromosome {Table 1 and Figure 2) or even on non-conjugative plasmid; according to
this hypothesis, data has been obtained with mobilization assays using RP4
promiscuous plasmid: in this sitvation, we had resistance marker transferred (Table
3). Cther possibility should be considered: many plasmids will only transfer about
28°C (24).

To colicinogeny, there was a low frequency of secreting 3. fyphlmurium isolated:
2.17% for those collected from the open sewers, 6.7% for those obtained from
patients, In this study, all colicinogenic strains produced colicin Ib., This data
are similar to those found by Vinhas & Almeida (30}, in Rio de Janeiro, as well as
cotransferance from Col+ character with drug resistance mark.

In the analysis of strains from patients, a pattern of three plasmid bands, with
molecular weights arcund 60, 25 and 10 Md was observed. This profile similarity was
not observed 1n strains collected in open sewers. Even though strain BH 175 had a
similar profile to that of strains from clinical cases, the other sixteen strains
collected from open sewers, which showed some sort of resistance did not indicate a
repetition of this pattern.
~The similar pattern of plasmidial bands repeated in samples obtained from human
patients confirms data observed in other research works, such as Anderson (2).

These initial molecular data allows the possibility for epidemiclogical studies
aimed at determining possible phylogenetic relationship among the different
plasmids considered (14, 23).

In previcus research (27), it is interesting to point out that four of the {ive
isolates obtained from natural sources were simultanecusly colicinogenic and
resistant to tetracycline. Both markers were transferred simultanescusly, by means
of conjugation, by the same plasmid, of 82 Md.

It is known that in Brazil, S. fyphdmuwrium is predominant in outbreaks that ocour
inside and cutside hospitals (10, 21, 22), thus becoming an important Public Health
and hospital infection problem (15). It is important to point out that the bacteria
causing these outbreaks present multiple-resistance;similar to those studied by
Magalhdes & Véras (16), Pessba & Col. (20, 21) and Toledo & Col. (28). In these
papers, the authors report having cbserved high frequency of a lactose—fermenting
Salmone L8a typhimunium variant, formerly described by Pessda (20}, a characteristic
which makes c¢linical laboratory classification rather difficult. In addition,
Ferreira & Col. (9).cbserved a significant percentage of S. fyphimwrium (14.1) in
healthy carriers which make and serve food in restaurants in Belo Horizonte.

Since a few genetic data about Safmonella fyphimurium are available, even though
it is predominant in major areas of the country, (10, 13, 20, 21 and 22} new
information may be useful as a contribution to researchers in this field.
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Resumo

Sete amostras.de Motaxefla bovid foram investigadas guanto & produ-
g8o de exotexina. 0s resultadcs chservados em Guatro delas (57,14%)
mestram gue M. boudis é capaz de induzir no modelo do camundongc re-
cém-nascido um efeitc semelhante ao observado para a toxina ter-
moestdvel secretada por Escherndi{chdia cofd.

Summerry
Production of enterotoxin by Moraxelfa bovis

Seven strains of Moraxeffa bouis were assayed for the production of
enterotoxin, The results observed in four of them {57,14%) show that
M. bouis 1is able to induce in the suckling mouse model an effect
similar to that observed for the towin secreted by Escherdchia cold.

Introdugio

Moraxedla bovis, 'ma bactéria gramnegativa pertencente & familia Meisseriaceae &
responsdvel pela ceratoconjuntivite infeccicsa bovina (CIB), enfermidade severa que
se manifesta rapidamente, caracterizando-se pela inflamagio da cbrnea e da
conjuntiva. Dependendo da gravidade, a infecgdo pode levar o animal & cegueira uni
ou bilateral (%}. As perdas econdmicas resultantes sfo substanciais em nosso pais,
sobretude no Rio Grande do Sul, apesar de ndc haver informes oficiais de sua
extensdo, Nos Estados Unides, contudo, esta moléstia estd bem dimensionada e &
responsdvel por um prejuizo anual superior a 150 milhdes de dolares (9. M. houds
estd bem caracterizada como o agente etiocldgico envolvido nos episddics de CIBR e,
miitos de seus efeitos patoldgicos na infeccdo a nivel ocular 34 foram descritos
(1,3). Entretanto, os mecanismos de patogenicidade do microrganismo gque poderiam
explicar tals consequéncias, nfo estdo bem documentades. Na verdade, existem poucos
trabathos relatando a produgic de enzimas e/ou toxinas por M. bovis (4, 6, 7).
Igualmente, ndo existem evidénelas quanto a seu poder invasor, A presente
comunicacio detalha os resulftados obtides nos ensaios conduzidos para detectar a
possivel producio de toxina por amostras de M. bovds, usande como modelo
experimental o trato digestivo de camundongos recémnascidos e, em paralelo, o seu
potencial invasor.
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Material e Métodos

Sete amostras de M. bovié isoladas de casos de CIB foram enzaladas, em conjunto
com  uma amostra de Escherichia cofi produtora de toxina termo-estdvel (ST). Para o
teste de produgic de toxina fol adotado o procedimento padrico do camundongo
recém-nascido, modificade por Nunes & Ricciardi (5), sendo a Unica variante, a
temperatura de incubagio, realizada a 37°C. Os valores observados na relagio de
peso-intestino/carcaga, gquando iguais ou superiores a 0,080, foram considerados
positivos. Para o teste de invasibilidade foi adotada a técnica de Séreny (8). O
crescimento de cada amostra foi obtide em placas contende Agar Infusc de Cérebro e
Coracio adicionade de 7% de sangue desfibrinado de carneirc e incubadas a 37% por
24 horas. A massa celular resultante foi homogeneizada em 1ml da solugdo salina
estéril e, desta suspensdo instilou-se 50ul {108UFC/ml) no olho esquerdo de cada
cobaic, reservando-se o direito para controle. Apds a instilaglo, massageou-se O
olho movimentando as pdlpebras para distribuigiio do indculo. Os animais foram
ohservados por 12 dias para verificagio de aparecimento de lesSes caracteristicas.

Resultados Tabela 1 -~ Valores médios observados na
relag3ic peso do intestino/peso da
A Tabela 1 lista as amcstras de M. carcaga no teste . do  camundongo
bovis tegtadas pelo metode  do recém-nascids, lido com duas e quatro
camundongo recém-nascido. Os valores horas de incubagio, realizado com
assinalados para a relagdo entre o peso amostras de Moraxella bovis,
do intestino/peso da carcaca Eschendchia cold e meio de cultura nio
correspondem & média de, pelo menos, inoculade.
cinco testes. As sete amostras Ssimholos: * = Lada valor represenia a
examninadas apresentaram madias média de pelo menos cince testes;
superiores quando o teste fol feito valores iguais ou superiores a 0,080
apds cquatro horas de incubag@o. ZEntre s&o0 consideradecs positivas.
elas, quatro amostras {57,14%)
apresentaram resultados considerados
positivos, a semelhanga do Qcorrido con st valores * daﬂ;e}ac?;o yeso intestino/carcaga
a amostra’ de E. cofd (controle 3 popan e de dnoubacse)
positivo)}. O contrele negative (meio de
cultura ndo inoculado}, funcicnou como Uy 4P,y 0,065 0,073
tal. A pesquisa do potencial invasor .
realizado em cobaios albinos mostrou Yi1Fg 0,068 0,074
que nenhuma das amostras foi capaz de 2358 B, 0,071 0,081
colonizar a coniuntiva ou a cdrnea dos
animais, sendo portanto consideradas IRPs 0.072 0,078
fu
desprovidas de capacidade invasiva. JUR,B, 0,082 0,085
U3P34 o,082 4,085
Discussio uEy 0,084 0,088
E. eoli 0,120 6,140

0 estudo dos atributos de )
patogenicidade de M. bovis € uma linha oo 0,063 0,670
de investigacio que vem sendo realizada
hi alqu tempo no laboratdrio dos
agtores. No curso desses trabalhos, foi verificado que a inoculagiio de células
vidveis em periténic de camundonge, invariavelmente provocava a morte dos animais
nun pericdo de 6 a 24 horas. Mo entanto, quande as células eram lavadas e separado
o sohwenadante, a mesma concentracio celular matava apenas 50% dos animais. Por
outro lado, o sobrenadante iscladamente, ndo matava os camndongos mas provocava
notérios distirbios intestinais com alteragdo na consisténcia das fezes. Fste fato
certamente sugeria a presenca de exotoxina no sobrenadante de culturas Jjovens de M.
bovis. BEsta hipdtese fol confirmada com os resultades da presente investigagdo que
sio bastante sugestivos guanto & capacidade deste microrganismo produzir uma
exotoxina de acio intestinal semelhante & produzida por algumas enterobactérias,
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notadamente £. o0&l e Yensinia eaterocofitica. Diferentemente desta Gltima (5}, =
AcE0 parece ser mais lenta e detectdvel com melhor nitidez quando © teste do
camundongo recém-nascido é lido com quatro horas de incubacio.

A capacidade de M. bovis produzir enterctoxina vem se somar a outras toxinas
recentamente descritas por Franco {2} como colagenase, desoxiribonuclease e
dermonecrotoxina.

Se a atuacgio desta enterotoxina ocorre em outras membranas mucosas além da
intestinal, € assunto que merece investigagBes complementares. Este e cutros
aspectos como sua natureza quimica e mecanismo de acdo estdo presentemente scb
consideracdo.
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Resumo

A influéncia do indculo na atividade de suas guinolonas (Lomefloxa-
cina e Pefloxacina) contra P. aeruginosa, E. coli, S. aureus e S.
fa¢calis foi investigada pela técnica de diluigZio em dgar. A agHo
deste grupo de antimicrobianos fol reduzida quanto da utilizag#o de
ym indcyle muito rico (385 e 10% ufc), principaimente em relagsoc aos
gram negativos. '

Somrary

E4fect of the inoculum on the activity of quinofones using
the agar difution procedure

The influence of the inoculum in the activity of twe quinolones
against P. aerugdlnosa, E. cofl, 8. awreus and S. faecalis was de-
termined by the agar dilution method. The action of guinolones was
reduced by a large inocula {10° and 10° ufe) hainly to the gram-ne-
gative bacteria.

Introducio

As guinolonas s3o grupo de agentes antimicrcbianos bioquimicamente relacionados
com o acido nalidixico, Elas tem um espectro de agdo antimicrobiano amplo, que
inclui Pseudomonas acnuginosa, outras bactérias gram negativas multiresistentes e
Staphylfococcus aurews resistente a oxacilina (5).

0 método de diluicfio do antibidtico em agar ou em calde € o indicado para
determinar a concentracdo minima necessdria para inibir um microrganismo (MIC) (6).
O objetive deste trabalho fol avaliar a importéncia do indculo na determinagdio de
MICs de guinoclonas.

Material e Métodos

Como microrganismos testes, foram utilizados amostras‘de S. awreus ATCC-29.213,
E, cofl ATCC-25.922, S. faecalis ATCC-29.212 e P. azruginosa ATCC-27.853. Foram
testadas as seguintes quinolonas: Lorefloxacina {Searle) e Pefloxacina (Rodhia) na
co:}ce_antragﬁes de 0,016, 0,06, 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 8,0 e 16,0mcg/mi.
Aicicnalmente, foi também testada a amikacina ({Iaborterapica Bristol) nas
concentragtes de- 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 8,0, 16,0, 32,0, 64,0, 128,0 e
256, Omeg /ml . '

Q teste de susceptibilidade foi efetuado em agar Mueller Hinton (BBL),
utilizando-se o replicador de Steers. Os microrganismos foram inoculados em tubos
contendo 3ml de caldo tripticase soja e cultivados "overnight" a 37°C (indculo A).
A suspensdo resultante foi diluida a 1:10 {indculo B) e 1:100 em dgua destilada
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estéril (indculo C}. Estas suspensdes no volume carreado pelos pmos do repllcador
corresponderam, definido através dz contagem vidveis de 1 06 10° e 10 /O 002md,
respectivamente.

As placas incculadas foram mantidas em repouso até a absorgao das gotas e entdo
incubadas a 37°C por 24 horas.
" O MIC foi interpretado como a coqcentragéo do agente antimicrobiano em que houve
inibicio completa (indculo A e B) ou o nimero de colfnias foi inferior a 5 (indculo
C). Placa de agar Mueller-Hinton sem os antimicrobiancs foi inoculada como
controle.

Tabela 1 - Influéncia do indculo na atividade antibacteriana *in
vitro" de tomefloxacina e Perfliloxacina através do método de
diluigZic em dgar.

Simbolos: 2 = Concentrag@o em mcg/ml,

{oncentragdo minima injbitdria

rgente antimicrohiancs Indculo

E. codd P. geruginosa S, awneus S, deecalls

ATQC 25922 oz 27833 ATCC 29213 RIOC 28212
2{108) 4,00 8,0 1,0 16,0
Lorefloxecing 5{10%) 9,5 8,0 g,5 16,0
co*y. a,5 4,0 0,5 4,0
A(10%) 4,0 16,0 1,0 8,0
perfloxacina B{105}) 1,0 16,0 1,0 2,0
c(i0%) 0,5 4,0 9,5 2,0
A{10%) 2,0 4,0 4,0 56,0
Amixacina B(10°%) 2,0 4,0 1,0 256,0
c(1e*) 2,0 2,0 1,0 32,0

Resnltados

05 resultados obtidos estfioc na Tabela 1, onde verifica—se que de uma maneira
geral os MICs foram mais baixos com as concentragfes meis baixas, particularmente
em relacdo as quinolonas e os Gram negativos; tanto a Lomefloxacina, como a
Pefioxacina mostraram valores mais baixos para £. cold e P. aeruginosa quando a
indculo foi de 104 ufc. A amikacina utilizada como controle também mostrou ser
afetada pela riqueza do indculo, para os dois microrganismos Gram positivos.

Discussdo

No antibicgrama classico, pela técnica de difusfio em gel, ¢ indwulo € a  varidvel
mais importante, podendo levar z resultados falso negativos cu falsos positivos,
quando respectivamente muito pobre ou muito rico (1), Na técnica de diluicdio em
agar esta influéncia é cons:.deraéa menor, assim como a interpretacic € mais sm‘gples
(2).

Entretanto, 34 foram apontadas eudencms que © pH acido, a concentracfio de ions
divalentes oow Mg', ben como m indcule muito rico pode afetar a atividade das
quinclonas (3, 4}, Os resultados obtidos confirmam esta dltima observagio em
relacio as duas quinolonas anallsadas, particularmente para E. coli e P. acruginosa
para as quais de uma fomma geral os MICs foram mais baixos. Concluindo-se a
concentraggo das suspensdes também  interfere na técnica de diluigio em agar,
sobretudo no tocante as qumolenas.
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Resumo

Dez suinos mestigos, recém-desmamados, classificados como
ndo reafores frente a 21 variantes sorcidgicas de L. {nter-
rogans e trés de L. biffexa, receberam durante trés dias,
como  dnica fonte de &gua de bebida, uma suspensfo aquosa a
0,5% v/v de L. bi{gfexa estirpe Bueros Aires. Na ocasiZc da
utillzagBo as culturas apresentavam sete dias de cultivo em
meic de EMJIH enriquecido com sorc estéril de coelhe. O pH da
dgua foi mantido na faixa de 7,2 a 7,4 com o tampdo fogfa-
tado de Scrensen. A dgua contaminada foi oferecida aos ani-
mais de forma nfc corrente em um coxo de alvenaria com  for-
mato internc ecbncavo, localizado na parte cobertz da baisz.
Este coxo foi abastecido duas vezes ao dia durante 0s  trés
primeiros dias da investigagfio. Durants todo o pericdo ex-
perimentszl as animais foram arragoados com ragdes comerciais
contenda antimicrobianocs empregades como promstores de
crescimento em suinocultura inteasiva. Os animais foram
submetidos & 23 colheitas de sangue, realizadas a intervalos
de tempo varidveis durante os 93 dias em que fol conduzida a
agbservagZc. 0Os resultados obtides, nas condigBes do presente
estude demonstraram que a contaminag8o ambiental com a L.
biglexa estirpe Buenos Aires nio foi capaz de modificar ¢
perfil soroldgico dos animais quands comparado ac grupeo
testemunho n3Eo infectadsn (C,30¢p¢ 0,58). Ao térming da, in-
vestigag¥o todos os animais foram negativos frente as téec-
nicas empregadas para determinar a presenga de leptospiras
em amostras de tecido renal.

*Trabalho conduzido cam apdid financeiro do Conselho Nacional @e - Desenvolvimento
Cientifico é Tecnaldgico — CNPQ. :
Rev. Microbiol., S3o Paule, 20{1): 56-61 , Jan./Mar. 1989.
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Summary

Absence of humoral {munofogical response {n swines whose
drinking water was coniaminated with leptospina biffexa
strain, Bueno Aires

Ten cress breed weaning swines serologically non reactives
to 21 serovars of L. {nterrogans and three serovars of L.
biffexa received during three days as the only source of
drinking water, the product composed of a 0.5% v/v of a
water suspensien of L. b{ffexa strain Buenos Aires. The
cultures c¢f micrecorganisms were prepared in the EMJH
madium, and were used with seven days of age. The water was
buffered to the pH 7.2.7.4 with the Sogrensen phosphate
buffer. The watering place was protected against direct
exposition to sur rays. Freshly contamined water was
offered twe times a day during three days. During the whole
experimental pericd the animals received commercial ration
with the growth premoters normally used in the modern pig
production. The blood colliections were performed at
different times during the 93rd experimental days. The
serological results showed no differences with the control
group {(0.30¢p <€ 0.50). At the end of the investigation all
of the animals presented negative results by the technique
used for isnplation gf leptospires from sampies of kidney
tissue.

Intrcdugio

A reagio de soro-aglutinagdo microscdpica (SAM) é o método laboratorial mais
frequentemente empregado para d.oanosticar a leptospirose humana e animal (8, 15).
Esta técnica apresenta, no entante, ¢ incoveniente de utilizar um numero elevado de
antigenos para & triagem inicial de um mesmo soro (15, 16).

O conhecimento de que uma estirpe de Lepfospira biffexa do sorogrupo Semaranga,
denominada Patoc I apresentava grande porcentagem de reagdes cruzadas comn Soros
humanos positivos para sorotipes de leptospiras patogénicas, permitiu o enprego
desta estirpe oomo antigeno Unico em diferentes reagbes soroldgicas como a SAM, a
fixag8o de complemento, a imunoflucrescéncia indireta, a hemaglutinagio indireta e
a lise de eritrocitos sensibilizados (1). Embora tais métodos tenham se mostrado
bastante eficazes para diagndstico da leptospirose hurana, particularmente na fase
inicial da infecgio, gquando positivam mesmo antes da reagBo de aglutinaclo
microscdpica padr&o, o mesmo ndo ocorreu para soros de animais, que apresentaram um
grande nimero de resultados falso-negativos (12, 15).

Resultados promissores com sorcs de animais foram relatados por Cacchione (2) &
Cols. (1971) e Santa Rosa {12) (1978}, que empregaram, respectivamente, as amostras
saprofitas Rufino e Buenos Aires para o diagndstico da leptospirose pela
aglutinagiio microscopica. Cacchione (3) & Cols. {1972) referiram 1nclu51ve o usc da
estirpe Rufino cono antigeno para uma reacio de aglutma(;ao macroscépica em placa
para o diagndstico da leptospirose em soros de animais e Yanaguita (17) (1987)
descreveu o mesmo procedimento com a L, biffexa estirpe Buenos Aires.

Dentre as limitagBes aventadas para os testes soroldgicos que utilizam amostras
de L. biffexa como antigeno, tem sido considerada a possibilidade da ccorréneia de
resultados falsc—positivos. De fato, estando tais amostras naturalmente
distribuidas nas &guas de superficie do ambiente (10) esta condigio poderia
determinar a sensibilizagio imnoldgica dos animais que vivessem em tais locais,
Saliente-se tambén as citagBes disponiveis de isolamentos, em condigBes naturais de
L. biffexa tanto de animais (6, 10, 18), quanto de seres humanos (7); no entanto,
esta temdtica & discutivel pois Schonberg (13) (1979), apds extensa investigagio
entre suinos de diversas regifes da Alemanha, concluiu ser miito remota a
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possibilidade de que os animais pudessem ser naturalmente sensibilizados por
estirpes de leptespiras aquicolas.

Tendo em vista as perspectivas levantadas quando ao emprego da L. biffexa estirpe
Buenos Aires na reacfio de SAM aplicada ao diagndstico da leptospirose suina (4, 12)
e inclusive a sua provavel utilizacfio em prova de aglutinacio macrosodpica (17),
foi delineado o presente trabalho que teve por objetivo verificar se suinos,
criados ros moldes usuais de suinecultura intensiva, que ingerissem dgua de bebida
contaminada com L. b{ffexa estirpe Buencs Aires, apresentariam resultados
soroldgicos positivos frente a este antigeno e também para L. {nferrogans sorotipo

pomona.

Material e Métodos

Os meios de cultura, o diluente e os métodos adotados para a conduclic e
interpretagio da reagiio de SAM e da téenica das diluigbes seriadas para o
isolamento, de leptospiras, jd foram relatados em trabalho anterior (15).

Os animais utilizados foram suinos mestigos Iandrace/farge White ou Durcc
Jersey/Large White, dos quais 9 fémeas e 10 machos com reso vivo médio de 16,0
quilogramas e 64 a 74 dias de idade. Por ocasido do inicio do experimento, todos os
animais foram ndo reagentes na prova de SAM frente a uma colecdo de antigenos
composta de 21 estirpes de L. {ntewrogans e trés de L. biflexa, cuja especificagio,
34 fol referida em publicagic anterior (16}.

O indcule de L. bidfexa foi preparado camo segue: 100 mililitros de uma cultura
da estirpe Buenos Aires, com sete dias de crescimento em meio de EMJY revelando a
presenga de leptospiras ativas e auséneia de contaminantes, foram adicionados a 20
litros de 4#gua cujo pH foi acertazdo na faixa de 7,2 a 7,4 com o tampdo fosfatado
de Sorensen (8).

Esta dgua contaminada com a L. biflexa estirpe Buenos BAires foi oferecida aos
animais do respactivo grupo experimental, de forma ndo corrente em um coxo de
alvenaria com formato interno cdnecavo, localizado na parte coberta da baia. FEste
coxo foi abastecido duas vezes ao dia durante os trés primeirocs dias da
investigagso.

Os 19 suinos livres de aglutininas para as 24 estirpes de leptospiras, 3
relatadas, foram aleatoriamente dJdivididos em dois grupos, com 9 e 10 individucs
designados, respectivamente, pelas letras "A" o "B,

Os animais do grupo "B" nos trés primeiros dias da investigagio tiveram como
Unica fonte de &gua de bebida o produto experimentalmente contaminado cam a L.
biffexa estirpe Buenos Aires, conforme a descrigio anterior. Cs animais do grupo
"A" permaneceram como grupo testemanho. . )

Cada grupo expérimental teve sua baia especifica pordm ambas foram atendidas
pelos mesmos  tratadores. O controle de uma possivel contaminacgio cruzada entre os
grupos experimentais fol estabelecido através da instalagic de um pedilivio na
entrada das baias que foi diariamente abastecido com uma solugiio de iodoférmio*
1:250 volume/volume e pelo estabelecimento de uma ordem de atividades obedecendo
sempre a sequéncia "A" para "B". (Biccid Pfizer S.A.)

As ragBes utilizadas durante o experimento foram produtos comerciais comtendo os
pramctores de crescimento usualmente utilizados para ag fases de crescimentc e
engorda*. (Socil Pré-Pecudria S.A. e Cargill Agricola S5.A.) ‘

As colheitas de sangue foram executadas por pungoc da veia cava cranial (5)
sequndo a seguinte programagdo: em dias alternades entre o 12 e © 152 dia
experimental; a cada tr8s dias entre o 152 e o 392 dia da investlga}géo e
semanalmente no periodo compreendido entre o 39¢ e o 932 dia do inicio do
experimento. Cada amostra foi dessorada a sombra e o soro obtido foi armazenado a
20°C negativos até o momento do exame. ‘

Aos 93 dias da experimentaglio todos os animais foram sacrificados, sendo entdo
colhidos os rins que foram - submetidos & téenica das diluigles seriadas para o
isolamento de leptospiras (8).

O tratamento estatistico dos resultados obtidos foi realizado sequndo o teste de
Qui-quadrado (14}. O nivel de significdncia foi de 0,05.



Resultados

Na Tabela 1 s30 apresentados oS
resultados d&as provas de SAM para
a leptospircse segundc © grupo
experimental, o tipo de antigeno
utilizado e o© momento apds a
infeccdo experimental em que foi
executada a colheita de sangue.

A opservacio desta Tabela
demonstra que na diluigdo de
triagem dos sores de 1:70C os
animais dos grupos "A" e "B" ndo
apresentaram nenhuma reagio
positiva frente ao antigeno de L.

intenrnogans sorctipo pomona
durante oS 93 dias da
investigagdo. Quando s3o

cheervados os resultados cobtidos
frente ac antigeno de L. bigfexa
estirpe Buencs Aires, sdo
constatados os wvalores globais
3,33 ¢ 4,78% de resultados
positivos respectivamente, para oS
grupos “"A" e "B" os  guais
revelaramse idénticos segundo o
teste de Qui~Quadradc, com wvalor
de probabilidade de que a
diferenca chservada fosse
decorrente do acaso, situando-se
entre 30 e 50%.

A distribuigSo dos resultados
positivos para © antigeno de L.
bigfexa nos dois grupos de animais
trabalhados ndo apresentou
tendénecia de- concentragdio  em
nenhuma fase especifica dentro dos
93 dias da experimentagio.

Bos 93 dias do inicic do
experimento todos os animais foram
sacrificadcs e as tentativas de
isolamento de leptospiras em meio
de cultura a partir de amcstras de
tecido renal foram senpre
negativas. -
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Tabgla 1 - Resultados da prova de
soro-aglutinagio microscépica para
leptospirose, empregando os antigenos L.
{ntennogans scrotipc - pomona e L. biffexa
estirpe Buenos Aires segundo 2 grupo
experimental e o dia pds-infecgBo {p.i.) em
que fol realizada & colheitas ce sangue.

Simbolos: (&) = "A"™ grupo de suinos
testemunho n&o infectado; “B" grupo de
suinos cuja dgua de bebida foi

experimentalmente contaminada com L.
bigfexa estirpe Buenos Aires; (b} = I
antigeno de L. {nf@rrogans sorotipo pomona;
I1 antigeno de L. bépgfexa estirpe Buenos
Aires; (c) = Nimero resultados
positivos/ndmeros de soros examinados.

@i

Grupo BEperimental’ A B
AnkIgeno &)

pia p. i 1 11 1 1z

(hleta sangue
3¢ 099 ore o0 8/10
5% 0/9 9/3 0710 0/10
7o 0/9 /9 o/10 2/10
% 0/9 0/9  0/10 1710
11 079 0/8 0710 ©/10
139 0/9 0/9 6/10 0/10
159 0/9 0/9 0/10 1710
189 /9 o/9  6/10 /719
210 0/9 1/9 o/10 0710
249 9/9 179 0710 1710
279 0/9 0/9 o/10 ¢/10
09 0/9 0/9 o/ 0710
330 0/9 0/9 0/10  0/10
269 0/9 179 0710 4710
%0 0/9 2/9 ° O/10 0410
49 0/9 0/s /0 1710
519 /9 1/9 0/10 G/10
559 0/9 /9 o/1e 0710
659 0/9 /9 o180 0/10
720 079 0/9 o/te 0710
790 079 178 0710 0710
869 /9 0/9 o/ie 0710
939 0/3 0/% 0/10 6/10

J— (T4 T 7 (¥ B (PP VIR S Vi &

{0,00%) (3,38%) ©,008) (4,78%)

A auséncia de reaches positivas para o entigeno de L. {nferrogans sorotipe pomona
entre os animeis do grupe "B” confirma que a presenga de L. biffexa estirpe Buenos
Aires na dqua de bebida dos suinos deste grupo ndo fol capaz de induzir reagdes
soroldgicas para agquele antigeno. Esta constatagio concorda com a verificagBo do

Rottini & Cols. (11}

(1972) de gue em serem humanos tratados cou uma vacina

formalada de L. biffexa scrotipo patoc, ndo houve reatores para antigenos de L.
intensogans, bem como por Girio & Mathias (9) (1988) em cobaios experimentalmente
infectadee por quatro estirpes de L. bi{fexa.

A constatacfio de reagbes positivas para © antigenc de L. b&ﬁﬂexa estirpe Buenos
Aires em proporgdes estatisticamente iguais nos animais dos grupoes "A" e "B",

demonstra que este antigeno pode

apresentar uma margem de resultados
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falso~positivos como  inclusive J& foi encontrade outre autor {12). Esta
verificagio tampém indica que a contaminagiio da dgua de bebida cam a L. biflexa
estirpe Buenos Aires ndc fol capaz de modificar o perfil soroldgico dos componentes
do grupo "B". Talvez o poder invasor deste tipo de agente sedja muito reduzido.

0 emrego de ragbes ‘comerciais contendo antimicrobianos utilizados como
promotores de crescimento poderia tembém ser uma possivel explicagio para a
auséncia de reagtes soroldgicas entre os animais que receberam a L. biffexa estirpe
Buenos Alres através da via oral. Tal hipdtese reforca a idéia de que em condictes
naturais seria muito pouco provdvel que amostras de L. biffexa pudessem
sensibilizar o sistema imunitdrio dos animais (13).

Erbora ndo seja possivel explicar-se as razdes que determinaram a ocorréncia, em
condighes mnaturais de isolamentos de amostras de L. bdflexa tanto em humancs (7)
como em animais {6, 10, 18), parece, como referido por Schénberg (13) (1979}, que
este tipo de situagio € muito raro e nio comprarete a perspectiva do emprego de
antigencs de L. biffexa para o diagndstico da leptospirose humana e animal.

Conclusao

Suinos mantidos durante tr8s dias em ambiente cuja dgua de bebida foi
experimentalmente contaminada com L. biffexa estirpe Buenos Aires, ndo revelaram
reagbes soroldgicas para antigenos de L. biffexa estirpe Buenos Aires nem de L.
{nterrogans sorotipo pomona,
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Resumo

Procurando simplificar a sistemdtica atualmente disponivel
para o diagnédstice sorolidgico de leptospirose suine, foi
investigada a utilizagfo do antigenc de L. biffexa estirpe
Buenas Aires na reagZc de soro-aglutinacgHo microscépica,
(5AM}, aplicacda ap exame de 19 suinos, dos quais, nove
permaneceram como testemunhos (Grupo "AMW e dez foram ino-
culados pela via intraperitoneal cem uma estirpe wvirulenta
de L, {nferncgars sorotipo pomona {Grupo "8"). As colheitas
de sangue foram realizadass em dias alternados nos primeiros
13 dias da investigagZo, & cada trés dias sntre o 189 & o
399 diaz experimental e semanalmente até o 932 dia de ob-
sefvagio. Nz diluigl3io de triagem. dos soros de 1:100 os
percentuals de resultados positivos para o antigeno de L.
intek&ogaHA sorotipe pomnna foram de 00,0% (G/270) e 72,60%
{167/230), respectivamentie para 0§ grupos "A" g wgw, Quanto
ao antigeno de L. biffexa estirpe Buenns Aires as valares
observades foram de 3,38% {(7/207) & 14,34% (33/230), res-
pectivamente para os mesmos grupcs jd4 referidos. O antigeno
de - L. biffexa estirpe Buenas Aires apresentou baixe sensi-

"pilidade para diagnosticar a leptospirose através da reacio
de SAM aplicada a0 scro de suinos experimentalmente infec-
tados com L. {nferrogans sorctipe pomana diluidos na econ-
centraglio de 1:100, Ao término da investigag3c todos os
animais apresentaram resultado negativo nas provas para
isolamento de leptospiras executadas a partir de tecide
renal.

* Trabalho conduzido com apoio financeirp do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNFQ)

Rev. Microbiol., S&c Paulo, 20(1}: 62-70 , Jan. Mar. 1989,
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Sumrary

Use of the L. biffexa sfrain Buenos Aires 4or perjorming
the micrnoscopic-agglutination fest 4or ALepfospirosis in
snine experimentally infected with L. .interrogans serovar
pomona

The use of the L. biéiexa strain Buenos Aires as the anti-
gen in the microscopic agglutinating test (MAT) for the
diagnosis of leptospirosis was investigated in two experi-
mental groups of swines. The group "A" composed of nine
animals was the contrel. The group "B" composed of ten
animals  was inoculated with a virulent strain of L. .{nfea-
rogans serovar pomena by the intraperitoneal route. The
blood ceilections were done each other day during the first
15 experimental days; each three days between the 18th to
the 39th day of the investigations and weekly wuntill the
93rd day od the research. At the screening serum dilution
of 1:108 the percentage of positive reactions with the an-
tigen of serovar pomona were: (.00 {(0/207) and 72.60C
{167/230), respectively for the groups "AY" and "8". For the
same group order, with the Buenos Aires strain the results
were 3.38 (7/207) and 14.34 (33/230). The antigen of L.
biffexa strain Buenos Aires shawed low sensivity for per-
forming the diagnosis af swine leptospires by the MAY at
the serum dilution of 1:100. At the end of the investige-
tions all of the animals presented nesgative results by the
technigue used for isolation of leptospires from samples of
kidney tissue.

Introdugdo

A reagio de soro-aglutinagdo microscdpica (SAM) € aceita, internacionalmente,
como o procedimento padrdo para a confirmagdc do diagndstico da leptospirose humana
e animal (8), no entanto esta técnica tem se revelado pouco pritica, pois para o
exame de uma Unica amostra de soro sd@o utilizados pele menos 19 variantas
soroldgicas de L. {nferrnogans (15, 22).

O emprego de L. biffexa estirpe Patoc I como antigeno dnice na reagio de SAM (1)
e em outras técnicas scroldgicas (20), fol um grande avanco no sentido de
facilitar o diagndstico da leptospirose humana (8); contudo nio foram obtidos bons
resultados quando esta estirpe aquicola foi avaliada frente a sores origindrios de
animais domésticos (2, 3, 5, 14, 16).

Alguns pesquisadores (2, 3, 6, 10, 16, 23) t&n relatado resultados conflitantes
quando do exare de soros de suinos, naturalmente infectados, tendo como antigeno as
estirpes de [. biffexa dencminadas: Rufino, Sfo Paulo e Buenos Aires. Tais estudos
ndo sé se limitaram a empregar a reacio de SAM cldssica come também analisaram o
comportamento de tais antigenos em prova de agiutinacio macroscépica (4, 23), que
apresenta malores perspectivas de aplicacgio em programas de sadde animal.

Bentre as possivels explicacgBes para as discrepincias verificadas nos ensaios que
utilizaram estirpes de L. biffexa pava o diagndstico da leptospirose animal, cumpre
ser salientada a provavel influéncia da variabilidade existente nos estigios
pos-infeccio, quando da colheita das amostras de sangue.

Deste modo, © presente trabalho, teve por objetivo empregar o antigeno de L.
biflexa estirpe Buenos Aires na reagiio de SAM aplicada ao diagndstico da
leptospircse em suinos experimentalmente infectados com L. interrogans sorotipo
pomona, de modo @ possibilitar a observagdo da eficilneia da técnica diagndstica em
diferentes momentos da evolugio do processo infeccioso.
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Material e Métodos

A técnica de isolamento de leptospiras, em meio de cultura, executada foi a das
diluighes seriadas em meio de Fletcher (8) normal e acrescido de cinco-fluor-uracil
na concentragdo de 100 microgramas por mililitro {21). Os tubos foram incubados &
temperatura de 28°C com observagbes semanais em microscopia de campo  escuro,
durante um pericdo de seis semanas, ) '

A técnica de soro-aglutinagdo microscdpica (8, 15) (SaM) foi realizada com o
amprego de antigenos representados por culturas de leptospiras vivas, com cinco a
sete dias de crescimento em meio de Ellinchausen, MacCullough, Johnson e Harris
(M) (8} enriguecido com scro estéril de coelho (21). A diluigdo dos soros foi a
de 1:100. O critério adotado para considerar-se um soro como reagente foi o de de
508 de. aglutinag@io. A colegic de antigenos utilizada foi gonstituida por 21
estirpes de L. {nferroggans e trés estirmes de L. biflexa, representadas pelas
seguintes variantes soroldgicas: australis, autumnalis, castellonis, bataviae,
brasiliensis, butembo, canicola, whitcombi, cynopteri, grippotyphosa, hebdomadis,
copenhageni, icterchaemorrhagiae, Jjavanica, panama, pomona, pyorogenes, hardio,
wolffi, shermani, tarassovi, andamana, patcc, e Buenos Aires.

C diluente empregado tanto para o preparo das suspensdes de drgios camo para- a
diluicio dos soros foi representado por uma sclugio de cloreto de sddio a 0,85% com
pH 7,6, tamponado com a solucic de fosfatos de Scrensen (15). :

0 indculo utilizado para provocar a infecgio dos suinos foi o macerado de tecido
hepitico a 1,0%, peso-volume, da sétima passagem em hamster, de uma amostra
virulenta de L. .nfertogand sorctipo pomona. A observagio deste material em
micrescopia de campo escuro com aumento de 200 vezes, revelou a presenca de 30 a 40
leptospiras ativas por campo. Cada suino, receben 4,0 mililitro desta suspensdo
pela via intraperitoneal.

Os animais utilizados foram 19 suinos, mesticos, dos quais 10 machos e § fémeas,
com &4 a 74 dias de idade e peso médic de 16,0 quilogramas. Estes animais estavam
aparentemente em bom estado de satde e foram vermifugados com Levamisol na dose de
1,0 mitilitro para cada 20 quilegramas de pesc vive pela via subcutdnea.

A ragio empregada foi do tipo comercial, nas categorias de crescimento e engorda,
conforre © estigio de desenvolvimento do animal. O fornecimento de dgua de bebida
durante toda a investigacHo, foi realizado através de hebedourcs, automdticos do
tipo "chupeta”. A dgua de bebida oferecida acs animais foi proveniente de nascente
localizada no interior da propriedade.

Os 19 suinos livres de aglutininas para as 24 estirpes de leptospiras j4
relatadas foram aleatoriamente divididos em dois grupos com 9 a 10 individuos
designados, respectivamente, pelas letras "A" e "B". Os animais do grupo "A' nio
foram submetidos a nenhum tipo de inoculagiio e permaneceram oomo grupc testemnho.
Gs animais do grupo "B" foram experimentalmente inoculados pela via intraperitoneal
com a L. {nferqogans sorotipe pomrna, jA relatada.

Cada grupo experimental teve a sua baia especifica. A baia do grupo "B" distava
cerca de 500 metros da baia "A" e constituin uma instalagio isolada com a sua
propria equipe de tratadores. Estas duas baias dispunham em suas entradas de
pedilivios abastecidos diariamente com solugio de iodoformio 1:250, volume a
volume, Todas as atividades realizadas com os animais cumpriram rigorosamente - g-
sequinte sequéncia:r primeiro a baia do grupo "A'; e por.iltimo a baia do grupc “B".

Durante os primeiros 15 dias experimentais os animais foram submetidos ac exame
clinico individual com controle térmico, duas vezes aoc dia. ‘

As amostras de sangue foram cobtidas por pung@o da veia cava cranial (7), conforme
0 seguinte cronograma: em dias alternados entre o terceiro e o 15¢  dia
experimental; a cada trds dias entre o 152 e o 392 dia experimental e semanalmente
entre o 392 e o 932 dia do inicio da investigagio. Cada amostra foi dessorada a
sobra, e o soro sanquineo foi armazenado a 20°C negativos até o momento do exame.

Aos 93 dias da experimentagfio todos os animais foram sacrificados e ac término da
etapa de evisceragio foi realizada a colheita dos rins. Estes drgdos foram
Amediatamente transferidos para o laboratério aonde foi executado o processamento
para isolamento de leptospiras, anteriormente especificado,

A andlise dos resultados obtidos considerou como especificidade absoluta ¢



65

percentual de resultades negativos no grupo "A", testeminho ndo infectado e como
sensibilidade abscluta o percentual de resultados positivos obtidos no grupo "BY,
experimentalmente infectado com L. infernogans sorotipe pomona. Os resultades
positivos optidos no grupe "A" foram interpretados como falsas reagbes positivas,

0 estudo do grau de associagdio entre os resultades obtidos  entre grupos fol
efetuado pelo Teste de Qui Quadrado (17). A andlise do grau de associagdo entre oS
resultados obtidos dentro de um mesmo grupo foi efetivada pelo Teste de Mc Nemar
{17). © nivel de significhncia adotado foi &e 0,05. '

Tabela 1 - Resultades da prova de Tabela 2 -~ Relac3c entre as
soro-aglutinagéc microscdpica para médias semanais deos resultados
leptospirose, empregandc os antigenos de dos exames realizados nos
L. infernogans sorotipo pomeona e L. suinos do Grupo "B*(a), segundo
bif{lexa estirpe Buenos Aires segundo o© o tipo de antigeno empregadc e
grupa experimental e o dia pds-infeccgdo a semana apds a infecgio
{p.i.) em que foi realizada 2 colheita de experimental (p.i.) em que Toil
sangue. realizada a colheita de sangue.
simbolos: (a) = "A" grups de suinecs Simbolos: (&} Grupo "B" =
testemunho nfg infectado; “B" grupo de Animais experimentalmente
suinos experimentalmente infectade via incculades com L. {nferrogans
intraperitoneal com L. {nferrogans com L. sorotipe pomona; (b} I =
inteérrogans sorotipo pomona; (b) = I Namers médio de animais
antigenc de L. d4nterrogans  sorotipo reatores pelo antigeno de L.
pomona; Il antigeno de L. biffexa estirpe Lndenrogans scrotipe pomonaj; I
Buenas Aires; {¢) = HNimero resuitados = Ndmero médie de  animais
positiveos / Niémero de soros examinados. reatores pelo antigeno de L.

bi4fexa estirpe Buenos Aires.

Grupo experirentar (@} A B

i Ib)

hrtigeno tM"Tipo de antigeno

I8 II I IT 13/ D)
Semana p. i)

oleta ve sangue

» 0/3!9’ o/9  o/10 1710 . g'gﬁ 23 ‘122'3223
e 38, .
g e R 4
% o/% 69 Sp0 110 . ;'2513'2 (13'33%’
119 0/9  ©/9  9/10  0/10 py o0 10,008)
130 0/9 079 10710 00 = 5'05 oy i
Toe /S A AN 83 Tor a0 Baan)
2/10 :
219 079 /3 10710 2710 108 g'gf a0 oot
249 o/9 179 10710 1710 e 0.0/ 6.0 o/00n)
279 o/ 0/3 10710 1710 128 YT oo
309 0/3  0/3 10/10  0/10 5e 0’0l ot lolooe)
330 0/% O/ 310 0710 5% Seor Qs 00w
3% o5 e 100 5710 L0/ 4, 25, 00%)
s 29 10710 3/10
e ore o 9510 5510 Total 19,2/96,8 (19,833}
sle 979 /9 976 31D :
See 078 0/0 9718 0710
it o/y 0/ 8410 0710
720 0/9 079 610 0,10
790 a9 19 20 1710
869 0/3  0/9  0/10 010
939 0/ 0/% 4410 110
oraic 0/207 77207 167/230 337230

©,60%) (3,38} (72,6%) (14,348)

Resultados

Durante todo o perido experimental nfic houve nenmma diferenga de comportamento
clinico entre os dois grupos de animais estudados.
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Ne Tabela 1, s@io apresentados os resultados das provas de SAM para a leptospirose
sequndo © grupo experiwental, o tipe de antfgeno utilizado e o momento apds a
infecg@io em que foi realizada a colheita do sangue. A sua observacio demonstra que
o0s animais do grupo "A" permaneceram como nio reagentes para o antigeno de L.
{nternogans sorotipo pomona durante todo o pericde de estudo. Relativamente aos
exames realizados nos animais inoculados com L. infearogans sorctipc pamona  (Grupo
"B"}, pode-se observar a exist®ncia de resnltados positivos frente ao antigenc
homSlogo ao utilizado para a infecglo experimental j4 no quinto dia pds-infeccdo
{p.i.}).

Os resultados obtidos para o grupo "B* aquando do emprego do antigenc de L.
biffexa estirpe Buencs Aires revelam a existfncia de reagtes positivas j& no
terceiro e quinto dia p.i., portanto mais precoces do que aqueles observados com o
antigeno: homdlogo ao utilizado na infecciic experimental. No sétimo dia p.i., 50%
dos animais foram reagentes. A partir de entdo as proporgles de reagles positivas
foram baixas e irregulares, constatando-se, no entanto, que no perjode compreendide
entre o 362 e o 512 dia p.i., houve uma frequéncia média de sorc reatores da ordem
de 40%. O estudo dos valores de sensibilidade obtidos para os grupos "A" e "“B",
respectivamente, de 3,38 e 14,34%, deronstra que os resultados do grupo "B" sd3io
estatisticamente diferentes daqueles encontrados para o grupo "A" (p40,01}.

Considerando-se a frequéneia de resultados negativos obtidos no grupc "A" como ©
parametro da especificidade absoluta, s3o encontrados os valores de 100,00 e de
96,61%, respectivamente, para os antigenos de L. {nfetrogans sorotipo pomona e de
L. biffexa estirpe Buencs Aires. Por outro lado, tendo como sensibilidade absoluta
a frequéncia de resultados positivos obtidos no grupe "B sdo encontrados os
valores de 72,60 e de 14,34%, respectivamente, para os antigenos de L. {nterrogans
sorotipo pamona 2 de L. biffexa estirpe Buenos Aires.

Tendo como par@metro de concordincia absoluta a soma dos acertos nos resultados
dos exames, conforme a condiclo real dos animais, previamente conhecida, (Grupos
"A" & "B") sBo obtidos os valores de 85,58 & de 53,31%, respectivamente, para os
antigenos de L. {nterrogans sorotipo pomona e de L. biflexa estirpe Buenos Aires.

QO estudo dos resultados dos exames realizados nos animais do grupo "B",
experimentalmente inoculados com L. Lntenrogans sorotipo ponona, obtidos com os
dois tipos de antigencs empregados na prova de SAM, revela para a estirpe Busnos
Aires os valores de 92,06; 16,76 e 37,39%, respectivamente, para os pardmetros de
especificidade, sensibilidade e concordincia relativas. Nesta andlise, o resultado
da prova de B5AM com ¢ antigeno de L. {ntenrogans sorotipe pomona foi considerado
como padrio.

A andlise estatistica pelo Teste de Mc Nemar da associagdio entre os resultados
cbtidos no grupo *B" frente acs dois tipos de antigenos utilizados, revelou o valor
de Qui Quadrado observadc de 122,84 (p€C,001) que conduz a aceitar—se como
significante a diferenca entre os valores registrados.

A Tabela 2 apresenta a relagio entre as médias semanais dos resulados dos  exames
realizados nos animais do grupo "B", segundo ¢ tipo de antigeno empregado e a
semana pés—infecgio em que foi realizada a colheita de sangue. A observagac desta
Tabela demonstra que na primeira semana p.i., a capacidade discriminadora de
animais reatrores pela estirpe Buencs Aires foi idéntica & do sorotipo ponona. Nas
semanas  subsequentes esta  capacidade foi bastante reduzida e irregular,
verificande-se, no entanto, que no pericdo campreendido entre a sexta e a oitava
samanz p.i., o poder discriminador do antigeno de L. biflexa variou entre 33 e
55,3% daquele revelado pelo antigeno de L. {nternogans, préximo ao témmino do
experimento, quando a frequéncia de animais soro reatores comega a ser baixa,
inclusive para o antigeno de L. {ntertogans, houve ocasides esporadicas, oome na
122 semana p.i., em que a eficiéneia diagndstica do antigeno de L. biffexa atingiu
50% daquela revelada pelo antigeno de L. internogans,

A Tabela 3 relacioma os resultados dos exsmes dos animais do grupo 'BY,
experimentalmente infectados com L. {nferrogans sorotipo. ponona, sequndo o animal,
O tipo de antigeno e a data p.i., em que foi constatada a primeira e a Gdltima
reacdc positiva. A sua observacfio, demonstra que dos 10 animais experimentalmente
infectados com L. {aferrrogans sorotipo pomrora, nove apresentaram pele menos uma
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Tabela 3 - Dia pés-infecgZo (p.i.) em Tabela 4 - Resultados das provas de
que foi constatada s primeira = a dltima sgro-aglutinagio microscdpica para a
reacgdo positiva na prova de leptospirose em suinps do  grupo "B"(a)
sgro-aglutinaglo microscopica para segundo o nimerc do animal e o antigeno
leptospirose em suinos experimentalmente utilizado.

infectadas com L. £fnfernrogans scrotipo  Simboles: (a) =  Grupe de  animais
pomana, ssgundo o ndmero do animal e o experimentalmente com L. iﬂiﬂt&ogaﬂa
antigeno wtilizado. scrotipo pomona; (b) I = Antigeno de L.
simbolos: (a) I = Antigenos L. nferarggans scrotipo pomona; (¢} II =
{ntennogans sorotipo pomana; (b)Y II =  Antigeno de L. bdiglexa estirpe Buenos
antigeno L. bdiflexa estirpe Buencs  Ajres; (d) = Nimerc resultados positivos
Airesy (c) ... = Animal n3c reagiu sobre ¢ total de exames realizados.

frente ag antigeno indicado em nenhuma
das colheitas realizadas.

Antigeno

{b} (c}
o I i1
Condigio pia pds~infecgdo L ‘
: it 452 20/238)  (86,958) 5723 (21,73%)
ntLgert - . b s 964 16723 (69,568}  4/23 (17,393}
I% Reagao positiva Reagao positiva 966 16/23 {69,563 ) 6/23 (26,088}
W do Animal 1 (@) 11 (1) b4 iz 994 17/23 {13,918 2/23 (8,692}
397 16/23 69,5683 3/23  (13,04%)
952 79 7% 939 449 984 18/23 (69,568} .4/23 {17,39%)
964 7o 9 64 &de 1010 10/23 (43,47%) "!_/’23 {4,34%).
966 119 e 7w 519 1019 21/23 (91,30%)  4/23 ..(17,39%)
994 119 369 539 a30 1025 16/23 (69,56%)  4/23 {17,39%}
- 997 7 7° S8 449 1030 19722 (82,608} 4723 (17,393}
984 % 359 729 799 ~= -
1910 11 399 399 3% Midia 18,7723 {72,808} 3,3/23 (14,343)
1019 59 G, 239
1025 99 ) 649 449
1050 7 70 728 519
Média 8,2 6,8 72,0 54,3
tiediana 7 7 72 44

reagiio positiva durante todo o pericdo experimental frente ao antigenc de L.
biffexa estirpe Buenos Aires. Apenas o animal de ne 1019 foi ndo reagente para o
antigeno de L. biffexa nos exames realizados durante os 93 dias de experimentacio.

Ainda na Tabela 3 pode-se depreender que o primeire resultado positivo
demonstrade pelo antigeno de L. biffexa estirpe Buencs Aires em 30% dos casos foi
mais precoce, do que agquele obhservado pelo antigeno de . inferrogans {animais de
mimeros 964, 966 e 1025). A mediana dos dias apds infecg8So em que se constatou a
{iltima reaclo positiva para o antigeno de L. interrogans foi de 72 dias e para ©
antigeno de L. biffexa de 44 dias.

A Tabela 4 registra os resultados das provas SAM para leptospirose nos animais
experimentalmente infectados com o sorotipo pomena (Grupo "B®) segundo o mimero do
animal e o antigeno utilizado. Pode-se constatar gque enquantc a nédia de
positividade para o antigeno de L. interrogans foi de 72,6%, para o antigeno de L.
bijfexa foi de 14,34% O animal de nimero 1010 fol quem apresentou wmenor proporgio
de resultados positivos frente a dois antigenos com valores de 43,47 e 4,34%,
respectivamente para os antigenos pomona € Buenos Aires,

Brbora © antigeno Buenos Aires tenha possibilitado o diagndstico da leptospirose
em 90% dos animais experimentalmente infectados com L. {nferrogans, os resultados
obtidos am exames sucessivos de um mesmo animal, foram pouce precisoes.

Bos 93 dias do inicic do experimento todos os animais foram sacrificados e as
tentativas de isolamento de leptospiras em meio de cultura a partir de amostras de
tecide renal foram todas negativas.
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Discussio

A aaséneia de sinais clinicos nos dois grupos de suinos trabalhados demonstra que
a infecglio experimental, provocada no grupo "B* ndo determinou alteracBbes de sadde
demonstraveis com a metodologia adotada. Esta verificagBc concorda com a referd@ncia
registrada por ocutros autores (12, 13, 18, 19) de que em suinos em crescimento a
leptospirose miitas vezes assume um guadro silencioso ou inaparente. No entanto,
ndc pode ser excluida a hipdtese de que as doses de microrganismos utilizados para
o estarelecimentc da infecglc experimental tivessem sido insuficientes para
provocar um quadro com a presenga de manifestactes clinicas. Cabe também ser
considerada a possibilidade de que as koas condigBes de higiene, alimentacdc e
menejo, pudessem ter auxiliado os animais a suplantar as agbes agressivas dos
agentes -infecciosos. Ressalte-se inclusive que os antimicrobianos incluidos nas
ragbes comerciais como promotores de crescimento, pudessem ter interferide sobre as
manifestacdes clinicas da infecgdo.

A permanéncia de resultados ndo reagentes para o antigeno de L. .{nferrogaus
sorotipo pomona em todos os suinos do grupe "AY, durante o= 93 dias da
experimentacic comprova a eficiéncia da estratégia estabelecida para controlar a
introdugio e impedir a disseminag8o da leptospirose por L. . {nferrogans sorctipo
pomona no ambiente de execugdo da investigac3o. )

Apesar dos sufnos do grupe "B" nfo terem apresentando sinal clinico de
leptospirose, a presenca de anticorpes contra a L. {inferrogans sorotipo pomona
comegou a ser demonstrada j& no quinto dia pds-infecgdo (p.i.). Deve, no entanto,
ser salientado que s6 no 132 dia p.i., todos os componentes deste grupe foram
realmente caracterizados como reatores. Este periode de indugio de imunidade
sitvade entre a primeira e a segunda semana de infecgdio estd de acorde com aqueles
referidos por outros autores (12, 18) e justifica a razdo do valor da sensibilidade
absoluta cbtida com o antigeno de L. {aferrogans para os exames dos animais do
grupo “B", ter sido inferior ao de 100%. Ressalte-se também que no 44¢ dia p.i., j&
se inicia a fase de declinio nos niveis de agiutininas observados.

0 comportamento soroldgico dos animais experimentalmente inoculados com L.
{nterrogans sorotipo pomona  (Grupo "BY) permitiu a confirmacio de que a prova de
SAM com antigenos vivos ¢ ainda um bom instrumento para o diagndstico da
leptospirose em suincs, mesmo naguelas infecgBes ditas silenciosas ou inaparentes.
Através do seu emprego tendo como antigeno a L. {inferhogans sorotipo pomona e a
diluigBo de triagem dos soros no valor de 1:100, foi possivel a confirmagdo de
infecc@o em 90% dos casos no periodo compreendido entre o 132 e o 582 dia p.i.

Se na diluigio inicial dos soros, ne valor de 1:100, o antigeno de L. {nferrogans
sorotipo pamona mostrou-se  muite eficiente  para  identificar aglutininas
anti-leptospira nos animais do grupo "B", em contrapartida, nas mesmas condicdes, o
poder discriminador do antigeno de L. biffexa estirpe Buenos Aires foi
extremamente baixo.

Embora durante a primeira semana apds infeccfo o valor diagndstico do antigeno de
L. biffexa terha sido idéntico Aquele revelado pelo antigenc de L. Lntenrogans,
apresentando . inclusive em algumas oportunidades, a primeira reaclio positiva mais
cedo do que aquela verificada com o antigeno de leptospira patogénica, nos exames
subsequentes ©os resultados obtides com o antigeno de leptospira aquicola foram
maito irrequlares.

Deve no entanto ser salientado que em algumas ocasides esporddicas, com especial
destague na primeira semana pds-infeccfio e no periocdo compreendido entre o 362 e o
512 dia p.i., houve um melhor comportamento do antigeno de L. biflexa estirpe
Buenos Aires. Resultados semelhantes foram verificades por Hagiwara (11) (1979) em
cles experimentalmente infectados com L. J{nterrogans sorotipos canicola e
icterchaemorrhagiae,

Com estd bem estabelecido que & populagio dos anticorpos suscitados por um
determinado antigenc € algo extremamente dinfmico e heterogéneo, pode-se aventar a
hipStese de que algura imunegicbulina com maior avidez pelos determinantes
antigénicos existentes na L. biffexa sofresse a interferncia das concentragfes
varidveis dos demais anticorpos associados. Estudos com investigagdo seletiva da
atuagio de diferentes classes de immeglobulinas e absorcic dos soros com antigenos
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de |, biffexa cu de L. interrcgans poderfo suportar este tipo de indagagio (9).

Talvez as dlscrepancn.as verificadas entre os resultados observados pele.
diferentes autores que tam estudade o uso de antigenos de L. biffexa no dlagnostmo
da 1eptosp1rose animal (3, 4, 10, 16, 23), possam ser atribuidas ndo sé a fatores
intrinsecos relativos as técnicas utilizadas, como também a possivel variabilidade
existente no estdgio pds-infecgdo dos animais cujos soros foram examinados.

A auséncia de leptospiras no tecido renal dos dois grupos de suincs estudados por
ocasifc do 939 dia pds—infecglo, comprova que nesta oportunidade, com a metodologia
utilizada, ndo foi possivel a confirmag@io da infecgdo renal. Esta constatagao pode
ser atribuida ao possivel témminc na fase de leptospirtiria ou também pode ser
levantada a hipdtese de que a amostra de L. (niearogans sorotipo pomna incculada
nos animais do grupo "B" ndo tivesse conseguido atingir o tecido renal.

Conclustes

Os resultados cbtidos, nas condigtes em que o presente estudo fol executado,
oferecem as sequintes conclusdes:
1. O antigenn de L. biffexa estirpe Buenos Aires apresenton baixa sensibilidade
pera diagnosticar a leptospirose através de reaglc de SAM, aplicada ao soro de
suinos experimentalmente infectados com L. {nferrogans sorctipo pomona, tendo como
diluigdo inicial o valor de 1:100;
2. Erbora o antigeno de L. biﬁiexa estirpe Buenos Alres tenha apresentade, na prova
de SAM, reagbes positivas frente a soros de suinos expermentalrrente infectados com
L. interrnogans sorotipo pomona, Jj& na primeira semana pds—infecgio, nos exames
subsequentes o comportamento de tais reagbes foi muito irregular;
3. Fm soros de suinos experimentalmente infectados com L. 4{nrferrogans sorctipo
pomonza,  diluidos a 1:100, o periodo médio de reatividade imunoldégica revelado pelo
antigeno de L. biffexa estirpe Buenos Aires fol inferior aquele constatado com ¢ de
L. internogans sorotipo pomona.
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Resumwo

Avalicu-se o congelamento a -20°C e -70°C, e a liofilizacgdo
com ou sem leite desnatado com crioproteior, como ProcCessos
de preservagZoc do titulo da cultura da amostra Conn-F de
Mycopfasma gaflisepficum. 0 titulo inicial da cultura
fresca foi de 1,3 x 10% UFE per mi. A licfilizagds e o
congelamento a -20°C reduziram em mé&dia 1 log;p apds seu
procedimento. Na conservacgfo por liofilizag#o, nos volumes
de 10 e 2ml, sem crioprotetor, os titulos baixaram 2,4 e
3,0 logs,q. respectivamente, nc periodo de 360 dias. Com a
adigZc de leite em pd, os titulos cairam 2,1 e 1,4 logsqg
para os velumes de 10 e 2ml, no mesmo periodo de observa-
¢3o. O processo de liofilizag¥e, por sua vez, causou dancs
3s ¢&lulas dos micoplasmas com extravazamento de contedds
celular, observado pela microscopia eletrdnica. €@ melhor
método de conservago foi o congelamento a -70°L, gue moS-
trou a queds de titulo de apenas 0,5 10918 durante todo o
periodo experimental de 360 dias.

SwmEry

Presenvation  of strain Conn-F of Mycopfasma gallisepticum
by §reezing and Liophifization '

Culture of €onn-F strain Mycopfasma galliseplicum was sto-
red oy freezing at -20°¢C and -70°C, as well as, the lyop-
hilization with skim #silk as cryoprotective agent. The
initial title of the fresh culture was 1.3 x 108 UFC per
ml. The lyophilization and the freezing at -20°C reduced
the title in overags one lag,;. The freeze-drying in volu-
mes of 10 and 2m}l without cryoprotecter reduced the title

Rav. Microbiol., Sdo Paulo, 20(1): 71-77 , Jan./Mar. 1989.
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in 2.4 and 3.0 logsg, respectivelly, during the experimen-
tal perlod of 360 days. The addition of cryoprotetor in the
volumes of 10 and 2m) reduced the title in 2.1 and 1.2
10944, rTespectivelly. The lycphilization, as confirmed by
the eletronic microscopy, damaged the organism causing the
cells to leak its contents. The best storage method was the
freezing at -70°C which declined the title only in $.5
10910 during the same experimental period.

Introducdo

A imupizagio € um dos processos empregados no controle da Doenga Crdnica
Respiratdria das Galirhas (IXR}. Vacinas vivas produzidas com amostra de Mycopfasma
gallisepticum (M. gaflisepiicum) de baixa viruléncia, como a Comn~F tem sido
utilizada hd anos no controle da IXR (7, 23). Em granjas de poedeiras ocomerciais
com idades miltiplas, o emprego desta vacina tem reduzido perdas devido a infecgdo
pelo M. gallisepficum e auxiliado na erradicagio da DCR (12). Uma das dificuldades
associadas a produgdic e distribuigiio da vacina Conn-F de M. gaffisepticum & a
manutengdo de seu titulo infectante protetor. Desta maneira, esta vacina tem sido
produzida come uma cultura em caldo e utilizada num prazo de 24 horas apds sua
produgso (2, 10, 75). A conservacio desta amostra, em pequenos volumes, produziu
resultados varidveis quando feita a -20°C & -70°C (i, 9, 14, 16). Contudo, o
congelamento em nitrogénjc liguido tem sido o recurso utilizado na preservacic de
estoques de vdrias espécies do género (19).

A liofilizag8o € outro processo de conservagio estudado (4, 8, 16, 17, 20, 21,
24},

Neste procedimento, tem sido experimentado diferentes agentes crioprotetores para
melhorar a viabilidade do processo (20, 22). A adigio do gliceror e dimetyl
sulfoxide (IMSO) como agentes crioprotetores ndo tiveram influéneia scbre o titule
da amostra Conn-F de M. gaffiseplicusm mantida a -20°C ou ~60°C. Também, ndo houve
vantagem no uso de glicose e leite desnatado na liofilizagdo da mesma amostra no
volume de 2ml, cbservada por um periodo de 1 ano a 4°C (14).

O presente estudo objetivou comparar a liofilizagBo da amostra Conn~F de M.
gallisepticum, nos volumes de 2 a 10ml com o congelamento a -20°C e -70°C,
adicionando-se ou nZc leite em pds desnmatado oo agente  crioprotetor,
observando-se as variagBes de titules por um periodo de 360 dias e possiveis
alteragBes ultraestruturais das células ocasionadas pelo processo de liofilizagdo.

Material e Métodos

Amostra de M. gallisepticum — Fol utilizada a amostra Conn-F empregada como cultura
vacinal (2, 3,75, 7, 11, 13, 16}, com mimero de pesagens desconhecida.

Meios de culffura - Foram utilizados os meios de cultura calde e dgar Frey (6}
conforme formilagio descrita por Yoder (23).

Producdo da culfura - A amostra Conn-F de M. gallisepiicum mantida na forma
liofilizada foi reativada pela semeadura em placas de petri contendo agar Frey.
Apds cinco dias de incubagiic a 37°C em microerofilia, cinco coldnias isoladas foram
clonadas e transferidas para tubos tamanho 13 x T00mm com tampa de baquelite
rosqueadas, contendo 3ml de caldo Frey. .

O cultivo fol adaptado a esse meio de cultura através de passagens sucessivas. O
experimento fol realizado com a cultura na fase logaritmica de crescimento (1).

Crioprotetor - Na liofilizagdo foram usados 16% de leite em pds dQesnatado marca
carercial Molico (M) adicicnado em caldo de infusio de cérshro e coragdo (ICC)
(14}, Esta composicdo fol misturada em volumes iguais com as culturas de micoplasma
a serem liofilizadas.
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Distribuicdo das aliquotas - A cultura foi distribuida em série de 20 frascos de
vidro tipo penicilina para cada tratamento.

Nos experimentos que fol utilizada a liofilizagio, os volumes foram de 2 e 10ml,
enquanto que no congelamento o volume foi de 2mi.- Dos quatro.experimentos
liofilizados, em dois foi adiciomade o cricprotetor e dois sem. Nas duas formas de
congelamento ndo foi utilizado o preservante.

Liogilizagdo e congefamento - O material foi processado conforme as normas gerais
de liofilizacio e congelamento de produtos bioldgicos (19, 20).

A liofilizagio foi realizada em liofilizador da marca New Brunwick Scientific Co
Inc. "Freezer Dryer” modelo B-67 (EUA). O material permaneceu liofilizando por um
periodo de 24 e 30 horas para os volumes de 2 e T0ml, respectivamente.

0 congelamento a ~70°C foi realizado no congelador marca Reveo Inc. West
Columbia, SC. 29169 (EUA) e a —20°C num freezer vertical da marca Prosddcime.

Contagem das céfufas vidveis - A manutencio da viabilidade da cultura de M.

gaflisepticum no decorrer do experimento foi verificada pela viabilidade das
células. Utilizou-se a téenica de contagem de coldnias (20). Foi feita uma contagem
das células vidveis da cultura antes da distribuicio das aliquotas e outra
imediatamente apés os processos de liofilizagio e congelamento. Posteriormente com
15 dias de conservagdo, e a cada 30 até completar 360 dias.

As amostras foram submetidas a diluigBes decimais e, indculos de 0,04ml de cada
dllmgao, foram plagqueados en triplicata, em placas de petri contendo meio de
cultura dgar Frey. Quando o meio de cultura havia absorvido o indculo, as placas
eram invertidas e incubadas a 37°C, em microarcfilia (jarra e vela) por 5 dias (1}.

A contagem das colfnias foi feita com auxilio de microscdpio-esterooscdpio marca
Olympus em aumento de 100 vezes, e convertida em unidade formadora de colénia (UFC)
por ml da cultura (20). O mimero de coldnias contida em cada diluigo fol
convertido em logaritmo com base 10 (logig)-

Microscopin efetxbnica - Foi realizada no microscdpio eletrGnico de tansmissio da
marca Philips, EM-201, na voltagem de 80 KV. O método empregado fol a da observagido
direta da cultura. O material foi depositado em grades metdlicas com 200 "mesh"
recobertas com filme de parlddio, estabilizade por carbono. Na contrastacdo
negatlva foram utilizados os corantes: Milibdato de Bménio & 2,5%, Acetato de
Uranila & 2,0% e Fosfotungstato de Potdssio a 2%.

Resultados

O titulo da cultura fresca antes dos processos de congelamento e liofilizagio foi
de 1,3 x 10° UFC por ml. Imediatamente apds a liofilizacBic, que para efeito de
resultade foi considerado o primeiro dia, como expressa a Tabela 1, houve a redugio
media de 1 log. - No primeiro dia apds o congelamento a -70°C ndo se verificou
perda do titulo.

A verificagdo dos titulos de viabilidade foi realizadb também nos periodos de 15,
30, 60, S0, 120, 150, 180, 240, 300 e 380 dias conforme mostra a mesma Tabela e
Figura 1.

A microscopia eletrfnica de transmissdo (MET) serviu para mostrar possiveis
alteragBes nas células dos micoplasmas submetidos ao processo de liofilizagdo.
Podg—-se observar material extravazado do contetdo celular, provavelmente devido a
injiria que o processo de congelamento e/ou liofilizacgio tenha provocado (Figura
g; A cultura fresca da amostra Conn-F mostrou-se sem alteragdes celulares (Figura

A melhor visualizaglio foi cbtida quando utilizou-se na contrastagiio negativa e
Milibdato de Amfnio.
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Tabela 1 - viabilidade da amostra Conn-F de
Mycopfasma  gaffisepticum, conservada nz forma
liofilizads, com e sem crippreotetor (CR) e em
diferentes volumes, na forma congelada.
Simbolos: A = Yitulo expressc log. 4g-
Pericio e conservagio Liofilizada Cngelada
(pias) Srm (R QI8 CR S&t £ Oom (R —209C 7060
Tml 10 mb 2 mi 2 mi 2mt 2wl
0. 8,1A B, 8,1 8,1 8,1 8,1
1 7.1 7,5 6,4 7,7 7,3 8,1
15 7.0 7.3 6,5 7,7 6,8 8,1
30 7,4 7,1 6,4 7,8 6,8  B,2
& 7,1 7,3 5,2 7.6 6,2 8,2
el 1.4 1,3 6,2 7,3 6,1 8,3
120 6,2 7.1 5,7 7,3 5,9 8,3
150 6,3 7.1 5,5 7,0 5,9 8,1
180 £,5 7.2 5,5 7.1 2,6 8,0
240 6,5 7.0 5,6 7,0 2,8 8,0
300 5,7 8,1 5,2 6,7 0,6 7,8
360 5,7 6,0 5,1 6,7 0.0 7,6
Figura 1 - viabilidade da amostra Conn-F de M.
gatlisepticum concervada na forma liofilizada, com e
sem crioprotetor e em diferentes volumes, & na forma
congelada.
&—+ LIDFIL. SEM CRIGR VOL.1Gm!
=—e LIOFIL, COM CRIOP, vaL, 10m}
OO CONGEL. -20°C voL. 2ml
e—=a CONGEL. -70°C voL. 2ml
| O—C LIOFIL. SEM CRIOP, VOL_ 2ml
104 &—a LIOFIL. COM CRIOP. VOL. 2mt

£EM LOG. 10

R

AC 1 60 120 240 300 380 DIAS



Figura 2 - Cultura fresca A = 64.224X%

figura 3 - Cultura ligfilizads A = 33.858X.
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Discussio

O titulo infectante protetor da amostra Comn-F de M. gallisepiicum tem sido
proposto como sende de 107 UPRC por ml (15). No presente estudo a cultura fresca
antes dos processos de congelamento e liofilizaglio apresentcu 1,3 x 108 UFC por mi.

0 processo de liofilizacdo provocou em média, uma queda dos tltulos de 1 1c9.4
exceto o realizado em voluve de 2ml sem o cricprotetor que decresceu 2 1og.qg- g’o
periodo de 360 dias, duragio do experimento, os titulos das culturas bhaixaram 1,4 e
2,4 logs. g, quando foram liofilizados sem e com  crioprotetor, respectivvamente.
Aparentemente, a adigio do leite em pds desnatado como crioprotetor n&o
proporcionou  significativa estabilidade na manutengio dos titules na  forma
liofilizada.

Esses resultados discordam com os de outros autores {20, 22) os guais, utilizando
sacarose, glicose, DMSO e leite desnatrado como crioprotetores na liofilizagic de
diferentes microorganismos constataram boa vantagem na manutencdo dos titulos.
Entretanto, mals recentemente outres autores (14, 18) utilizando as mesmas
substdncias crioprotetoras na liofilizagBo de Mycoplasma ndo verificaram esta
vantagem, apoiando os resultados do presente trabalho. Deste modo, parece ser
necessdrio tratar o processo de liofilizagdo para este grupo de microorganismes de
maneira diferenciada, tendo em consideragdo principalmente suas carvacteristicas
ultraestruturais como a auséneia de parede celular.

Na conservacio da amostra Conn-F de M. gaflisepficum por congelamento, oS
resuitados mostraram que quando a cultura fol estocada a -20°c no volume de 2ml sem
cricprotetor, perdeu ! logyy do seu titulo nc processo de congelamentc e, mais 1
logqpn no rericdo de 90 dias. A partir de 180 dias, o titulo caiu bruscamente,
tornandc-se invidvel aos 200 dias de estocagem (Flgura 1). Por sua vez, o
congelamento realizado a —-70°C no mesmo volure € tambdm sam o crioprotetor, o
titulo permaneceu praticamente estdvel pelo pericdo de 360 dias, perdendo apenas
0,5 logyg em relagic a cultura original (Tabela 1). Estes resultados sdo
corrooora 0s por cutros autores (9, 14}).

Brbora o titulo da cultura da amostra Conn-F tivesse se mantido acima de 10°  UFC
por ml, na forms liofilizada, a microscopla eletrdnica, onde & melhor visaalizagdo
das células, foi obtida através da contrastagdo negativa pelo Molibdato de Amdnia,
mostrou que ocorreu rarefaciio citoplasmdtica com extravazamento do conteddo em
miitos microorganismos {Figura 3). Na cultura fresca n8c se observou esta alteracio
{Figura 2}. Esta contrastacfo estd de acordo com a literatura (18) que afirma ser
os processos fisicos envolvidos ne congelamento e/ou liofilizaglo os  responsdveis
pela injdria, lesando as estruturas celulares dos micrcorganismos. A morte celular
durante estes processos pode ser atribuida a recristalizacdo &e gelo intracelilar,
prolongadas exposigbes a solutos concentrados extra e intracelulares e, solugles
residuais nSo congeladas.

0Os resultados experimentais deste trabalho demonstraram que o congelamento & -70°
C foi o melhor método entre os experimentados para manter o titulo de viabilidade
da cultura da amostra Conn~-F de M. geffisepticum acima de 107 UFC por ml por um
pericdo de 360 dias. O congelamento & -20°C preservou o titulo da cultura acima
desse nivel no pericdo de 130 dias.

A liofilizacio reslizada com diferentes volumes tanrkbdn manteve os titulos acima
de 10° UFC por ml no periodo de 360 dias. Houve uma tendéncia de declinio no titulc
das amostras liofilizadas com volume de 10ml sobre as de Zml, bem como aquelas
processadas com cricprotetor scbre as gue ndc continham o preservante.
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Resumo

Isolou-se leveduras de calde de sorgo em fermentagfo natu-
ral, cecm o objetivo de se ghter microrganismos mais adegua-
dos a essa matéria prima. Foram obtidas doze amostras de
caldo da variedade Brandes. Cada amostra foi acondicionada
assepticamente em frascos esterilizados, tamponados com =z21-
goddo e incubados a 30°C. 0O caldo n#c sofreu corregdes. A
fermentacg8o das amosiras fol acompanhada diariamente através
de andlises de Brix, pH e isclamento de leveduras em meio de
4dgar malte. Considerou-se como final da fermentacfic a esta-
bilidade do Brix e do pH. Das doze amostras de sargo fer-
mentadas, foram iscladas 65 amostras de leveduras de tipss
morfoldgicos diferentes, que foram avaliadas quanto & habi-
lidade de fermentar caldo de scrgo {pH 3,0, Brix 14,0) e de
hidrolizar amido. Das 85 leveduras, 25 apresentaram bom de-
sempenho na fermentagHo, & dentre essas duas conseguiram
também hidrolizar amido. Ouas outras foram selecionadas
apenas pela capacidade de hidrolizar amidao, aventanda-se a
possibilidade de serem utilizadas em fermentacde mistas com
o objetivo de se aumentar ¢ rendimento. As 27 amostras de
leveduras selecionadas foram identificadas e distribuiram-se
am sete genéros: Canddda, Seccharomyces, Hansenulfa, Zggo-
saccharomyces, Plchia, Debaryomycss, Toaufaspora.

Sumrary

Selected yeasts from sorghum fjuices {Songhum bicofor, L.} in
naturaf Fexmentafions

Yeasts from natural fermentation of sweet serghum juice were
isolated in order to identify microorganisms well adapted to
this raw material. Twelve samples were chiained from sweet
sorghum CV Brandes and put intc sterelyed flasks under as-
septical conditions. The flasks were closed with coiton and
incubated at 30°C. The pH and Brix of the juice were not
corrected. The fermentation was monitored daily, when B8rix
and pH were determined and yeasts were isolated in malt
agar., The fermentation wes considered over when Brix and pH
values were stapilized. From the 12 samples, 65 yeasts were
selected and evaluated for their ability to ferment sterile
sweet sorghum juice {pH 3,0, Brix 14,0) and starch hydreli-
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zation. Among the 65 yeasts, 25 showed a good performance in
fermentation and two of them were also able to hydrolise
starch. Other two yeasts were selected for their amilolitic
capacity because they can be used in mixed fermentaticn in
ocrder to reach higher yields. The 27 samples of yeasts se-
lected were classified in 7 genera as follows: Candida,
Saccharomyces, Hansenula, Zygosaccharomyees, Pichia, Deba-
ayomyces, Torulaspora.

Introducio

Segundo Hawke & Col. (4), o sorgo sacarino foi reconhecide na Austrdlia come
cultura energética para_ produgdo em grande escala. Trata-se da espécie Scfzghum
bicofor, L. Pertecendo & familia poacea, apresenta caracteristicas comuns &
cana~de~agicar. Do colmo extrai-se caldo com elevado teor de agicares redutores
{cexca de 17%), de composiglo semelhante ag da cana, diferindo entretanto em alguns
aspectos: € facilmente deteriordvel, apresenta tempo de fermentagio mais longo,
presenca de Acido aconitico e maior teor de amido (3, 9). Tanto o amidec como o
dcido aconitico podem ser removidos do caldo por processos relatados na literatura
{2, 8), mas representam sempre auvento de custo na produgdo do dlcool, A literatura
cita diversos trabalhos que relatam a fermentacio alcodlica do caldo de sorgo
sacarinc, algums das gquais procuram explicar as razdes para og problemas
apontados.

Teixeira & Col. (12) constataram teores elevados de aglicares redutores no calde
do sorgo, esclarecendo, entretanto, que ndo constituem problema para a fermentacgSo
alcodlica, embora resultem em baixo rendimento para a fabricagio de agtcar.

Arauje & Col. (1) relatam ensaios de fermentaciio do caldo de sorgo, acompanhados
por 72 horas. Passadas as primeiras 48 horas, guase nd3o houve fermentacic
adicional, sendo que nas primeiras 24 horas o ndrero de células do fermento
empregado aumentouw em cerca de dez vezes, estabilizando-se a sequir. Os autores
lembram que a velocidade da fermentagfo depende diretamente do numero de células
vidveis de leveduras.

Germeck & Col. (3) citam que em fermentagles realizadas em destilarias observa-se
rendimentos mais baixos para calde de sorgo em relagdo acs de caldo-de-cana, mas
que em fermentagbes realizadas a nivel de laboratdrio as diferencas sfio menores.
Nessas condigles entretanto o tempo de fermentag@o médic obtido para caldo de sorgo
{19 horas, 35 minutos} fol bem maior que o obtide para caldo—de—cana.

A maioria dos trabalhos consultados ndo cita qual a levedura utilizada ou entdo
emprega Saccharomyees cerevisae, agente cldssico de fermentacio alcodlica. Polack &
Day (7} afirmam entretanto, cque cabe a cada pesquisador a escolha da levedura para
a fermentacdo do caldo do sorge e gue testes preliminares indicam que as amostras
usadas na fermentacdo do melago nfo sd30 muito eficazes guando usadas para caldo
de sorgo.

Procurande selecionar um agente mais eficiente, Hawke & Col. (4) avaliaram 33
leveduras procedentes de colegBes de culturas de diversos paises. Os critérios
empregados na selegio foram a eficiéncia e duragiio do processo fermentativo,
tolerfncia a temperaturas elevadas, a altas concentrages de agicar e dlcoc] &
habilidade de hidrolizar amideo e de flocular, Os mesmos autores lembram gque dois
procedimentos podem ser empregados para se selecionar leveduras para a fermentacio
de caldo de sorgo. No primeiro pode se obter leveduras com caracteristicas
desejéveis, a partir da superficie de equipamentos, como as moendas. O sequndo
seria a seleg@io de leveduras de cervejaria ou de destilaria, a partlr de colegbes
ja existentes em instituices.

Mo presente trabalho propbem-se uma terceira forma de selegio a partir da
fermentaciio natural, baseando-se no fato de que estas leveduras estariam mais
adaptadas & matéria prima, do gue as obtidas de colectes de culturas ou do que as
que ocorrem na superficie de egquipsmentos. Porissc as leveduras isoladas foram
identificadas e avaliadas quanto a sua capacidade de fermentar e em sua habilidade
em hidrolizar amido.



80
Material e Métodos

Colheu-se manualmente doze amostras de colmos de sorgo sacarine {S. bdicclox, L.y,
da variedade Brandes, cultivada na Fazenda Experimental Lageado de Botucatu, S.P. O
caldo obtido em cada ura dessas amostras, consistiu em matéria prima das
fermentagfes. Cada amostra foi acondicionada em frasco erlenmeyer de 1000ml de
capacidade previamente esterilizado. A cada frasco foi  acondicionado,
assépticamente, 500ml . de caldo de sorgo, sem correcdo. Os frascos foram incubados
a 30°C, a fermentagdo acompanhada diariamente, através de andlise de Brix, pd e
amostragem para isolamento de leveduras. Adotou-se como ponto final da fermentacdo
a estabilizagdo do Brix e pH.

O isolamento de leveduras foi feito por semeadura em placas contendo dgar malte,
incubagdo a 30°C por 72 horas. A partir das colonias iscladas foi feita. apdlise
diferencial macroscdpica, selecionandc-se as colonias quanto & forma, aspscto, cor
e tamanho. .

0s tipos morfologicamente representativos foram repicados em caldo de purificacio
(6}, incubagic a 30°C por 72 horas. Remlizou~se nova semeadura em placas contendo
dgar malte, com a finalidade de se confirmar az pureza das colcnias. As mesmas foram
repicadas e estocadas em tubos inclinados com o mesmo meioc de cultivo.

Para avaliagdio da atividade fermentativa das leveduras isoladas, o caldo de sorgo
foi dilyido a Brix 14, ajustado a pH 3,0 com HpS04 e distribuido em tubos de ensaic
contendo tubos de Duhram. Os tubos foram inoculados com cultura pura e incubados a
30°C por 72 horas. A velocidade de fermentagiio foi avaliada pela formacdio de gas no
interior dos tubos de Duhram, considerando-se muito rdpidas (+r) as que ¢ faziam em
menos de 24 h; rdpidas {r) entre 24 e 48h e lentas com mais de 48 horas.

A habilidade de hidrolizar amido foi avaliada semeando-se as amostras de
leveduras em placas de &gar malte contendo 0,02% de amido (p/v). Amildiise foi
constatada pela formagio de halos e contraste com lugol.

As leveduras que demonstraram bom desempenho na fermentagiic ou habilidade de
hidrolizar amide, foram identificadas segundo métodos preconizados por Kreger-van
Rij (1984).

Figura 1 - Repressntaglo grdfica de fermentacdo natural das amostras 1, 2
e 3 de caldo de sorgo sacarino.

Simbolos: —— = Brix; --- = pH: @ = Pontos de isclamento de leveduras.
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Figura 2 - Representac8o grdfica de fermentagfo natural das amostras 4, 5
e 6 de calido de sorge sacarino.
Simbolos: — =

B8rix; ---= pH; @ = Pontos de isnlamento de leveduras.
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Figura 3 - Representacgfio gréfica de fermentagfo natural das amostras 7, 8
9 de caldo de sorge sacarino.

Simboles: = Brix; --- pH; @ = Pontos de isolamento de leveduras.
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Resultados e Discussdo

As doze amostras de caldo de sorgo submetidas a fermentagSo natural estdo
representadas nos graficos de 1 a 12 nas Figuras 1, 2, 3 e 4. As leveQuras
isoladas e selecionadas estfio representadas por siglas que assinalam ¢ momentoc em
que foram detectadas. Constam ainda dos graficos os valores obtidos para Brix e-pH.
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Figura &4 - Representag@o grdfica de fermentac#io natural das amosiras iG,
11 e 12 c¢e caldo de sorgo sacarino.

Simboles: . = Brix; --- pH; ® = Pontos de isnlamento de leveduras.
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As fermentacfes apresentaram o perfil usual, caracterizado pela queda do Brix e
aurento de acidez. Expresso em valores wédios, o Brix inicial foi de 15,5°, cainde
para 8,5 ° ao final da fermentacio. Observa-se entretanto nos grificos que compSem
as Figuras de 1 a ¢, que a velocidade de consumo dos aglicares, representada pela
queda G0 Brix, nZo fol a mesma para todas as amostras em fermentacio, mesmo em
Cas0s em que ocorreu selegio de grande nUmero de leveduras. Assim, a amostra ]
(Figura 1) e a 8 (Figura 3) representaram no finzl da fermentag&o, declinic dJde
apenas 0,5°B. A fermentacBo da amostra 1 entretanto permitiu o isclamento de 12
amostras de leveduras de tipo morfoldgico diferente, enquanto que a amostra 8, de
apenas 4. Por outro lado ocorreram femmentacfes como o da amostra 2 (Figura 1}, 6
{Figura 2}, 7 e 9 {Figura 3) e 10 {Figura 4}, onde a queda do Brix chegox a 10
unidades. Em algumas dessas o tempo de fermentacdo, wedido pela estabilidade do
Brix e pH, foi curto, em se tratando de caldo de sorgo. Por outro lado, nessas
fermentagdes mais rédpidas, muitas vezes as leveduras ndo foram as que exibiram as
melhores caracteristicas em avaliagiio isolada, apontando para fatores outros como
sinergismo, nimero -de c<élulas vidveis, e adaptaciio ao meio. Im geral a quada do
Brix fol mais rdpida a partir de pH 4,0, normalmente apontade na literatura (10}
come limite do crescimento de leveduras,

0 Brix residual manteve-se alto nas 12 amostras fermentadas (valor médio de 8,5°
B), fato esse concordante com o relatade por Silva & Col. {11}, como sendo comum em
fermentacio de caldo de sorgo, onde, segundo os mesmes aurores, ndo se cbteve Brix
final abaixo de 5,0°.

As amostras apresentaram tempo de fermentacdo varidvel, algumas curtas como a 46
(Figura 2) com pouco mais de 24 horas, outras mais longas, com 6 a 8 dias de
duragBo. Considerando-se o critéric adotado, o tempe médic de fermentacio obtido
{158 horas) fol mais longo do que o relatado por Germeck & Col. (13), que obtiveram
13 horas e 35 minutos para processos fermentativos conduzidos em laboratdrio, porém
com inoculagio de fermento. )

Araujo & Col. (1) relatam que ndo foi observada fermentagio subsequente as
primeiras 24 horas, em que a intensa waltiplicagio celular acarretou fermentacio
vigorosa. Os ensaios foram realizados com inocculagio de fermento. No presente
trabalho, ao contrdric do relatado por estes autores, nas primeiras 24 horas a
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fermentagdc fol senpre pouco Tabela T - Leveduras iscladas de caldo de
intensa, e em algumas amostras a sorgo em fermentag8o natural e selecionadas
fermentagiio  vigorosa ocorren por seu desempenho quantc a fermentaglo e
somente apds 72 horas  da nidrélise de amido.
incubacdc; outras amostras nao Simbolos: * = Conforme os grdficos das Figuras
chegaram a apresentar essa fase, 1 a 4; *¥* = Conforme Kreger-vanrij (1984); r =
mesmo sendo passadas 192 horas, Rdpida; +r = Muito répida; + = Positiva; - =
sendo Justamente aquelas, comoe Negativa.
as 1 e 8 (Piguras 1 e 3), que
apresentaram Brix residual
elevado. ) _ Sigla* Ievedura** Fermentachc Hidrdlise
Relacionado-se Brix  residual de amide

com o tempo de (fermentacio, 11 Sacchatomyees cereyvisiae r -
ohserva-se que, algumas vezes, T4 Piehin faninesa T -
fermentagdes nais longas I ;’j’cdtf“ B - *

N - s i . iS i AT (Resd r +
resultaram em maior eficiéncia T 7a fandida s;ﬁ r M
no consume  3os agﬁcares do que 3 B2 Zygq.s_aauizaiumgcu fesmzntatd -1 -
fermentagies mais curtas, I Zc Si:‘i}j,ﬁi f,,ﬂm i .
provavelmente por significarem II 2 Hamsenufla pefymeipha r -
wma "lag fase". v la  Haumseuufa gnemata T _

. v b Cawdida sy r -
Nos processos — fermentativos W 2b  Candida heradonii .

isolou-se 65 amostras de IV do Hanseaufa bimwndalls T -
leveduras, que foram v g Caidida sitvieoia - -
posteriormente  submetidas  a e Condida kefu L £ -

T - v Saccharemyees ceagvisiae +r
avaliacio quanto a rapidez com v 3 Tygesacchaiomyces Aouxid o +
que fermentavam o caldo de VI 1 Cand{da stelatia +r -

: . VI 2 Saccharemyces cerevisiae +r -
s0rgo padronlzado‘ Apenas VI3 Saccharomyees ex{guns 5o -
aquelas due se apresentavam COmO VI 4 Debanyomyees hansandd o -
miito répidas e rdpidas nto a vi 7 Tonutaspora dedbrugchil r -
£ p_ﬁ - P 1 qua'da VIE 1 Iygosaccharemygees Gésperus +r -

ermentacao, Ioram sSeleclonadas. Ixa Handeaula pefymonpha r -
Ressalta—se gque as leveduras com X1 Snechanomyees oxd +T -
melhor des o fermentativo X2 Plokde atehellsid r -
empeni A2 Candida stzliatn - -

foram iscladas principalmente da
amostra 4 (Pigura Z).

Outro critério adotado fol a
capacidade amilolitica, tendo
sido isoladas quatro amostras de leveduras, duas das quais apresentando também
metabolismo fermentativo. Dessas, trés foram iscladas da amostra 1 de caldo.

2As leveduras restantes, com fermentacio lenta ou nula foram isoladas perto do
ponto final das fermentagles.

Na Tabela ! encontram—se relacionadas as 27 awostras de leveduras selecionadas e
identificadas, com as siglas que permitem sua localizaglo nos grdfices das Figuras
de 1 a 4. Observa—se que, pelos critérics adotados, a fermentacdo natural de caldo
de sorgo permitiu selecionar 40% dos microrganismos isolados.

As 27 amostras de leveduras foram distribuidas em sete géneros, com predominéncia
de Candida, Saccharomyces e Hansenufe.

Dos géneros e espécies encontradas nas dez fermentages naturais de caldo de
sorgo sacarino, Saccharomyces spp e Zygosaccharomyces spp podem ser considerados
como  alcoogenicas. Os demais génercs podem produzir dlceol, mas geralmente
caracterizam-se por produzir produtos metabdlicos tals como &cidos orgénicos e
dsteres. Assim é, que a porcentagen de leveduras potencialmente aproveitdveis cal
para cerca de 20%, considerando-se as amiloliticas. Salienta-se todavia que ¢
resultado nZo deve ser consideradc desanimador antes da  avaliagHo  destes
microrganismos em fermentagbes alcdolicas  controladas. Entre  esses 20%
consideradcs, estdo trés amostras de Saccharomyces cerevisdiae, espécie citada por
" Hawke & Col. (4) como S. chevafierd,de bom desempenho fermentativo. resistente a
temperaturas elevadas {(até 39°C), osmofilica, fleculante e com bom rendimento
alcdolico.

Contra levedura que merece atencdo, por sua acdo amilolitica, é Piehda fardinosa,
excluindo-se sua atuscdo como fermentativa e que poderd vir a ser avaliada em
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fermentacdes mistas.

Todas essas leveduras isoladas comprovaram sua adaptagic ac caldo de sorgo,
através da fermentagio em tubos.

Pelos resultados obtidos conclui-se que a fermentagio natural revelou-se boa
fonte para a obtengiic de leveduras, embora para caldo de mesma variedade os
resultados sejam bastante distinteos. Das 65 amostras de leveduras isoladas, 42%
apresentaram bom desempenho nas caracteristicas avaliadas e 20% com potencial para
uso em fermentagdes alcdolicas. :

Agradecimentos

A0 Eng® Agre Ciro Antonio Rosolém, pela colaboragiio prestada na obtencio dos
colmos de sorgo da variedade Brandes.

Referéncias Bibliograficas

1. Aranjo, N.Q.; Castro, H.F. & Visconti, A.L.S. Sorgo - Matéria prima renovdvel
para producBo de etanol na eéscalada energética nacional. Brasil Agucareiro,
90(2}):23-41, 1977.

2. Chen, J.C.P. -~ Can sugar be made out of sweet sorghum? The Sugar Journal,
44(6):18, 1981. .

3. Germeck, H.A.; Sturiocn, A.C. & Sanquinio, A. - Ensalos com sorgo visande a
producBo de etanol. Piracicaba — SP - Conger S.A. Equiparentos e Processos —
Departamento Técnice, 1981. 34p. (mimeo).

4. Hawke, S.J.; Panter, C.; Hayes, M. & Nguyen, M.H. - Selection of vyeasts for
fermentation of sweet sorghum juice to alcchol. Food Technology in Australia,
35(3):123-125, 1983.

5. Kreger-van Rij, N.J.W. - The Yessts a taxoncmic study. Elsevier, Amsterdam, 32
ed., 1082p. 1984,

6. Neder, R.N. - Introduclic a Microbiologia, Piracicaba -~ SP, 1968. FEdit.
Instituto Zimotécnico "Prof. Jayme Rocha de Almeida”. ESALQ- USP. 118p. {(mimec)
s/4d. .

7. Polak, J.A. & Day, D.F. — Ethanol from sweet sorghum. The Sugar Journal,
43(3):25-7, 1980.

8. Rolz, C. - Conceptos sobre la biotransformacion de azucares a  etanol
combustible. Intercifncia, 7(3):153-62, 1982,

9. Berra, G.E. - Algumas consideracbes sobre as possibilidades de matérias-primas
para a produciic de dlcool etilico. Brasil Aqucareiro, 87(3):4-51, 1976.

10. Sharf, J.M. - Exame microbioldgico de alimentos. S&c Paulo, Poligono, 257p.
1972,

1%, 8iiva, J.G.; Serra, G.E.; Moreira, J.R. & Gongalves, J.C. -~ Balango energético
cultural da produgiic de dlcool etilico de cana—de-agicar, mandioca e sorgo
sacarino - fase agricola e industrial. Brasil Acucareiro, 88(6):8-21, 1976. ]

12. Teixeira, C.G.; Purchio, M.J.; Menezes, T.J.B.; Sales, A.M.; lamo, P. &
Arakaki, T. - Produghic de &lcool etilico de sorgo sacarino. In: Anais do I
Simpdsio Brasileiro do Sorgo, p.99-104, Brasilia, marcc de 1977.



85

CITOLOGIA DAS ESTRUTURAS LEVEDURIFORMES DE BEAUVERIA BAS-
SIANA EM MEIOS DE CULTURA LIQUIDOS E NA HEMOLINFA DE SPO-
DOPTERA FRUGIPERDA

Elza Aurea de Luna-Alves Lima

EMBRAPA/CENARGEN e BIOTEC e . N
Recebido para amn
Dept? de Micologia/UFPE para publicagio em 17/06/88

& Myrian Silvana Tigano

EMBRAPA/CENARGEN e BIOTEC
{aboratdéric de Controle Bioldgico
Caixa Pastal 102372

70770 BRASILIA OF, BRASIL

ResEns

A linhagem seivagem CG, de Beauverdia bassiana foi estudada
em guatro meics de cultura ligquicos diferentes, sob agitagZc
cantinua. Em meios de culturas submersa, este fungo produz
estruturas vegetativas gue funcionam como unidade de fTepro-
dugc e que s3o denominadas de hlastosporgs, corpos hifals
ou estruturas leveduriformes. Estudes citoldgicos indicam
que estas estruturas se originam a partir da germinacdo de
conidios nas primeiras 16 horas apdés 2 inoculag3on, ou da
diferenciagsic hifal, em cultura de mais de 72 horas. As
mesmas variam de forma, tamanho e condigfo nuclear durante
as observagfes. A freguéncia varia em todos os meios. Foi
verificada a presenga das estruturas leveduriformes em lar-
vas de Spodopteka frauaipenda gquando infectada por conidios
desta linhagem.

Sumary

Cytology of the yeast-Like structures of Beauveria bassiana
in dﬁiquid media and in the hemofymph of Spodopiera frugi-
pex

The wild strain of Beauveriq bassiana CG,, was studled in
four different liguid culture media under continous agita-
tion. In submerse culture media this fungus produce vegela-
tive structures which functions as reproductive units that
are named blastospores, hyphal bodies or yeast-like struc-
tures. Cytological studies indicated thati they originate
from conidia germination at the first sixteen hours after
inoeculation, or from hyphal differenciation in more than 72
hours. These structures varied in fors, size and nuclear
condition during the observation. The frequency agf the
structures varied in all media. It was verified the presence
of yeast-like structures in the hemolimph of Spodcptana
frugipenda larvae, while infected by caonidia of this strain.

Rav. Microbiol., Sio Paulo, 20(1): 85-%4 , Jan./Mar. 1989.
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Introducdo

Beauverda baasiand {Bals.) Vuill. é um Deutercmycotina entomopategénico que causa
epizootia em populagdes de diversas espdcies de insetos responsdveis por danos &s
plantagles de soja, banana, caupi, cacau e outros (2). A patogenicidade desse fungo
é comprovada contra Diatraea saccharalis, Nezara uvinidula (2, 34), Castnia Licus
(23), Cosmopolifes sondidus (24), Deodis ffavopicia (5) e Atta sexdens aubropi{Losa
{3).

Esse fungo, assim como outros  entomopatogénicos, produzem  estruturas
leveduriformes em cultura submersa e na hemolinfa do  inseto hospedeiro. Nas
espécies dos géneros Beauwverda, Metarhizium, Sorosporelia, Tolypocladium e
Venddieillium, essas estruturas sdo frequentemente chamadas de blastosporos (11, 12,
13, 26), enguanto nas espécies dos géneros Condidiobolus, Culicinomyces,
Entomophthora e Nomurgea sio denominadas de corpos hifais (10, 16, 17, 19). Fmbora
essas  estruturas tenham sido relatadas, a sua fongic ndo estd  totalmente
esclarecida, comc também a sua atuagSio na hemolinfa, antes da morte do inseto. Elas
tém relagfo com o medo de infestacdo e com a sua producio, am virtude de facilitar
& disseminacBio dentro do imsetc (12). SHo produzidas com facilidade em cultura
submersa, contém mais nutrientes do que os conidios por issc t8m sido sugeridas
para aplicagio em massa do fungo como agente de controle biocldgico (9).

Para algumas espécies de fungos entomopatog@nicos as estruturas  leveduriformes
sdo citadas como propagulos infecciosos em insetos, assim come os confdios (1, 9,
30). "

Estudos sobre a produgiio dessas estruturas +8m sido realizados em diversas
espécies de fungos entomopatogénicos, principalmente no que se refere & relacic com
o5 carponentes do meio de cultura (6, 7). No entanto, estudos relativos 3 citologia
desse fungo tém sido negligenciados.

O presente trabalho tem por objetivo investigar, a origem e a condicio nuclear de
estruturas leveduriformes, em B. bassiana em diferentes meios de cultura liquides e
na hemolinfa de lagartas de Spodopfera {rugipeada.

Material e Metodos

Linhagem - A lirhagem OG; de B. bassiana isolada de Deodis pdavopicta, obtida da
colegiico de cultura do CENARGEN FE BIOTECNOLCGIA, estd sendc conservada em trds
processos de preservagio: nitrogénio liquide, dgua destilada e Slec mineral.

Meios de cullura - Meio minimo liquido (MML): NaNOy 6g, NaHyPOy 1,59, ZnsS0x 0.,01g,

KCl 0,59, MgS047H,0 0,5g, FeSO4 0,01g, glicose 18(3- PH 6,5. Meio complexo Xiquido

(MCL). As substéincias acima mencionadas foram acrescidas de caseina hidrolizada
(Merck} 1,3g, solugdc de dcido nucleico hidrolizado Tml e solugdo de vitaminas tml.
pH 6.5, Meic GSabourand (SAB): peptcna 10y, dextrose 40g, d&gar 15g. pH 6.5.
Sabouraud liquido (SABL): SAB sem o dgar. Meio milhocina Addmek (1), (ML): Melhaco
de milho {Refinagbes de Milho Brasil Ltda) 30ml, glicose 40y, sxtrato de levedura
40g, pH 8 corrigido com KOH. Todos os meios Foram autoclavados a 121°C  Qurante 20
minutos.

Solugdo de deido nuefeice de fevedura hidrofizado - SolugBic a) Adcido nucleico de
levedura (Merck) 2g. dissclvidas em 15ml de NaOH 1N; sclucdio b) deido nmucleico de
levedura 2g, disscolvidas em 15ml de HCL 1N. Procedimento: As solugbes a ¢ b foram
aquecidas em banho-maria durante 20 minutos e, em sequida misturadas. pH corrigido
para 6,0. A mistura foi filtrada e o volume foi complementade para 40ml e estocada
em frasco escurc, em refrigerador, sob clorofdrmio.

Sefugdo de vitaminas - Acido nicotinico e riboflavina 100mg, &dcide paminobenzdico
10mg, . piridoxina e tiamina S0mg, biotina 0,2mg. As substincias foram adicionados
100ml de dgua destilada autoclavada. A sclugdo foi aquecida a 90°C, por 20 minutos,
conservada em frasco escuro e guardada no refrigerador, ‘sob cloroférmio.
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Preparagdo de indculos - Conidios de 7 dias, em SAB, foram suspensos em "Tween" 80
(0,13 wv/v). 10mi dessa suspensdo foram colocados em Erlenpeyer de 250ml, com 40ml

de ML. Incubagic a 25°C, em agitag@io continua. As observagles foram feitas em
intervalos de tempo de O, 12, 16, 24, 36, 48, 8C, 72, B4 e 96 horas.

Inocufacdo no 4inselo - Lagartas do 3° estdgio de desenvolvimento, — este
caracterizado sequndo Parra (27}, de Spodoptera frugiperda fgram inoculadas, na
parte ventral mediana, com 0,0iml, de uma suspensdo de 1,8 x 10° conidics/mi. As
lagartas foram colocadas em copinhos de pldsticos, contendc dieta artificial, &
base de feiijdo (27). Bm pericdos determinados que variaram de 0 a 72 heras, a sua
herolinfa  foi coletada para observagio da condigao muclear das estruturas
leveduriformes, conforme técnica processada por Luna & Azevedo (21].

Coleta de hemofinfa - Foi feita in vive, através da remogdo de uma das falsas
patas, de uma lagarta. Pelo orificio a hemolinfa foi colocada sobre uma 18mina
albuminada, apds secagem em fluxo laminar, fol procedida a colcragio de HCl-Giemsa
(22).

Observaches citofdgicas - As preparagbes citoldgicas foram feitas a partir de
culturas monospdricas (20), apds crescimento em ML, ML, MCL e SABL. 0,1ml de uma
suspensdo de conidios, de cada cultura foi colocado sobre membrana de didlise,
previavente embebida em albumina e procedida a coloragdo de HCl-Giemsa {21).

Microfotogragias - Foram feitas em filme Kodak Panatomic X. 32 ASA, como o uso de
foromicroscopio Carl Zeiss e ampliadas em papel Kodabromide Fsy-

fabela 1 - frequéncia de estruturas Figura 1 - Serminagdc de conidie
levedurifeormes da linhagem £G, de originando estruturas leveduriformes. 16
Beauveria bassiana em quatra meios de  horas, crescimento em ML. Coloragic de
culturs. HMCi-Giemsa, sobre membrana de diglise.
Simholos: { - )} = Significa raras 1.200X%.

estruturas e fase micelial exuberante.

intervalo

iy LeERO

fworas)
12 o 0 o G
16 1,0 % 10y 0 u 0
24 1,2 x 162 a 0 . 3,0x1
36 1,0 x 107 1,3x 109 1,0 %102 5,0x
48 1.4 % 108 2,1 x 104 1,5 %107 5,0 x
80 3.7 % 107 3,7 x 00 1,5 x 100 2,0 %
72 5,0 x 102 - 2,8 x 167 2,0 x
84 2.0 % 108 - - N
46 - - - -

Resultados

As primeiras evidéncias de formagf@io de estruturas leveduriformes foram detectadas
as 16 horas em ML, as 24 horas em SABL e as 36 em MCL e MML. A frequéneia das
estruturas variou nos quatro meics enmpregados, conforme pode ser constatado na
Tabela 1.

ML, proporcicnou a maior frecquéneia destas estruturas e o ML a mwenor. 0 maior
pice ocorreu as 72 horas, em ML.

As cbservactes citoldgicas demonstraram gue as estruturas se formaram em todos os
meios empregados, a partir da germinagdc de conidics. A Figura 1 wmostra um tubo
germinativo que se fragmentou no ponto de insergao do conidio e deu origem a
estrutura leveduriforme, uninucleada. ¥Foi constatada a formacic de estrutura, a



88

Figura 2 - Germinag#io de cenidia, dando ‘origem a
estrutura leveduriforme. Ponto de fragmentacgio do
conidio {setas). 24 horas, crescimento em ML. Sem
coloracgdo. 1.200X.

Figura 3 - a) Germinag¥o de esirutures leveduriformes. Pento d
estrutura (seta =a). Telefase mitdtica, nuicleo sugestivo
estrutura, em fase anucleada (seta b). & )} Estruturss leveduri
(seta). Estrutura formada opor fragmentacio do segmento
Crescimentc em MML. Colorac3o de HCI-Glemsa. 1.200X.

b=

partir das 24 horas, pela emissdio de tubos germinativos polares. Essas estruturas
variaram muito de tamanho (Pigura 2). Elas se apresentaram de formato alongado, de
parede delgada. Mitoses sucessivas conferiram as  estruturas a condigio
maltinucieada. Fol wverificada maior frequidneia de estruturas binucleadas que
germinaram e deram origem a novas estruturas {Figuras 3a, b).



figura & - &) Micélic multinucleado, originado de conidios uninucleados. 48
horas. b) Estrutura germinando, nidcleg em telofase mitdtica. c) Estrutura,
yninucleada. d) Estruturas uni e binucleada em ponta de hifa tetranucleads
(seta). 72 horas. Crescimento. em MCL., Colorac3o de HCl-Giemsa, sobre
membrana de didlise. 1.200X.
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Observagdes feitas as 48 horas, em MCL mostraram conidios uninucleados que deram
origem ao micélic multinucleado que apresentou formagio de estrutura em ponta de
hifas. As estruturas eram alongadas, de terminagdes afiladas mais delgadas do que as
formadas em ML (Figuras 4a, b, ¢, d). A formagiio das estruturas foi observada entre
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Figura 5 - a} Estrutura binucleada. Hifa uni &
binucleada (seta a, bB). 72 horas. b) Proliferacg#o
micelial. Migrag#c nuclear ({seta). 84 horas.
Crescimento em MCL. Colorag8o de HCl-Giemsa sobre
memprana de didlise. 1.200X,

BosmaT,
e
ey

72 e 84 horas e ndc foram notadas nos outros meios. Apds as 84 horas a proliferagdo
micelial foi intensa, a condigiic multinucleada e a Formagio de estruturas
diminuiram. Hifas uni e binucleadas foram chservadas com mais frequéneia (Figuras
5a, b). Nesse mesmo meio (MCL), em culturas de 72 horas foram observadas estruturas
uninucleadas que se originaram a partir de tubos germinativos bipolares
retardatarios, isto é apds a diferenciagio hifal de um Gos tubos germinativos,
outro mais tardio surgiu e logo se fragmentou {Figuras 6a, b).

A formacdo de estruturas leveduriformes na hemolinfa do inseto foi verificada a
partir das 36 horas. Elas foram produzidas em grandes quantidades e variaram de
forma e tamanho. Foram observadas estruturas cilindricas, uni e binucieadas.. Elas
tarbém se apresentaram, alongadas, semelhantes aos segmentos hifais, Foram
detectadas estruturas miltinucieadas, com até sete miclecs. Nestas estruturas
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Figura & - al Formacgio de estyytura alongada,
de terminag@c afilada, parede delgada, uninucleada (seta).
b) Fformag83o de estruturas a partir de tubo germinativo
retardatdrio {seta). 72 noras. Cresscimento em MCL.
Colorac8o de HCl-Giemsa, sobre membrana de didlise.
1.200X.

alguns aspectos citoldgicos foram verificados (Figura 7 e 8). O ndcleo interfdsico
apresentou material cramatinico compacto (Figura 8a). A profase mostrou nicleos
aiongados (Figura 8b). As Figuras 7b e 8b evidenciam micleos em metafase, sugerindo
que Beauverdia bassiona tenha poucos cromossomos hapléides, em torno de quatro.
Wicleos em anafase foram facilmente visiveis, conforme mostram as Figuras 7c e 8b.
Micleos em telofase (Figuras 7d e 8d) complementaram as fases de mitose.

Piscussdo

A técnica de HCl-Giewsa empregada para estudos citoldgicos em Metarnhizium
antsopiiae (20, 21) foi adaptada satisfatoriamente para B. bassiana facilitando as
interpretagbes. Os resultados demonstraram claramente gque as  estruturas
leveduriformes apresentaram parede menos espessa do que a dos conidios. Essa
observagdo estd de acordo com os trabalhos de Reisinger & Col. (29) que
deronstraram, a-nivel de microscopia eletrénica, que os conidios té&m dupla unidade
de mepbrana, enquanto as estruturas, as quais eles denominaram de blastosporos, t&m
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unidade de membrana, semelhante’
ac  gue ocorre na parede dos
segmentos hifais. Em
consequéncia, dessa configuracfo,
as estruturas sio mais frdgeis do
que os conidios (28).

" As  cbservacdes citoldgicas
indicaram que as estruturas se
originaram a partir da germinagSo
dos conidics por fragmentacgic dJo
tubo germinativo (Figura 1) e por

germinagio das préprias
estruturas {Figura 3), nas
primeiras 24 horas. Na fase
micelial, elas se formaram em
ponta de hifas (Figura 4) cu a
partir de tubo germinativo

retardatdvio (Pigura 6).

As estruturas apresentaram com
mais frequéncia a condicdo uni e
binzcleada, em todos os meics
ampregados, durante as
cbservagdes. Esse dado facilita a
obtengiio de heterocdrio (35, 36),
e vez que a condigdo
mtinucleada poderia mascarar os
nicleos que sofreriam mutacHo.

A andlise das estruturas
leveduriformes na hemolinfa do
inseto  demonstrou que a.
atividade mitdtica foi mais
intensa, do que nas estruturas
leveduriformes eam meios de
cultura sintéticos. A condigio
multinucleada também foi ativa
nas estruturas semelhantes aos
segrentos hifais (Figuras 7 e
8). Os dados opbtidos arravés do
estudc das fases de divisdo
nuclear, principalmente o©s
nicleos sugestivos de metafase,
indicaram gque o mimerce de
crancssamo  hapldide na espéeie
B. bassiana esteja prdximo de
quatro. As investigagles também
demonstraram que a mitose
seguiu o curso normal e estdo
de acorde com os resultados
obtidos por Saksena (32), Olive

{25), Robinow (31} e Hammil

(14, 15). :
Os resultados  apresentados

nesse trabalho, tarmodém,

propriciaram um  conhecimento
mais detalhado, de um dos

figura 7 - Estruturas leveduriformes bi e
multinucleeadas. Divisdo mitdtica: nlcleo
interfdsico de material cromatinico compacto
(seta a); metafase {seta b); anafase {seta
c); telofase (seta d). 36 horas. Crescimento
na  hemclinfa de  Spodopfera  fruglperda.
sobre membrana de

Coloragdo de HCl-Giemsa,
didlise.

1.000x%.

Figura & - Estruturas leveduriformes variando
de forma, tamanho e condig#o nuclear. ferma
cilindrica longa ({seta). Ndicleo em profase

(sete a); metafase (seta b); telofase (s€ta o).
36 horas. Crescimento na hemolinfa de
Spedoptera frugipesda. Coloracdo de HCl-Giemsa,
sohre membrana de didlise. 1.800X.

aspectos do ciclo biolégico de B. bassdana relacionado & fase infectiva do fungo 1o
hospedeiro. As andlises sobre a formagic e a condicio nuclear das estruturas
leveduriformes de linhagens, em diferentes fases de crescimentc, podem auxiliar na

avaliagiio da variabilidade genética da espécie. A constatagio da rdpida

formacio

dessas estruturas em meics normalmente utilizados em laboratdrio (MCL, MML e SARL),
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asSim como a natureza da parede hifal facilitam a obtengiio de protoplastos (18,

33),

necessdrios em estudos gendticos relativos a parassexualidade e &

transformacgio fungica {4, 8).
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Resumo

Para avaliar os efeitos da mudanga de ambiente terrestire
para aqudtico sobre a micota autdctone e verificar a vali-
dade ng ambiente aqudtico, dos métodos comumente utilizados
para o isolamento de fungos no ambiente terrestre, 700 fo-
lhas recém caidas de Ficis M{crocarpa L.f. foram coleocadas
em sacos de tela de ndilon com malha de 1mm de diZmetro ¢
subMersas as margens do lago frontal do Instituto de Boté-
nica, S%o Paulo 5P. Mensailmente, de margo a setembro de
1987, retiraram-se 50 folhas para o isolamento de funges por
meic de técnicas de lavagem de discos de folhas, Iincubagdc
em meio &gar-batata-cdexirsse, maltese pentosada, ameioc com
sais inorginicos, malte-dgar, cimara dmida e liscagem com
palha de milho, celofane, ecdise de cobra, exoesgueletc de
camar3o, fios de cabelos, sementes de cinhame e sorgo. 0
restante das folhas foi colocado em aqudrios contendo dgua
esterilizada do lago para o estudo dos fungos tetrarradia-
dos. Os fungos isalades antes da submersiio como Thdichoderma
vinide pers., Mucon hiemalis wenmer, Aspergiflus nigex van
Tieghem, Cyfindrocfadium scepardum Margan, Cylindrocladium
patuwn Andersan e Affennarda edteanata (Fr.) Keissler, per-
maneceram nas folhas d2 Fdcws microearpa durante os sete
meses do experimento. verificou-se a ocorréncia de sucessfo
féngica durante a decompaosig3o das folhas, com participacdo
ativa dos fungos zoospéricos como Achlya dubfz Coker, Achlya
flageflata coker, Saprofegnia sp., Nowabowskielfa efegans
{Nowak.) Schroeter, entre ogutros, e a presenga de funges
tetrarradiados nunca citados ng Brasil. Os resultados en-
contrados indicam que as técnicas de isclamento 2 de cultive
associadas aos méiodos de iscagem podem ser utilizadeos com
&xito no isolamento de fungos em folbas submersas.

Summrary

Fungal succession on Ficus microcarpa L.f. Leaves submerged
in §rontal lake .in the Parque Estadual das Fontes do Ipi-
xanga, Sio Paulo State, Brazil

Seven hundred newly fallen leaves of Ficus microcarpa L.f.
were placed in nylon litter.bags with mesh of 1mm diameter
and submerged in a lake of the Botanical Institute of 380
Pauvle, Brazil, te study the effecis of the environmental

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 20(1}: 95-101, Jan./Mar. 1989.
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changes from soil to water on the indigensus leaf micota and
to verify the validity of the most common isplation methods
used for terrestrial systems to aguatic environments. Fifty
leaves were collected monthly for isolation of fungi by
culture techniques such as leaf disks washing and plating on
potato-dextrose-agar, maitose-pentose-agar, inarga-
fnic-salt-agar, malt-extract-agar; culture in mcist chamber,
and baiting with corn leaves, cellophane, snake skin, hemp
ang Soaghum seeds. For the observation of the tetraradiate
fungi, =& part of the 1leaf samples were incubaied in an
aquarium with aired sterilized pond water. Terrestrial fungi
as Trdchoderma vindide Pers., Mucor hiemafis Wehmer, Aspen-
gillus nigen van Tieghem, Cylindiocfadium Acoparium Morgan,
Cylindrocladium parvum Anderson and Aflfernarnia alieancia
(Fr.) Keissler isolated befgre the submergence were present
in the leaves during tne whole experiment. Zoosporic fungi
such as Achdya dubia Coker, Achfya ffageflfata Coker, Sapro-
fegnia sp. ang Nowakowskielfa efegans (Nowak) Schroetsr took
part actively on fungal succession that occurred on Fdows
micaocatpa leaves as well as the tetraradiate fungi, never
cited in Brazil before. Isolation procedures, culture met-
hods and baiting techniques, when used together, provided
good results in studies of fungasl successiocn in submerged
leaves.

Introducio

Na decomposicgio das folhas, gue constituem a maior fragico do folhedo (7)), os
fungos tém sido considerados os microrganismos de maior atividade saprdbica, tanto
no solo (13) comp na &gua (2, 33). Nos sistemas aqudticos, os fungos podem ser
responsdvels pelo amento da palatabilidade dos substratos orgénicos para os
detritivoros, dinamizando a ciclagem de nutrientes (18} ou servindo de alimento por
meio da produgdo de bicmassa (24).

As alteragbes sucessivamente surgidas nas folhas pelos processos de  decamposicio
resultam geralmente no estabelecimento de diversas comnidades de fungos no
substrate ao longo do tempo, constituindo assim, a sucessdo fungica (1%, 25, 30},

A existéncia de sucessio de fungos em folhas caidas na Aqua tem sido um processo
amplamente aceito (23, 27). As folhas senescentes apresentam uma populacio atuante
(31), que uma vez submersa, pode ser em parte, incorporada & Agua. Deste modo, as
folhas que caem na &gua poder deserpenhar o papel de fonte de nutrientes e de
indculo para o sistema (2). Verifiocou-se que os fungos incorporados & dgua por meio
das folhas, podem ser resistentes as mudangas de ambiente, porém ainda ndo se sabe
se permanecem atives na decanposicio do substrato durante longos pericdos de tempo
(1). HA dividas também sobre a funcio dos fungos terrestres adaptados & dqua e ©
seu desenpenho na sucessdo de fungos nas folhas (8).

No Brasil foram realizados estudos sobre sucessdo fungica apenas em folhas de
Licania sp. e Hoatin sp. colocadas no solo de mata tropical Gmida (19).

Ndc hd, até o presente momento, qualquer estudo scbre a sucessao de fungos em
sistema aquéticos brasileiros.

0 objetive deste estudo foli o de verificar o camportamento dos fungos existentes
nas folhas senescentes de Ficuws microcarpa L.£. diante da submersdc das folhas na
dgua e conseguentemente a verificagio da ocorréncia de sucessfo flungica no ambiente
aguatico. Além disto, o presente estudo apresentou a finalidade de verificar a
validade no ambiente agqudtico, dos métodos comumente utilizados para o isolamento
de fungos no ambiente terrestre.
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Material e Métodos

0 local escolhido para a imersdo das folhas fol o lago frontal situade no Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga, em S&c Paulo/SP. © lago é artificial e apresenta
de 5 a 6m de profundidade, superficie de 87.067m%, volume de 402.895m>, pH de 8 a 9
e temperatura média anual entre 17 e 27°C (Céiia L. Sant'Ana, commicacdo pesscal).

Foram coletadas aproximadamente 700 folhas recém-caidas de Fiews microcarpa L.E.
situadas nas margens do mesmo corpo d'agua. As folhas foram secadas ao ar livre no
laboratério, divididas em 12 amostras contendo 55 unidades e colocadas em sacos de
tela de ndilon, 10 x 20cm, com malbha de Tme de difmetro e submersas as margens do
lago, para facilitar o acesso, a uma profundidade aproximada de 10cm, para garantir
a completa imers@o das amostras. '

Mensalmente, de margo a setembro de 1987, foram retiradas 10 folhas de cinco
sacos de ndilon, num total de 50 folhas de Ficus microcaipd para @ lsolamento de
fungos por meio de técnicas como: lavagem de discos de folhas {25, 26), gue elimina
todos os propégulos aderides & limina foliar, incubagdo em meios de cultura
commente  utilizados para o isolamento de fungos terrestres, tal come
dgar-batata-dextrose ¢om rosa bengala (10, 12), maltose pentcsada (5), utilizada
para alguns fungos zoospricos, meio com sais inorginicos {30}, testado para o
crescimento de fungos imperfeitos aguédticos, e dgar-malte. Foi feita a iscagem dos
fungos zoospdricos nos discos de folhas, com paiba de milho, celofane, ecdise de
cobra, excesqueleto de camarZo, fios de cabelos, sementes de canhamo e sorgo (21},
Substratos commente utilizados para o isolamento desses fungos. Ura parte das
folhas foi colocada em aqudrio contendo dgua esterilizads do lago, para © cultive
de fungos tetrarradiados (17). As coldnias foram isoladas. em meic de
Agar-batata—dextyose Com rosa bengala (10, 12} e identificadas, sempre gque
possivel, & nivel de espécie, com auxilio de literatura pertinente (3, 4, 16, 29).

Resultados

0 e’xperimento programade para ser executade durante 12 meses, fol encerrado apds
o sétimo mds, quando as folhas em estudo encontravam-se em avangado grau de
delsintegragﬁo, de modo a impossibilitar © isolamento dos fungos por meio das
técnicas propostas.

Foram identificados 30 taxons nas folhas de Ficus michocarpa. Deste total, 16
eram fungos imperfeitos terrestres, quatro imperfeitos aquaticos, oito 200SpAricos
e dois zigomicetos, conforme mostra a Figura 1. 0Os fungos foram isolados da
sequinte maneira: os imperfeitos terrestres e zigomicetos, pela lavagem de discos
de folhas e plaqueamento em meic de dgar-batata—dextrose; os zoospdricos com
auxilio de palha de milho, celofane e excesqueleto de camardo e os tetrarradiados
por incubaciio de folhas em agudrios contendo dgua esterilizada do lago. H4 fungos
que ndo esporularam até o momento e gue continuam sendo estudados.

Nas folhas secas, antes da submersdo, foram isolados: Alfernardia sp., Aspergiflus
cfavatus Desm., Aspengillus niger van Tieghem, Cyfindrocladium scoparium Morgan,
Cyfindnocladium parvum Anderson, Fusarium poae (Peck) Wollenw., Tidichoderma viride
Hughes e Mucor higmalis Wehmer. Com excegdio de Aspergiflus niger, todos os demais
foram continuamente isoladeos ao lengo de tode o trabalho.

Fungos zoospdricos foram isolados um mds apds a submersdc dos sacos de tela de
ndilon e os mais prevalentes foram Achfya dubia Ccker, Achfya §lageffata Coker e
Saprolegnia sp., vindo a seguir Pythium sp. {(estéril) e Nowakowshielfa efegans
(Nowak.) Schroeter. Apds o estabelecimento dos fungos zoospdricos surgiram os
fungos tetrarradiados, tendo sido Lemenniera aquatica de Wild., o mais freguente,
segquido por Anguillfospora Longuissima (de Wild.) Ingold, . Lunufospora sp. e
Tetrachaetum efegans Ingold.

Alguns fungos considerados terrestres como Coffetotrichum dematium (Pers: Fries)
Grove, Epicoccum nignum Link, Fusarium tricinetum (Corda) Sacc., Pestafoiia sp. e
Sedimatosporium sp. apareceram nas folhas!apds alguns reses de submersdo.
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Figura 1 - Cocorréncia dos fungos nes folhas de Fleuws microcarpa
L.f. submersas no lago situado no Parque Estadual das Fontes do
Ipiranga, $%o0 Paulo/SP, durante o oericdo de margo a setembro de
1987.

Simbolos: © = falhas secas, antes da submersfio; @
submersas.
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Discussao

Os fungos presentes nas folhas secas resistiram & mudanca drastica de ambiente.
Fste fato foi observado anteriormente em folhas submersas em lagos italianos (27) e
havia sido objeto de discuss@io a respeito da fungBo dos fungos autdctones em folhas
submersas (23}, Esperava-se que os fungos imperfeitos terrestres ocorressem apenas
durante os estdgios iniciais de decarposicdo das folhas de Ficus microcarpa, porém
houve a colonizagdo das folhas por alguns fungos imperfeitos terrestres, alguns
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reses apds a submersfo. Segundo estudos realizados anteriormente (9), estes fungos
podem ter sido invasores provenientes do ambiente aqudtico ou podem ter estado na
folhas sob forma inativa. No presente estudo, esta dltima alternativa parece ter
sido eliminada pelo fato de ter-se vtilizado uma técnica seletiva, a de lavagem de
discos de folhas {25) que elimina todos os propagulos, organismos
oportunistas e inativos do substrato foliar. Além disto, verificou-se que 50% dos
fungos imperfeitos terrestres surgiram apds a sulwarsio das folhas. Por cutro
lado, aventou-se a possibilidade (2) destes fungos possuirem esporos inativos que
permanecer na agua até colonizarem um substrato adequade. Conclui-se que o
comportamento destes fungos ainda nfio estd devidamente esclarecido (23) e merece
estudos mals aprofundados.

Os fungos zoospdricos surgiram em grande quantidade, loge apds a ocorréncia dos
principais fungos imperfeitos terrestres. Esses fungos ocorreram conR o pouca
variabilidade de espécies, mas em grandes quantidades de individucs, o gque pode
estar associado & melhor adaptagio as condigfes da folha estudada (9, 29). Os
fungos zoospdricos, de modo geral, desapareceram muitc rapidamente apds a sua
observagio, com excecio de vdrios isolados de Achlya dubia, Achfya (lagelfaia e
Baprofegnia sp. {estéril).

Os fungos tetrarradiados t8m sido citados come os mails comuns nos estudos sobre a
micota em folhas submersas (27, 30). No entanto, nas folhas de Filcus micaocarpa,
este grupe ndo foi o mais representativo. Este fato pode ser justificado pelas
exigéneias nutricionais destes fungos e aos fatores climdticos condicionantes {22).
As diversas metodologias utilizadas pelos diferentes autores podem Justificar os
fatos observados.

Alternania sp., Aspernglffus clavatus, Aspergiffus niger, Curvulania  sp.,
Colfetotrichum sp., Fusarium sp., Penicdiflium sp., Pestalotia sp. foram isolados
anteriormente em folhas submersas de Fraxinus pennsyfvandica, Acen saccharum e
Quercus vefufina (2). Grande parte destes fungos, incluinde Cylfindrocfadium
scopanium, foi isolada em folhas e no solo brasileiro em floresta tropical dmida
(19) e cerrado (12).

A ocorréneia das espécies de Coffefotnichum dematium e Colfefotrichum oxbicularns
Arx., apds a submersio das folhas em estudo pode estar ligada & dispers&c destes
fungos que se realiza através das chuvas {32). Os fungos zoospdricos isolados nas
folhas de Fdcuws microcanpa foram citados em outros sistemas agqudticos brasileiros
(20). Nowakowskiellfa efegans foi isolado antericrmente em folhas de
Prumes Laurocercsus e Arbutus menziesid, sendo considerado um importante organismo
celulolitico {29), o que Jjustifica a sua grande ocorréneia nas iscas de palha de
milho colocadas em placas—de—petri contendo discos de folhas incubadas em dgua
destilada esterilizada.

Os fungos tetrarradiados isolados durante este estudo foram citados camo os mais
comms em folhas de Afder (14) e Typha fatigolia (15) na Inglaterra, tendo sido
encontrados t="bém nas épocas frias do outono nos Bstados Unides (1, 8).

As técnicas culturais, ocomo isolamento e plagueamento de fungos em meios de
cultura, associadas aos métodos de iscagem foram consideradas adequadas para o
estudo dos fungos terrestres {25) e também para os fungos agquaticos {28), o que foi
confirmado neste estudo, em que a utilizagdo de meio de dgar-batata-dextrose e meid
de maltose pentosada (MP-5) favoreceu o isclamento da maioria dos fungos. Os
resultados obtidos com a utilizagiio da submersfio de falhas de Ficus microcarpa no
aquério foram semelhantes aos citados por cutros autores (17}, em que 08 esporos
dos fungos tetrarradiados foram coletados na superficie da dgua.

Os dados aqui obtidos foram semelhantes aos observados em folhas de Afnus
gfutinosa submersas em lagos italianos {27) e acs de folhas de Fraxinus
pennsyfvanica,Acersaccharum e Quercus velulina (2). A resisténeia dos fungos
terrestres autdctones verificada neste estude estd de acorde com oS outros
resultados (24) que aventaram a possmllldade dos fungos terrestres participarem
ativamente na decamposigfio de folhas na dgua.

A carparacdo dos resultados deste estudo com o disponiveis na  literatura
pertinente €& dificil porgue, além de metodologias e substratos diferentes terem
sido utilizados, também fatores climdticos devem ser levados em consideracdo.
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Resimo

Foram estudadas a ineidéncia de leveduras isoladas de pacientes
com cé@ncer e submetidos & radisterapia cu & gquimioterapia e a
sensibilidade destes fungos a2 antibidticos peoliénices. De 227
desses paclentes, também com suspeita cliinicz de micose, foram
isoladas 200 cepas gue incluiam apenas espécies de Candida. C.
albicans foi a espécie de maior incidéncia (87.5%), seguindo-se
C. fropicalis (9.0%), C. parapsifosis {5.0%), C. kruwsel (4,0%),
C. guillienmondii, C. pseudotropicalis (3,0%) e C. famata
(1,0%). Em concentragBes dos antibidticos consideradas eficazes
para amostras sensiveis, todas as leveduras foram inibidas pela
nistatina (8ug/ml) e 97,4% o foram pela anfotericina B {2ug/ml)
e pela pimaricing (10pg/ml). Nessas concentragdes, 10,6% das
leveduras mostraram-se resistentes & agHo letal da nistatina,
32,6% & da anfotericina B e 38,7% & da pimaricina.

Summary

Incidence and polyene susceptibilfity of yeasts necovexed from
cancer palients undergoing antineoplasic therapy

The incidence of yeast species isclated from cancer patients
receiving radictherapy or chemotherapy and their susceptibility
to poliene antibiotics have been studied. In this study 200
strains of Cand{da species were recovered from 227 patients. C.
afbicans was the most incident specie {(87,5%), followed by C.
trepicalis (9,0%), C. parapsiforis (6,0%), C. krusei (a4.0%), C.
guitliermondil, C. pseudotropicalis (3.0%), and C. 4amata
(1.0%). For efficacious congentrations of the antidbictic for
susceptible strains, 100% of the yeasts have been inhibited by
nistatin {(8ug/ml), and 97.4% by amphotericin 8 {2ug/ml) and
pimaricin (10ug/ml). For thsse concentrations, 10.6% of the
yeasts were resistent to letal action of the nistatin, 32.7%
to amphetericin B and 38.7% to pimaricin.

Introducsio
As levedurcses representam problemaz clinico significativo, em particular guando

envolvem portadores de neoplasias malignas. Embora estes pacientes apresentem
grande propensfic & aquisicio de enfermidades por diferentes fungos, entre outros

Rev, Microbiol., S#c Paulo, 20(1):102~107, Jan./Mar. 1989.
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microrganismos, tem-se observado predominio de infecgles por Cand{da, noradamente
C. afbicans {1, 4, 8, 12).

Para tratamento dessas infecgles, encontram-se comercialmente disponiveis vérios
agentes antifingicos, incluindo antibidticos poliénicos.

Fsrudos realizados com leveduras isoladas de materiais biclégicos demonstraram
que esses antibidticos eram potentes contra a maior parte das cepas. Tais
resultados contribuiram para a car@ncia de uma pratica rotineira de antibiogramas
com agentes poliénicos e para o conceito de que existe uma incidéncia desprezivel
de leveduras resistentes. Entretanto, segunde alguns autores, es5as leveduras podem
predominar em determinada classe de pacientes, em especial nagueles com cncer e
cubretidos a tratamento antineopldsico imunossupressor (5).

O presente trabalho fol realizado com © cbhijetivo de se verificar a incidéncia de
fungos em pacientes com clncer ¢ sob radioterapia ocu quimicterapia antineopldsica e
a agsc fungistdtica e fungicida de alguns agentes poliénicos scbre esses
microrganismos "in vitro".

Material e Métodos

Pacientes ¢ amostras - As amostras submetidas a exame micoldgico foram provenientes
de 103 mulheres e 97 homens, com idade média de 44 anos, portadores de neoplasias
malignas, que se encontravan sob radioterapia ou quimioterapia, e com suspeita
cifnica de infecciio por fungo. Conforme indicag@io médica, foram examinadas
amostras de escarre, fezes, liguor, raspades de lesdo de mucosa oral e vaginal,
sangue, secrecio vaginal e uretral, e urina.

Micxonganismos - O isolamento e a identificacdio dos fungos avaiiados neste estudo,
foram realizados mediante a aplicacgiic de técnicas convencionais {13). Esses
organismos foram mantidos em dgar Sabouraud cextrose {ASD) a 30°C, com repiques
sucessivos de 24 horas.

Antibibticos pofilnicos - Anfotericina B e nistatina (5481UL/ml) e pimaricina,
foram gentilmente fornecidas sob forma de pé, respectivamente, por Squibb Industria
osfmica S/A e BYK/Procienx Indistria FarmacButica Ltda. SolugBes de reserva desses
antibiéticos foram preparadas eu dimetilsul féxido (10000ug/ml) e conservadas a 4°C
até o uso, dentrc de um prazo mixime de 7 dias.

Indeufo - A partir das leveduras mentidas em ASD, foram preparadas suspensbes

contendo, aproximadamente, 1 X 109 unidades formadoras de colbnias/ml {18) de
tampdo de fosfato pH 7,0.

Determinagdo da concentragio inibilinia minima (CIM} - FPoi utilizada técnica em
reio de dgar semi-s6lido (3), onde a anfotericina B e a nistatina foram diluidas
numa série geométrica de 0,125 a 32ug/ml e a  pimaricina numa série de 0,156 a
A0ug/ml. Apds fusdo- e esfriamento a 45°C, cada meio contendo a concentracio
adequada do antibidtico e os controles, foram vertidos em placas de Petri. Cada
placa foi inoculada com 0,01ml da suspensdo de 14 leveduras e observada apds
incubacgio a 30°C durante 24 horas. Nestas condicBes, o crescimento foi nitidamente
visivel nos meios isentos de quimicterdpico. Fol considerada CIM, a menor
concentragio do antibidtico que inibiu completamente O crescimento da levedura.

Peterminacdo da concentragdo fungicida minima (CFM) - Esta prova foi realizada em
ASD, onde foram repicadas as células que no teste anterior apresentaram inibicio de
crescimente e os cultivos controle. A leitura foi efetuada apds incubagBo a 30°C e
observaciio Ge crescimento abundante dos controles (48 horas, em média}. Fol
considerada CFM, a menor concentracdo da droga que nfo permitiu desenvolvimento do
subcultivo. .
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Tabela 1 - Espécies de Candide isoladas de pacientes com
cdncer e sob terapia antinecoplédsica.

NP e pacientes Espécies Ireidaecia {3)
154 C. afiicans 73,5
1 C. albicans, {. famata, C. geillictmondii O:S
1 C. albicans, €. famata, C. Eropdentds 0,5
4 C. albicans, C. quilticamondis 2,0
5 C. afbicans, . bsused 2,5
4 C. afbicans, C. parapsifosis 2'0
6 C. adbicans, . tropinadis 30
3 €. gullfdermondil, €. poeudetrnepicatis 0,5
3 . hrused 1,5
7 C. parapsilosis 3:5
1 C. panapsiotosds, C. péeudetropieadis,
C. trepicaids 0,3
3 C. pseudetrepicalis 1,5
1 C. pseudotropicalis, C. trepicatis 0'5
9 O faepdleaddis 4:5

Resultados

Embora tenham sido empregadas técnicas classicamente utilizadas em laboratdrio
para o isolamento dJde bolores e de leveduras, durante o periodo de 24 meses de
durag@o deste estudo foram isoladas 227 cepas, que incluiam apenas espécies de
Candida, a partir de 200 pacientes com cincer e submetidos & radioterapia ou &
quimioterapia. C. afbicans foi isolada mais freguentemente, representando 77,1% do
total de leveduras e incidiu em 87,5% dos pacientes. C. Zropdcaldis fol a segunda em
incidéneia  (9%), seguida de (. parapsdfosdis  (6%) e, em menor proporgac, de C.
khrused (4%). C. guillienmondii = C. pseudotropicalis apresentaram uma mesma
incidéncia (3%}, porém, L. guiflfiermondii, assim como C. famate (1%}, fol isolada
apenas de pacientes gue albergavam mais de uma espécie de levedura (Tabela 1).

02 resultados das provas de sensibilidade, executadas com os isolamentos clinicos
frente acs agentes peoliénicos, encontram—se nas Tabelas 2 a 4. A anfotericina B, na
concentracio de 2ug/inl., exerceu agdo fungistdtica e Ffungicida, respectivamente,
schre 97,3% e 67,4% das leveduras. A inibicdo do crescimento de 6 amostras de (.
atbicans somente ocorren em concentragtes >8ug/ml. Todas as cepas de C. famata e de
C. parapsiolosdis, 50% das de C. krusel e 78% das de €. Znoplcalis foram resistentes
a 2ug/ml, letal para a mailoria das outras leveduras.

Na concentragic de 8ug/mi, a nistatina inibiu o crescimento de todas as leveduras
e fol letal para 89,4%. Para as amostras restantes, esta dltima agio fol exercida
em concentragdes >16ug/ml.

A pimaricina, na concentragdo de 10ug/ml, foli Ffungistitica para 97,3% das
leveduras e letal para 61,2%. .

Considerando~se oS valores de CIM ou de CfM de agentes pollenlcos pare avaliagio
da sensibilidade dos funges, verificou~se que, em relagdo ao primeiro teste, 2 das
6 amostras resistentes & anfotericina B (>2,0ug/ml) também o foram & pimaricina (>
16,0ug/ml). Bn relagSo & CFM, entre as 74 leveduras resistentes & anfotericina B,
B também o foram a nistatina (>Bug/mli}, 32 .A4 pimarjicina e 12 & nistatina e
pimaricina. :

Discussdo

Estudos realizados em pacientes com cincer podem mostrar resultados algo
divergentes quanto ac isclamento e a incid@ncia de determinadas leveduras.

No presente trabalho foram obtidos dados coincidentes com o de outros autores
quante a ser (. afbicans isclada mais fregquentemente, seguida de C. tropicalis {5,
9, 12, 17). Embora C. afbicans seja descrita como a espéeie de maior viruléneia, C.
Mo;o&ca»?_u e C. parapsifosis (terceira em incidéncia neste trabalho) podem ser tdo
ou mais virulentas, principalmente em pacientes com clncer (1, 4, 11, 19, 20).
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Tabela 2 - Sensibilidade de Candida % anfotericina B.

L TR o S o TR - T I 1

1evedura Taste d= M e cepas sensiveis a concentragao (ug/ml) de:
e de isolamentos) sensibilidade 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 =232
C, atbicans M 134 26 2 200 4 2 0
(175) CFri 85 22 18 B 4 0 14 8 e
. famata CIr 5. ¢ it 1 ¢ & 0 U
[F3] Crn Q 9 4] 0 ¢ ¢ o Z 4]
. gulElienmondid o] 6 G ¢c ¢ L0 0 0 0
{6) jau] bl 2 o g 2 0 0 2 0
. hawsed foci ] 4 Q 4 © 00 0 0 0
18} M 4 o [+ 0 0 2 2 0 ¢}
. panapsiLosis [aii ] 2 8 0 200 0O O O
12} 321 0 il 0 0 00 8 0 4
. pseudetriopioatis aM 2 4 c 0 ¢ 0 0 0O 0
{6) M 2 2 ¢ 00 0 2 0o o]
. troplealis M 6 8 o 4 00 0 0 @
(18) CFM 2 o o 0 2 0 3 4 4

Tabela 3 - Sensibilidade de Candida 3 nistatina.

ievedura Teste Je N? z cepas sensiveis a oonoentragao fug/ml} de:
e &= isclawentos) sensibilidade 6,125 0,25 0,5 1 2 8 18 =32
C. albicans CIiM 0 75 30 74 [ 0 2 0 0
(175}, CEM 0 75 0 4 30 46 3 4 g
C. jamata } CIM s 1 E 0 o 0o 0 0 0
{2) [8:3) ¢] o} g ¢} 1 1 ¢ 1} G
C. guillienmondii I o 4] ] 6 U 0 0 © o
{B) CFM 0 s} o} 2 0.2 2 @ o
C. hrused M o} [ 2 2 4 0 ¢ ¢ 0
&} CFM Q 0 G Q 2 6 & 0 ]
C. panapsilosds sl 4] Q 2 8 2 ¢ 0 ¢ o
{12} M Q 0 Q o & 4 2 4 2
C. pseudotropicalis M ¢ 2 4 ¢ ¢ 0 0 0 0
() 3.1 g o 2 2 0 0 0 2 0
C. taopicabis M i} o 4 10 4 D U L 0
(18} CFM a [ 0 9 0 8 b 0 4
Tabela & - Sensibilidade de Candidai pimaricina.
Ievedura Teste de WP de copas sensivels a concentragao {;_;g/ml) de:
n? de isolawentos) sensibilidade <0,15¢ 0,312 0,825 1,25 2,5 % 10 =20
C. albicans CIM 12 32 24 24 47 e 12 B
{175} i G 4] 2 2 12 1 79 70
C. famala « CIM 0 Q G 4] 1 10 o
2) CFM 8 ¢ G ¢ o g 0 2
C. guiffienmondil uir} 4 z 1] o o] [{] 0
(&) 823 4 0 3] byl 0 0 0 2
C. haused CIM 4 0 2 2 o 0 0 0
(8) ce 0 0 1} ¢} 2 ¢ 6 0
C. parapsilodid CIM. 2 a 0 4 o] 4 2 0
(12} CFM 2 o e} o g Q 4 6
C. peudoiropiealid CiM 4 2 0 0 0 [ ] ]
el 2. 4 s} 0 o 9 o ]
C. thopicalls i 0 4 2 2 4 & 0 ]
{18} CFM [+ 0 4 0 2 o 4 8

As outras espécies, isoladas em frequéncias menores que as das acima referldas,
sdo também consideradas de importfncia médica, e o encontro de uma ou mais delas 34
foi descrito por outros autores {5, 9, 12, 17). Entretanto, ao contrario do
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presente estudo, foram descritos isolamentos de leveduras diferentes de Candida (4,
5, 17}, incluindo o de algumas consideradas como parte da microbiota transitdria de
humanos, mas cuja presenca em pacientes debilitados pode representar impotante
problema clinico {7, 13, 16, 17).

E notdria a preocupacio de diferentes pesquisadores em avaliar apenas a agio
inibitdria, e ndc a letal, dos antiflingicos sobre as leveduras iscladas. Tal
procedimento pode estar fundamentado no conceitc de que o sistema imunoldgico do
hospedeiro atue destruindo o microrganismo patogénico inibido pelo antibidtico,
administrade com base em resultados de antibiogramas, ou mesmo, potencializande a
agdo deste gquimioterdpido (71, 15), o que tornaria desnecesssria a avaliagio da
concentragio "in vitro.

Testes de sensibilidade realizados com leveduras isoladas de pacientes com cincer
sob tratamento antineopldsico demonstraram a presenca de amostras resistentes 2
anfotericina B e & nistatina em percentagens consideradas inportantes, como 7,4%
para ambos antibidticos (5) e 14,5% para o primeiro e 13,08 para o segundo  {9).
Estes valores sHo bastante superiores acs obtidos no presente trabalho, cnde 2,6%
das leveduras, neste caso apenas . albicans, ndo foram inibidas pela anfotericina
B e pela pimaricina e todas o foram pela nistatinag, em concentracBes consideradas
eficazes para cepas sensivels (5, 9, 18}. Entretanto, a incidéncia de leveduras
resistentes & ac@o letal desses antibidticos foi elevada, alcancande valores iguais
a 32,6% fremte & anfotericina B, 10,6% frente A nistatina e 38,7% frente &
pimaricina. Estes dados podem ser significatives, considerando-se que © sistema
immolégico de  determinada classe de pacientes pode estar suficientemente
conprometido para ndo exercer suas functes de destruicio dos microrganismos
inibidos ou de potencializagio da droga. Nestas condigdes, o ideal seria a
administragfio de um quimioterdpico que, em concentracdes passiveis de serem
alcangadas no organismo do paciente, tenha demonstrado agio letal scobre o fungo
isolado. Entretanto, a baixa frequéncia do uso rotineiro de testes de sensibilidade
a antifingicos e as recomendagbes para ¢ tratamento de infecgles por Candida com
agentes poliénicos (%, 2, 8, 14), sem execucio prévia dos referidos testes, tém
sido responsdveis por infecgBes sérias e fatais (1, 6, 10, 16, 21).
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Resumc

Estudou~se a influfncia da concentracfic inicial de polissa-
caridec (So) e da pH na produg3c de amiloglicosidase por
Aspergiflus awamond NRRL 3112. Foram efetuados ensaios des-
continuas, &a pH 4,0 e 5,0, em fermentador de 10 litros, em-
pregando-se meio de cultura & base de farinha de mandioca.
Através do estudoc cinético do processc, verificou-se a par-
tir de S, = 20g9/1, paras ambos o0s valores de pH, um compor-
tamento acentuadamente crescente da atividade enzimdtica
final no calde, até se atingirz um valor méximc para um de-
terminado So' Verificou-se que esia atividade mdxima & sig-
nificativamente maior a pH 5,0, chegando-se& a aproximacda-
mente 700QU/1 para S, = 930/1, enguanto que a pH 4,0, obte-
ve-se 2500u/1 para S, = 80g/i.

Sumary

Glucoamylase synthesis in batch process by Aspergiflus awa-
moxdi: inffuence of pH and inifial polysaccharide concentra-
LTion

The present work presants a study of the influence of pH and
initial polysaccharide concentration (SO} on the amylogliu-
cosidase production by submerged cultivation of Aspergiffus
awamor{ NRRL 31%2. A series of batch runs in 10 liters fezr-
menter were performed, at pH 4.0 and 5.2, employing & cul-
ture medium containing cassava flour as the main carbon
source. The kinetic study of the process showed significa-
tive increase in the final enzymatic activity until attai-
ning a maximum for a given S5,. It was also observed that
this maximum activity was markedly higher at pH 5.0, ‘'rea-
ching about 7,00084/1 for S, = 23g/1, while at pH 4.0 the
maximum value was about 2,500U0/1 for S, = 80g/1.

Introducio

A amiloglicosidase ou gliccoamilase (o~D—(1,4) glicanglicchidrelase, E.C.3.2.1.3)
é, ao lade da protease bacteriana e da c-amilase, uma das enzimas mais produzidas
em todo o mundo (1), tendo como principal aplicag@o a produgdo de xarope de glicose
a partir de wmatérias-primas amildceas, com amrpla utilizagBic na  inddstria

Rev, Microbiol., S3o Paule, 20{1):108-114, Jan./Mar. 1989.
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alimenticia. B também empregada na produgiio de etanol a partir de amido.

Embora a amiloglicosidase possa ser produzida por uma grande variedade de
microrganismos, apenas aqueles pertencentes aos géneros Aspergiffus (A. niger, A,
oryzae e A. awamond), Rhizopus e Endomyces +&m side empregados industrialmente,
sendo ainda preferida a gliccamilase de Aspergl{ffus por sua maior termoestabilidade
{1).

E fato conhecido que a sintese da amiloglicosidase é induzida pelo amido ou por
outros polimeros da glicose, tais como, dextrinas, maltose, iscmaltose e outros
oligossacarideos {2, 7}. Por outro lado, glicose, sacarose, lactose, frutose &
galactose, guando empregados como fonte de carbone, causam efeito repressivo quanto
a sintese da enzima em guestiio {3, 8). .

Os efeitos indutivo e repressivo sdc bastante conplexos, sendo a  intensidade de
cada um deles dependente do microrganismo empregade, do meic de cultura e das
condigBes de cultivo, sendo bastante dificil uma separagdo nitida entre os mesmos.

Mo presente trabalho buscou-se verificar a influéneia do pH e da  concentragio
inicial de polissacarideo nos efeitos de indugfio e repressdo, buscando-se definir
as condighes que possam levar a uwa malor producdo da gliccamilase por A. awamord
NRRL 3112.

Material e Métodos

Microrganismo - BEn todos os ensaios empregou-se cultura pura de Aspergiffus awamori
NRRL 3112, conservada em tubos contendo uma mistura de terra e areia (5). Para
inocular o fermentador, contendo 9 litros e meio, cultivava-se previamente o bolor
em meio s6lido de Czapek, e a seguir em meio liquide, em incubader rotatrivo a 200
r.p.m., a 35°C, durante 24 horas, obtendo-se desta forma, ! litro de indculo.

Moio de cultuna - O meio de cultura era preparado a partir da farinha de mandioca
(4) de maneira a se obter concentragtes iniciais de polissacaridec (85) na faixa
de 20 a 130g ART/) {ART = agucares redutores totais, expressos como glicdse). Para
a complementacdio do meio adicionavam-se ainda os nutrientes indicados a seguir, em
g/1: extrato de levedura - 0,1; MgSQ,.7H,0 — 0,5; (MHy)»S04 — 5,0; NapHPO..72H,0 —
3,78; KH;PO, - 3,5. Estas concentragBes eram utilizadas quando se empregava Se =
20g A)E;I'[l, aumentando-se as mesas proporcionalmente em relagio ao aumente de 5o
nos varios ensaios.

Ensaios reatizados - Foram realizados treze ensaios descontinuce em fermentador, na
faixa de valores de S, citada anteriormente, mantendo-se a temperatura constante em
35°C, e o pH fixo no valor 4,0 ou 5,0. A vazio de aeracio empregada foi de 10%/min,
a frequéncia de agitagdo, 700 =z.p.m., mantendo-se 0,2 atm de sobrepressdc no
fermentador.

Metodofogia anmalitica - Os ensaios foram acompanhados através de retiradas
periddicas de amostras, nas quais se faziam  as determinacBes de concentracdo
celular (X), concentragio de glicose, concentragic de aguicares redutores totais
(ART) e atividade da amilcglicosidase (A). A determinagdo da concentragio celular
era feita através da determinagio da massa de matéria seca de microrganismos,
conforme metodologia tradicional (4). A determinagSo da concentracgdo de glicose era
executada na amostra filtrada, pelo método da glicose—oxidase (4). A determinacio
da concentragdo de ART era efetuada através de uma hidrdlise enzimdtica do
polissacaridec presente na amostra, e posterior dosagem de glicose (10). A
atividade de amiloglicosidase no caldo era obtida colocando-se wa aliquota da
amostra em presenga de solugdo de amido a 4% {pH = 4,2) a 60°C, durante 1 hora, e
dosando-se a massa de glicose gerada ao fim deste pericdo (11). Define-se a unidade
de atividade (U) como sendo a quantidade de enzima que libera 1 grama de glicose,
em 1 hora, nas condigdes do ensaio padronizado. Além destas determinacbes,
faziam-se ainda, ao longo dos cultivos,  medidas da concentragio de oxigénio
dissolvido, através de eletrcdo galvanico.
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Tabela 1 - Condigdes
iniciais dos cultivos
descontinuos ’ de

Aspengiflus  awamornd NRRL
3112,

Simbolos: S =
Concentragio inicial de
ART; X, = Cancantragio
celular inicial; A, =
Atividade ca
amileglicosidase no

instante inicial.

ensaio pH s X, ?E

™ Wl @

D4 4,0 21,0 0,84 31,6

By 4,0 38,3 0,37 24,1

D3 4,0 82,8 0,33 31,9

by 4,0 8,2 0,42 152

Ly 4,0 88,6 ©,59 22,9

D 4,0 99,6 0,57 16,5

[ 4,0 122,5 0,63 16,4

Dy 5,0 20,0 0,45 250

Dg 5,0 45,0 ©,38 31,0

B1g 5,0 58,0 0,33 19,0

By 5,0 83,1 0,47 19,6

Dy 5,0 93,0 0,41 29,0

m3 5.0 130,0 0,56 22,0
Resultados

Na Tabela 1 apresentamse as
condigBes iniciais de cultivo dos

vdrios ensaios realizados, e na
Tabela 2, um resumo dos resuitados
obtidos.

Nas Figuras 1 e 2, estdo
indicadas, como ilustragfic, curvas
tipicas de concentragdo celular,
atividade da amiloglicosidase,
concentracgido de gliccse e BART,
para os ensaios Dy (S5, = 38,3g/1)
e Dg (S = -99,69/1), ambos
efetuados a pH 4,0. Para os demais
ensaios obtiveram-se curvas com
aspecto semelhante, observando-se
em todos os casos, una producgiio de
enzima asscciada ao crescimento,
conforme se pode notar na Figura
1. Apresentam-se ainda, na Figura
2, os valores da concentragio Ge
oxigénio dissolvide em fungdo do
tempo, para os ensaiocs
rencionados.

Discussio

Kas Figuras 3, 4 e 5

indicam-se
amiloglicosidase (A, ). concentragio celular fi

‘Tabela 2 - Resumo dos

ocbtidos

resuitados

nos cultives descontinuos

de Aspengillus awamerl NRRL 3112.

Simbﬂlﬁsi§f = Tempo para CcoASUMDO
da fonte de carhonc; Xg =
Concentrag3c celular emte; S =
Concentragfo de ART em tg; tp =

Instante em que se atingliu a
mAxima atividade da
amileglicosidase; St =
Concentracio de ART em t}; Amax =
Atividade maxima da
amilcglicosidase, em tf,

Ersaio b X S¢S £
" ) (g/2) f(g/e) G (gl (UFa)
D, 17 g1 0,20 16 0,47 470
D, 23 11,6 0,20, 28 0,17 1823
o 30 13,0 0,28 33 0,28 2297
04 42 14,% 0,39 44 3,39 248
DS 44 14,7 0,8 48 0,33 2076
DG &8 14,9 0,70 60 11,26 1190
D7 85 16,0 0,10 72 19,57 1680
D8 16 2,8 0,50 18 0,50 79
D9 26 12,5 0,10 28 0,10 2440
D10 33 15,5 0,10 3% 0,10 4%
DH 42 15,2 0,18 48 (,18 4863
Dy, 52 18,6 0,20 58 0,20 B850
D3 64 14,9 0,20 72 0,20 5700

Figura 1 - Concentrag®o celular e atividade

da amiloglicosidase para os ensaios D, e Dg.
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Figura 2 -~ Concentracio de glicose, ART e Figura 3 - Atividade méxima da
oxigénig dissalvido para os ensaios D, e amiloglicosidase (Ag,,) e concentrag3o

Dg. celular firal (Xgp) 2 pH 4,0 e 5,0, en
fungio da concenirag8o inicial de
o,s,m ENSAIO D2 polissacarideo (Sg).
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(Py), produtividade em enzima (Pp), fatores de conversio substrato a células (YX/S}
e substrato a enzima (YA/S)' em funcdo da concentragdo inicial de polissacaridec
{85).

Ss produtividades e os fatores de convers#c foram calculados & partir dos dados
das Tabelas 1 e 2, através das esquagles abaixo: '

PX=§_§.;_}E,O; Pp  Byax ~Po
tf - tf

Yysg _ g - Xo; Ya/s _ Brayx ~ Po
8o ~ Sf S - S

As wrvas indicadas nas Figuras 3, 4 ¢ 5, mostram uma influéncia marcante do pH e
de S, na sintese de amiloglicosidase por Aspergdffus awamori NRRL 3112, em processo
descontinuo. Hn trabalho anterior (9) J& havia sido ressailtada a influéneia
sensivel do pH, guando entdo se enpregou S, igual a 80g/1.

Com relacdo ao crescimento celular, observa-se pela Figura 3, a cbtengio de
valores crescentes de Xy, a pH 4,0, a medida que se aumenta S, atingindo-se um
valor miximo de 16g/1, para um valer de S, da ordem de 120g/1. Por outro lade, a pil
5,0, observamse valores crescentes de X¢ apenas até um valor de S, ao redor de
90g/l, passando a descrescer & partir de entdo. O méximo valor de Xf, a pH 5,0 foi
de 18g/1. '

BAs Figuras 4 e 5 mostram, por outro lado, um corportamento decrescente dos
parfmetros Py e Yy,cem funcdo de S, obtendo-se valores ligeiramente superiores
para o pH 5,0. 'Ié{ comportarento decrescente pode ser entendido como uma
consequéncia da ocorréncia de limitagdio de oxigénic em todos os cultivos efetuados
cam S, acima de 20g/1, conforme indicado na Figura 2, nos quais se atingiu
concentracdes J&e oxigénio dissolvido abaixzo de 10% (4). Desta forma, os mais aitos
valores de Py e ¥y /g roram observados para um Sg da ordem de 20g/1.

Com relagio & produclo de amiloglicosidase, observa-se, pela Figura 3, para anbos
os valores de pH ensaiados, a cbtengio de valores crescentes para a atividade
enzimdtica final no caldo, & medida que se aumenta So. Hr seguida, atinge-se um
valor méximo para um determinado S5, passando a decrescer a partir de entdo.
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Figura 4 - Produtividade em enzima Figura 3 - Fatores de conversdo
(PA) e em céluylas (Px); a pH 4,0 e substrato a enzima (Y,,;¢) & substrato
5,8, em fungdo da concentragdc a ceglulas (Yy,5), & p 4,0 & 5,0, em
inicial de polissacarides (S,). fungdo da concentrag83c inicial de
polissacarideo (S5,).
*.4pH 4.0 lg8
©,a gH 6,0 60
-~ — +, 4 pH 49,0
e = 0,4 pH 5,0 {10
3 <
2 los =
— — a0 :
2
: - o8
a
ka3
lo &
= &0
20 ; ' 4 ; ; " ; 5 —
Q 40 BC 1zo 380 = 406 a
Salas} 3 -
= 40t »
= <
0,%
P , 2G4
Verifica-se ainda, que a pH 5,0 este
valor mdximo &€ acentuadamente mais 1o,z
elevado do que ¢ obtido a pH 4£,0. No . _
primeiro caso obteve-se 6850U/1 para S, = 0% 5 P T
93,0g/1, enquanto no Udltimo se obteve Ss {9/
2480U/1, para S, = 80,0g/1.
Deve-se ressaltar também, que estes _ _
valores mdximos obtidos para a atividade Figura 6 - velocidade

enzimética s3o significativamente superiores
aqueles obtidos com S, = 20g/1, istc €&, da
ordem de 8 vezes para o pH 5,0, e 5 vezes para
o pH 4,0. Portanto, torna-se bastante clara a
ocorréncia de uma aumento sensivel no efeito
indutivo, ao se trabalhar can  valores
crescentes de 5.

Por outro lado, a obtengic de valores de
atividade acentuadamente mais elevados para ©
H 5,0, principalmente numa regific de elevados
valores de S, conforme indicadoc na Figura 3,
leva a uma hipbtese conjunta de uma  atuagio
rais intensa do efeito indutive, ao lado de um
efeito repressivo menor, neste valor de pH.

Tal hipdtese pode ser melhor entendida
através da Figura 6, onde se comparam os
vatores das velocidades especificas de producio
da amiloglicosidase (uA), para dois ensaios
efetuados com valores miito préximos de Sor @
pH 4,0 e 5,0 {ensaios D3e Dyg), nos quais se
obtiveram cinéticas de ¢rescimento semslhantes.

Define-se pA como:

W _1 @ (Ug.h)
X dat

onde X é a concentraco celular (g/1) e dA/dt é
a velocidade de produgdio da amiloglicosidase

(G/1.h), obtida & partir das curvas de

atividade em fungio do tempo {6).

especifica de produgZo da
amiloglicosidase (uh) em funcio
do tempo, para 03 £nsaios By e

D]O'

o ENSAI0 Dy
o« ENSAIO D4

30

™
Q

Hafurg.mt

104

o 1) 30 4%
TEMPO(h]

Has curvas apresentadas na Figura 6, cbserva-se nitidamente a existéncia de duas
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fases: uma primeira, na qual up & crescente, e ura segunda, na qual up &
decrescente. A primeira fase corresponde ao periodo no gqual se tem ainda
polissacaridec presente no meio, e portanto uma atuagdo efetivado efeito indutivo.
A sequnda fase, por outro lado, corresponde ao periodo em que se tem apenas glicose
no meio, ou seja, o polissacaridec foi totalmente hidrolisado. Portanto, a sequnda
fase corresponde a um periodo de uma atuag@io intensa do efeito repressivo exercido
pela glicose. Verifica-se pois, pela Figura 6, que oS valores de ux s80 sampre
supericres para o ensaio a pH 5,0 indicando, portanto, que as células estio mais
produtivas do que no ensaio a pH 4,0.

Deve-se observar que esta diferenca € particularmente mais nitida na fase de wp
decrescente, regific na qual se tem também valores elevados para a concentracBo
celular. Como decorréncia desse fato, resulta uma velocidade global de produgico da
enzima (dA/3%) sensivelmente maior, e portantc ume atividade enzimgtica final no
caldo mito superior aquela obtida no ensaio a pH 4,0, conforme indicado na Tabela
2.

Finalmente, pode-se cpservar ainda, pelas Figuras 4 e 5, analogamente ao ja
cbservado para as atividades méximas (Figura 3), um comportamento semelhante de Pp
e Yp /g em fungdio de S,.

Chserva—se a obtencio de maiores produtividades em enzima numa regido de Sy entre

" 40 a 80g/1 para o pH 4,0, e entre 60 a %Cg/1 para pH 5,0. i

Entretanto, deve-se ressaltar que na produgdo industrial de uma determinada
enzima, & de fundamental importincia associar-se elevadas prodotividades cam
igualmente elevadas atividades no caldo, a fim de se diminuir os custos nas etapas
de recuperagdo do produto.

Desta forma, analisando-se conjuntamente as Figuras 3 e 4, observa-se que para o
pH 4,0, a regiZo ideal de cperagic de S, em processo descontinuo, seria realmente
entre 40 a 80g/1, obtendo-se atividade da ordem de 2000 a 2500U/).. Entretanto para
o pH 5,0 seria mais aconselhdvel trabalhar cam um valor de S, na faixa de 80 a
120g/1, quando se cbtém entdo valores bastante elevados para a atividade enzimdtica
final no caldo, isto &, da ordem de 6000 a 7000U/1.
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Sumary

‘Am iridovirus was repeatedly isolated frem field populations of
the mole cricket, Scapteriscus poneffii., In local papulations,
this iridovirus acts as an epizootic, and attacks all instars of
the crickets. This is the first isolation of a naturally occur-
ring iridovirus in .Gryllotalpidae. Laboratory tests sheow that
this wvirus is highly pathogenic to mole crickets as well as to
dry-wood termites of the mole crickets as well as te dry-wood
termites of the genus Caypfofermes. This is also the first virus
showing activity against termites.

Resuro

tm iridovinus epizodtico de Onthoptena {Grytlolafpidae: Scaple-
niscus boreflii) e sua patogenicidade em cupins (Isoptera: Cry-
totermes)

Um iridevirus foi isolado vdrias vezes de populagfes naturais da
paquinha, Scapilerdiscus borelfii. Nas populagiies locais, o irido-
virus encontra-se como um epizodtico, atacando todos os estégios
das paguinhas. O registro € o primeiro para um iridevirus natural
em Gryllptalpidae. Ensziogs de laboratério demonstram que o virus
é altamente patogénicc & pesquinhas, bem como & cupins dao géners
Cryptotfenmes. Também, €& o primeiro registro para ocorréncia de
virus com atividades contra cupins. '

Introduction

The iridoviruses are an interesting group of invertebrate pathogens, which have
been shown +to have activity in certain mollusks, flies, and Iepidoptera {1, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11}. However, there is only one, apparently undocumented, report of
iridoviruses from Orthoptera (7), and no reports of these viruses Gryllotalpidae.
Purthermore, no published information has established the presence of iridoviruses
in termites (Isoptera). Iridoviruses have been shown to, be quite active in- the
supression of certain insect populations (4, 9), and have, therefore, been
considered as potential candidates in programs of microbial control of certain
pests, This report documents the first naturally occurring iridovirus in
Cryllotalpidae, and provides evidence that the iridovirus isolated from mole
crickets (Orthoptera: Gryllotalpidae: Scapferdiscus) is highly infective to mole
crickets, as well as showing a strong activity and infectiveness in  dry-wocd
termites (Cayptofermes), Mole crickets are major agricultural pests in certain
regions of Brazil, the United States, and the Caribbean (3), while the Ary--wood

Rev, Micreobiol., S&c Paulo, 20(1):115-120, Jan./Mar. 1983.
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termites are world-wide problems. The characterization and confirmation of this
iridovirus can be found elsewhere (2). '

Materials and Methods

Occurnence of iridovirus in natural popufations of Scapleriscus bonelBii Giglio-Tos
- From 1983 through 1987, collections of mole crickets were undertaken throughout
the State of Sio Paulo. Collections were generally cobtained along river banks by
digging with a shovel in areas in which mole cricket surface galleries were
present, Soil was generally tossed into the river, and mole crickets surfacing were
hand-collected and transported to the laboratory for evaluation of pathegenic
agents. Further sampling details can be found in (3). Because of the sampling
rmethod employed, sample size varied greatly, and no method that could quantify mole
cricket densities per m® of soil could be economicaily employed, and the present
method suffered from variation from one paid student collector to another.
Nevertheless, the data collected do provide information on the relative incidence
of pathogens and parasites (3}. B total of 1,532 individual site collections were
performed during this time period, and crickets were held in the laboratory in
plastic buckets or individual glass vials filled with moist sterilized sand to
screen for any pathogens or parasites present in the field collection.

The characteristic bluish color of crickets infected with iridovirus (2) greatly
facilited its diagnosis. This coloration could even be detected in field collected
crickets. Final confirmation was provided by an examination of the haemolymph of
newly dead or dying crickets. Under phase contrast, the viral crystals could easily
be identified, and corresponded to known characteristics (2).

Infectivity fo mofe crickets - Fresding transmission shtudies were performed by
placing mole crickets with diagnosistic signs of iridoviral infection in buckets of
field cocllected crickets, which had been held for a minimm of 21 days without
showing the diagnostic signs of viral or other infections. Crickets are scavangers
and tend to feed upon dead conspecifics. A separate series of controls were
established by killing healthy crickets and placing these in buckets as before.
Depending upon their avaibility nymphal crickets were tested by size classes, such
that a control group of the same size class was available to accompany  the
experimental group. To assure the availability of virus for future tests, due to
the inavilability of cell tissue cultures, infected crickets were frozen and used
as needed.

One small-scale field study was undertaken by releasing diagnostically infected,
but not dead, crickets into a small sandy beach of the Corumbatai Riber, in Rio
Claro, SP, in June, 1987. The beach, 3 x 15m, had a relatively large mole cricket
population, as evidenced by the amount of subsurface galleries present. Thereafter,
weekly samples were performed by excavation with a shovel. The total nurber of
bluish crickets, as well as the total number of crickets collected, were recorded.
Captured crickets, both healthy and diagnostically infected with virus, were then
released again into the beach. a

Infectivity to termiles - The idea that the iridovirus could be pathogenic to
termites was to an accidental contamination. Filter paper, which had been placed in
petri plates as incubation chanbers for diseased crickets, was inadvertently placed
in a laboratory culture of the dry wood termite, Caypfofesmes brevis (Walker).
Within 2 weeks, the culture was decimated, with dying termites exhibiting the
characteristic bluish ccloration of an iridoviral infection. Examination of the
haemolymph of the dying termites under phase contrast revealed the presence of |
diffraction patterns characteristic of viral infections (2, 8). Tests were
restricted to this species of termite, as it was the only one in culture in
laboratory.

To visualize eventual virus particles,.haemolymph or homogenate from fat bodies
were centrifuged, and examined as a "wet mount" preparation in a transmission
electron microscope (Zeiss EM 9 5-2). Additional tissues were fixed in
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cadddylate-buffered glutaraldehyde and sent to Florida for more detailed studies
{see ref. 2). .

To confirm this accidental finding, cultures of C. baevis {each approximately

with 50 workers) established in plywood secticns in plastic refrigerator containers
were tested in the following manner. Mole crickets with characteristic iridoviral
diagnosis were macerated in insect saline solution, and the solution was then
fittered through filter paper to retain fat and skeletal debris, The filtrated was
then thouroughly agitated and applied evenly over a filter paper in a sterilized
petri plate. When almost dry, the filter paper was placed into a termite culture as
a food source, or bait. Controls ‘consisted of using mole crickets without
diagnostic iridoviral infections, and repeating the procedure as before. A total of
3 ewperimental and 3 control cultures were evaluated. Evoluation consisted of
culture examination every 1 to 3 days over period of 3 weeks. Because the number of
C. brevis workers varied from culture to culture, evaluation was expressed as the
rate of death.
" Pinal confirmation that the virus was the causative agent of death was performsd
by injecting the hasmolymph of infected individuals into healthy individuals of
separate cultures with a microsyringe (approximately 0.5 ccj. These termites were
then followed closely by visual examinations until death.

Results Figure 1 - Electron micrograph of
' iridevirus isolated from Scapleriscus
Incidence - Although definitive boreffii, Megnification is 5.7 x 10°%.

confirmation was only obtained in
May, 1985, records of field
collections of crickets before this
date, and especially during 1985,
revealed that at least 58
‘collections, plus an additional 33
oollections in 1986-15%87, had
symptams resulting in death which
characteristic of iridoviral
infections. These symptoms, in the
advanced stage of infection, included
a2 bluish colération of the abdowen,
and especially of the fat bodies, a
swollen abdawen, and reduced levels
of activity.  Thus, although only 91
of 1,532 site collections, which
varied in the number of crickets
colliected form 1 to more than 200
individuals, could be definitely
confirmed to possess symptoms of
iridoviral infections (4%}, in the
Individual collections mortality
rariged from 72% to 100% with 3 weeks
of laboratory screening., These levels are characteristic of an epizootic. Electren
microscope studies (Figure 1) indicated the presence of presumptive viral particles
with hexagonal profile, 150-170nm in diameter in the crude preparations, Similar
particles were also observed by Boucias & Col. (2) ip tissue sections from infected
mole cricket. These data are additional evidences that the disease affecting mole
cricket is viral in nature, and that the virus is an iridovirus.

Of the 91 collections with confimmed iridoviral presence, 31 were during
June-August, 29 in  September-November, 18 in March-May, and 13 in
Decamber-Fepburary, As the sampling effort was not uniform, especially during 1986
and 1987, and as many collections were performed by paid student labor, no
statistical studies of seasonal incidence were performed. Nevertheless, the
incidence of iridoviral infections did appear to be more pronounced during the
cooler months of the year.
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Figure 2 - The progressisn of table ¥ - Resulis of paired tests, wusing
iridoviral incidence in an freshly killed iridoviral infected and healthy
experimental field population of mole crickets as baits in feeding tests for
Scapfeniscus boreflii. In weex 1, mortality. The mortality is expressed as the
5 infected crickets were number of dead or missing crickets after 3
introduced into the populatisn. weeks., In all cases, the number of crickets in

control and experimental groups is the same.
Ericket size 1is expressed as the maximal

45 | ' 4 PRronotal length.

. r wup 1 Symbols: * = Number of erickets given
© 40} d bluish = 4 yridovirus = number of erickets given control
o - colorgtion 4 .
oy baits; ** = PO0.01 for all tests.
> 35+ "
© B 4
a 3o

1 Propatal Nunber Mortality after 3 weeks G statisticsx
o P
B 25F ] length (mm) testedr  contro: Lridovirus
o
T 2o ] 3.9 20 0 18 2.0477
S 9 3.0 26 4 25 40.5912
w15} = 3.0 2 3 30 53.7854
; 3.1~ 6.0 18 0 15 32.680%
5 0 . 3.1 - 6.0 20 2 0 42,0476
2 - 3.1~ 6.0 20 2 20 42.0476
g 7 g.; - 8.0 20 4 20 33.8248
sl | b - .1 - 9.0 45 12 39 35.6288
=z //’ 4 3.0 33 3 30 43.0750
o 4 oA a1 S VaEd S, 3.0 19 2 17 27.1054

1 5 10 15 -

(verall 253 34 234 365.0800

Infectivity to mofe crickets - Of the 10 paired comparasions with feeding healthy
or infected mole crickets, all treatment groups had consistently higher mortalities
than did controls {(Table 1). Irrespective of cricket size, no differences were
detected in infectivity or mortality (Table 1), indicating that no size class of
crickets was immumne from viral attack. ‘

Field tests - The release of infected mole crickets into an area in which previous
surveys had not detected the cccurrence of iridovirus demonstrated that the virus
was rapidly spread throughout the population (Figure 2). : Furthermore, the
percentage of infected crickets increased exponentially, while the population
declined (Figure 2). Even though mole cricket populations are highly fluid, with
high rates of emigration and immigration, these preliminary results suggest that
the virus acts as an epizootic and quickly reduces mcle cricket populations in the
field.

Teamite tests - Feeding studies indicated that the iridovirus spreads rapidly among
termite colonies with an accompanying high mortality (Figure 3). This spread may be
further assisted by partial cannibalism and through anal trophallaxis, as well as
by the highly aggregated nature of colony organization. .

Dead termites demonstrated the same general symptons as found in mole crickets:
bluish coloration and swollen abdovens. Injection of haemolumph of infected
termites into healthy termites produced the same symptoms and death within 5 to 20
days.

Discussicn

The pathological and clinical characteristics of the virus is in agreement with
those of the invertebrate iridoviruses (5, 10). This iridovirus was also found to
possess the same effect and diagnostic symptoms in the not closely related mole
erickets and dry wood termites. However, a broad host spectrum is also
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characteristic of the iridoviruses (5, Figure 3 - The total accumulation
9, 11). Characterization of the virus mortality in laboratory cultures of
by Dr. Drion Boucias, obtained through Crnyptotermes brevis  exposed {closed
a project with ESAL)Q  {personal circles) or noet (open circles) to

cammumnication}, suggests that this iridovirus in filter paper baits. Shown
virus is cuite diferent f£ram other is the total mortality of 3 experimental
known invertebrate iridoviruses based cuitures and 3 control  cultures
upon restriction enzyme profiles and (approximately 150 termites for Dboth
DMA molecular weights. controls and experimental treatments).

The wide host spectrum exhibited by
most iridoviruses (9, 10), complicates
theis usage in microbial  control
programs. However, this spectrum is 100
probably no greater than that found in
the widely uses fungal pathogens of
insects, Mefarrhizdium ansiopfiae Sorok
and Beauverdia bassiana Vuill (1, 8)}. As
such, it is possible that the virus
could be propagated for application in
areas of high mole cricket density,
with corresponding high levels of mole
cricket damage, such as in the seasonal
flood plain regions of the Amazon.

10

Accumulated mortality
&

Possibly, this application could be 0 1
through the =release of previocusly 20 i
infected crickets into high density

popilations. As Twole crickets are 10 .
scavangers and eat dead conspecifics as o

well as vegetation, and that { SRR S R U ML I 40 M R R Ao
populations tend to be aggregated in DAYS POST-TREATMENT

the field, viral control may indeed be

possible. Although we have not yet

performed field collections on a large scale in the Arnazon and are therefore
wncertain of the occurrence of the virus in that region, its epizootic nature in
field populations of mole crickets in S&o Paulo is promising., This suggest that
other components of the soil fauna have coevolved with the virus, and that this
virus may be the major factors limiting mole cricket populations in central Brazil,
where mole crickets are not economic problems. Therefore, the environmental risks
of its introduction into the Awazon are probably less than for its introduction
into the Caribbean or North America, where introduced populations of mole crickets
are serious econanic pests, Studies on its occurrence and infectivity in pest and
nonpest soil arthropods of the Amazon, as well as on the mole cricket species which
are pests, Neocurtiffa hexadactyla Perty and Scapferdiscus didactylus Scudder, must
be performed before its release into the region is attempted. In particular, its
effect on other components of the soil meso-faunz must be carefully evaluated well
in advance. In spite of these restrictions, this iridovirus might provide a viable
economic alternative to solving a major pest problem of the Amazon, as the
chloronated hydrocarbon pesticides are now banned and no economic alternative is
presently available in the market.

The results with the dry wocd termite, Cayptofermes brevis, are highly promising.
This termite is an exotic species in Brazil, and is primarily limited to urban
areas where it atrtacks wooden furniture and finishings. Further studies could be
directed toward its formulation into a +termite microbial insecticids for spot
treatments against this important, and ever expanding, pest termite.
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Sumary

From 1950 to 1986, 5309 cases of rabies fin man and animals
were laboratory-confirmed in Chile. The main geographical
area  of rabid infection was the central part of the coun-
try, especially the ¥ Regidn and the Metropolitan Regioen.
Rabies occurred mainly in dogs in an urban cycle; however,
between 1985 - 1986 a sylvatic cycle appeared with cases inm
insectivorous bats (Tadarida brasifiensis). The temporal
pattern of the disease shows three periods: one from 1350
to 1960 with an increasing trend and a cyclical component.
The other from 1961 to 1970 with a2 decreasing trend, and
thg last one from 1971 to 1986 characterized by a low fre-
quency with irregular fluctuations. No cases. were detected
in 1982 and 1984. factors related to the geographical,
temporal and host-species variations are discussed.

Resumo

No Chile, entre os anos 1950 e 1986, 3309 casos de ralva
humana e animal foram confirmados pela laboratdrio. Os ca-
508 distribuiram-se geogrédficamente na regific central do
pais, especiaimente na V e na Regifio Metropolitana. A
doenga apresentou-se especialmente em c3es, em um cicle
urbano, porém, entre 1958 e 1986, um ciclo silvesire ad-
quiriu grande importéncia encontrando-se casos de raiva em
mezcegos insectivoros (Tadardida brasifiensi{s). A distri-
buigdo de raiva, ao longo do periodo estudado, pdde ser
dividida em trés fases. & primeira, de 1950 a 1960, carac-
terizada por freguéncia ascendente & uma variag@c ciclica
quinguenal. Na segunda fase, de 1961 a 1970, observou-se
tend&ncia descendente e na terceira, de 1971 a 1988, a
doenga se apresentou em baixa frequéncia, com variagdes
irregulares. Ndo foram detectados casos de raiva nos anos
1982 a 1984. S#c discutidos os fateres responsdveis pela
distribuicZe espaclal, temporal e por espécie animal.

Rev. Microbicl., Sfc Paulo, 20(1):121-127, Jan./Mar. 1989.
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Introduction

Rabies continues to be a seriocus health and econciic problem despite the measures
taken in recent decades. This is true particularly in Latin American where urban
rabies predominates with a large number of cases in human beings and domestic
‘animals. In the Americas, between 1970 and 1979, a total of 2412 cases of the
disease were reported in humans and 167746 in dogs. Over 370000 persons are bitten
each year and an average of 260000 require treatment. In the vast majority of
instances, dog bites are responsable for rabies in man, as well as for many wounds
requiring prophylactic antirabic treatment together with medical and surgical care
(7). In Latin America only Uruguay, Barbados, Jamaica and some Caribbean islands
are free of rabies {2).

This report review the incidence of rabies in Chile and the control measures
taken during the 37 - year period fram 1950 to 1986. It also identifies some
factors related to the endemicity of the disease.

Material and Methods

Data concerning the total number of laboratory-confirmed cases of rabies between
1950 to 1986 were gathered retrospectively from the records of the Institute of
Public Health, Ministry of Health, the rabies diagnostic center for the whole
country. Information concerning the geographical origin of samples, date of
diagnosis and type of animal affected was alsc obtained.

During this 37-year pericd the laboratory introduced a change in its diagnostic
techniques for rabies. Initially, examination (Seller's stain) of brain tissue for
tegri bodies was combined with the meouse inoculation technique. Iater, the
fluorescent antibody technique was substituted for the Negri body examination. The
retention of mouse inoculation as the definitive technique provides the necessary
basis for maintaining comparability of the data collected with the two techniques
{5).

The method consisted of the epidemiological description of the distribution of
cases of rabies in the period studied according to the geographical location, hosts
involved and year of diagnosis. For the purpose of the geographical analysis, the
country was devided into twelve general regions (I to XII) plus one Metropolitan
Region (Figure 1) (3).

figura 1 - Schematic map of Chile,

Results 180

A total of 5309 cases of rabies were B
laboratory—confirmed in Chile for the 1950
- 1986 period.

The disease was limited mainly to the
central regions of the countrv fram the V
to the IX Regions. The major concentration
of cases was recorded in the V Region
{18.6%) and in the Metropolitan Region
(51.8%). The I Region, the region farthest
north, bordering with Perd, contributed
0.2 percent of the total number of
positive diagnoses. The situation of
rabies in this region wes unique with
sporadic outbreaks in 1961, 1977, 1979 and 234
1980. During the 1960.- 1969 decade, cases
decreased in the I, IV, V and X Regions.
Areags free of the zoonosis included the
III, X3 and X¥II Regions {Table 1).

Dogs accourntted for 4483 (85.7%) of all 3749
the cases of rabies, showing that this

2304
- g40

YKIIN3OYY

285 -49°

VCEAN

PACIFIC

Cxilean [ 5gqe
antarhe

Tarritory

LY




123

Table 1 - Cases of rabies in all species by years and by regions, Chile 1850-1988,

R = & I O N S

YEARS

1 IY IIT Iv v M.R. VI VIT VEIXY IX X XX XII TOTAL
1950 - - - - 24 316 7 11 13 9 7 - - 447
1951 - - - - 50 151 15 3 14 2 8 - - 241
1952 - - - - 31 38 10 - 13 7 8 - - 167
1953 - - - - 11 111 ] 1 14 2 - - - 154
1954 - - - - 13 230 7 6 g 5 2 - - 271
1955 - - - - 45 378 i8 5 30 G 2 - - 487
1956 - - - 1 27 155 25 28 9 11 2 - - 258
1957 - - - - g &9 11 20 8 12 - - - 158
1958 - - - - 44 &2 13 11 24 23 - - - 177
1959 - - - - 77 107 26 4 36 17 - - - 267
1960 - - - 20 159 154 30 11 32 22 1 - - 629
1961 - - - 12 125 360 64 13 46 18 2 - - 580
1962 - 26 - 2 155 5] 46 45 50 20 - - - 443
1953 - 3 - - 59 54 68 42 14 H - - - 245
1964 - 16 - - 41 36 69 42 19 7 “ - - 230
1965 1 11 - - 13 38 23 27 3n ! - - - 152
1966 - b - - 3 34 i1 13 14 2 - - - 81
1967 - - - - 2 29 2 5 12 7 . - - 57
1968 - - - - - 45 6 1 8 8 - - - &8
1969 - - - - - 15 4 1 8 2 - - - 31
1970 - - - - - 4 2 - 4 5 - - - 15
1971 - - - - - 7 g - 1 3 - - - 21
1972 - - - - - 5 5 - 1 & - - - 17
1973 - - - - - 5 2 - 1 12 - - - 20
1974 ~ - - - - 5 - - - 2 - - - 7
1975 - - - - - 1 - 1 - - - - - 2
1976 - - - - - 2 - 1 3 4 - - - 10
1977 7 - - - - 3 1 2 - 7 - - - 20
1978 - - - - - 5 ~ - 1 1 - - - 7
1579 1 - - - - - - - 1 - - - - 2
1980 - - - - - - - - 1 - - - - 1
1981 2 - - - - - ~ - 4 - - - - &
1982 - - - - - - - - - - - - - o
1983 - - - - - 1 - - - - - - - i
1984 - - - - - - - - - - - - - 2
1985 1 - - - 5 12 1 - - - - - - 21
1986 - - - - - 15 - 1 - - - - - 16
TOTAL 12 57 - 35 EES 2.748 484 294 420 233 30 - - 5.309
3 0.2 1,1 .0 0.8 18.% 1.8 9.1 5.5 7.8 4.6 0.6 8.0 2.0 100

species is the principal recongnized transmittor of rabies in Chile. The disease
was also diagnosed in other carnivores. Two hundred and twenty five cats were found
rabid. They constituted 4.3 per cent of laboratory-confirmed cases. Rables was
detected in other domesticated animals, but the relative role of these species as
reservoirs of rabies and scurces of human infection was minor. A total of 523 casges
were diagnosed: 374 (7.2%) ir cattle and 149 (2.8%) in cther species including
horses, swine, sheep, geats and wild animals. Only one case of wildlife rabies in
a grey fox (Dusicyon griseus), was detected in the 1950 - 1984 period; but in 1985
- 1986 the first cases in bats were reported, affecting 25 insectivorous bhats (
Tadarida brasifiensis). Between 1950 - 1986, seventy eight cases of human rabiles

were confirmed by the laboratory (Table 2). . i
The temporal pattern of the disease shows three pericds in the years under

review: 1950 to 1960; 1961 to 1970 and 1971 tc 1986. The trend of rabies from 1950
to 1960 showed a slight increase over the years. A five year cycle was evident in
this period; this cycle was aborted in 1965. Starting in 1961, a dowrward trend
appearad. In 1983 the disease occurs sporadically and no cases were detected in
1982 and 1984 (Figure 2).

Discussion

Rabies has been an imgortant public health hazard in Chile with many cases of the
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Table 2 - Laboratory-confirmed cases of vrabies by
species, £hile 1950-1986.

Symbols: C = Canine; B = B8avine; F = Feline; 0 =
Other.
ANIMAL
YEARS Total T 3 ra 5 HUMAN TOTAL
1950 435 385 30 19 2 11 447
195t 235 202 14 18 1 & 241
1952 164 138 14 5 6 3 167
1983 152 .ol42 3 4 4 1 154
1954 267 240 20 5 2 1 271
1955 476 436 16 9 15 11 487
1956 254 211 21 B 14 4 258
1957 156 130 13 s 4 2 158
1958 173 144 13 s 1 g . 177
1959 261 218 20 9 " 8 6 267
1960 622 ss8 28 28 9 6 629
1961 575 510 n 22 12 5 580
1962 440 374 29 25 12 3 443
1953 243 204 21 11 7 2 245
1564 225 187 2% 8 4 5 230
1965 131 126 18 4 s H 152
1968 80 £0 7 s 8 i 81
1967 57 52 4 1 - - 57
1963 €8 56 6 3 3 - 68
1969 G 28 3 1 - 1 31
1970 5 12 2 - 1 - 15
1571 20 16 4 - - 1 21
1972 16 8 7 - 1 1 17
1973 20 10 8 1 H - 20
1974 7 3 1 2 1 - 7
1978 2 2 - - - - 2
1976 10 4 3 1 2 - 16
1977 20 12 4 2 2z - 20
1978 7 4 3 - - - 7
1979 2 2 - - - - 2
1980 1 - 1 - - - 1
ls81 & 6 - - - - 6
1982 ~ - - - - - -
1983 .1 1 - - - - 1
1984 - - - - - - -
1985 21 - - 2 13 - 2t
1986 - 16 5 - 4 7 - 16
TOTAL 5231 4483 374 225 149 78 5309

% 100 85.7 7.2 4.3 2.8 ~ =

Figura 2 - Cases of rabies in Chiie, 1950-198¢,
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disease diagnosed in the central regions of the country.  Several factors have
helped to sustain its endemicity in the V to the IX Regions. &mong others, the high
incidence and persistence of dog rabies in relation to dog population densities and
demography, particularly with the ever-increasing stray dog populaticn in the major
urban centers. ] .

In Chile, rabies constitutes an essentially urban problem, propagated primarily
by dogs. This situvation becomes more critical in the fastly-growing sorrounding
areas of large and medium-sized c¢ities where a poorly controlled stray dog
population is fastly expanding. Large nurbers of freeroaming dogs are a common
sight in Santiago, the capital city, and other large cities such as Valparaiso
{Region 1IV), Concepcidn (Region VIIT) and Temuco {Region IX). Some of these dogs
may be traceable to private owners, but most are truly stray, with no anti-rabies
vaccination history. From 1950 to 1986, this susceptible stray dog population
played a crucial role in the spreading of the disease.

Urban rabies is a problem in almost all Latin American and scme Caribbean cities.
Dogs and cats account for more than 96 percent of the animal cases and are
responsable for almost all human cases. The incidence of rabies in dogs between
1970 to 1980, ranges between 0 and 793 for every 100,000 dogs in the major cities.
Annmial average for the decade in Latin America and the Caribkean were owver 18,000
dogs with rabies and more than 300,000 persons treated with post-exposure
vaccination (1). The data accumulated in this survey show that dogs accounted for
85.7 percent of all cases diagnosed in the laboratory, showing that this species is
the principal recognized resorvoir and transmittor of rabies in Chile.

Although rabies has been reported in cats, cattle, sheep, swine, goats and
horses, the number of cases has been relatively small. While it would be possible
for these domestic animals to transmit the disease to other animals, epidemiologic
evidence suggests that they are not important in maintaining the disease.

One case of wildlife rabies was registered in the 1950 - 1984 pericd in a grey
fox {Dusicyon griseus). In Chile, foxes are distributed in all the territory, but
their density is low. Thus, rabies in the fox population is not self-perpetuating.
The source of infection in the only case diagnosed was probably a dog, species
which is used in great mumbers to hunt foxes. During 1985 - 1986 a sylvatic cycle
was evident with rabies in insectivorcus bats {Tadarida brasifiensis); 25 cases
were reported-during these two years, Rabies in bats had not been previously
described in Chile, but the disease probably existed unncticed for several decades
or more before it was reported. This situation has been described in countries
where urban rabies is controlled. Wildlife rabies emerges as a new threat for man
and damestic animals, .

In the period studied, 78 human cases of rabies were registered. There was a
general - decline in incidence of rabies in man; from 11 cases reported in 1950 to
nil in 1972. This decline is undoubtedly a reflecticn of measures directed towards
the prevention of human cases: the observation of suspected animels for clinical
detection of rabies, the post-exposure vaccination of persons, and a successful
control program that brough about a reduction of the incidence of the disease in
dogs, the gratest single source of infection for man. It has been shown that there
is a wvery close relationship between the nurber of canine rabies cases and
resultant cases in humans, and that when dog rabies is controiled, the number of
cases in people drops correspondingly (4).

Mass immunization of dogs and elimination of stray dogs have been shown to be
effective measures to interrupt the canine transmission cycle and to prevent the
occurrence of rabies in man. Successful national programmes in the past have been
reported, for instance in Hungary (1935-1944), Japan (rabies-free since 1956} and
Malaysia {1953-1956) (8). In the United States a nation wide rabies control program
(1950~-1965) interrupted the urban cycle of dog-to-dog transmission, in spite of a
steadily increasing dog population. Panama City began a successful program in 1957
arid has remained practically free of urban rabies. Effective programs against urban
rabies were carried out in such large cities as Bogota and Cali, Colombia, in
1976~1977; and Lima, Perd in 1973-1974. Recently, Argentina has reported that
between 1977 and 1982 canine rabies in the province of Buencs Aires, causing a0
percent of the total naticnal cases in the past, has been almost completely
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eliminated (1).

In Chile, from 1950 to 1960 a control program was implemented in the cities with
highest incidence of human and canine population density. This program included
elimination of stray dogs and vaccination of dogs with %he avian-embryo Flury
strain (LEP} vaccine. During the decade that followed (1967-1970), mass-production
of suckling mouse brain rabies vaccine for human and animal use was started. The
house-to~house mass vaccination of dogs with complete coverage of residential
neighbourhoods every two years or when focal outbreaks appeared between regularly
scheduled campaigns was introduced in all the regions with endemic rabieg. Removal
of dogs not in compliance was an inportant measure inmediatelly following
completion of vaccination of a neighbourhood. During the last years of the decade,
neighbourhood vaccination centres were established mainly in  low-income high
density areas.

A surveillance system was implemented in 1976, based on an increased number of
randomly collected samples from the grater risk areas and from those that had
ceased to be so over the past few years. In 1977, the international surveillance
System reported the existence of rabies in the sosth of Perii. During the second
half of-that year, the first cases were reported in the northern city of Arica, in
the I Region, near the border with Perd. Fpidemic outbreaks occurred in the area
sorrounding Arica in the years 1977, 1979 and 1981, causing pubiic concern  and
calling for great efforts of control and surveillance. )

In the II Region a 5-year outbreak was originated in 1962 caused by dog brough in
from the southern regions where rabies is endemic; the only case reported in the I
Region in 1965 was a consequence of this epidemic. A similar situation occurred in
the IV Region where cases informed for the year 1956 and the pericd 1960-1962 were
a result of the concurrently increase of rabies in the V Region.

Areas free of the zoonoses included the III, XI and XII Regions. Scozia {1966)
verifies the same situation for the period 1936-1950, all of which ratifies, with
certitude, that these regions have been free from the disease during the last 45
years.

The results of the temporal distribution point to the existence of three
different periods: one from 1950 to 1960, the other from 1961 to 1970, and the last
cne from 1971 to 1986. The trend of rabies from 1950 to 1960 shows a slight
increase over the years due to the fact that the growth of the canine population
kept pace with that of human population, specially in urban areas. Mention should
also be made, of the absence of systematic activities in order to attain the
control of rabies during most of this period. s an important aspect of the pattern
of rabies in Chile a cyclical component was evident from 1950 to 1960. The cyclic
behavior of the disease was seen to have a frequency of five vyears. A comon
explanation is thatthefearechanges in the composition of the dog population, mainly
in the urban centers, which influence the general cyclical pattern. Periodically,
every five years, increasing nuvber of susceptible animals are found, creating
situations conductive to epidemic ocutbreaks (6). This cycle vas aborted in 1965,
and starting in 1966 the disease appeared with a sharply decreasirng trend.

The results, as reflected by the incidence of human and animal rabies, show an
acceleration of the favourable trend described earlier, particularly during 1980 to
1984, pericd characterized by a low frequency with irregular fluctuations. These
changes in the situation was made possible through the annual implementation of an
intensive control program .with incressingly ambiticus goals and more significant
achievements. In 1983 only cne case occured, and no cases were detected in 1982 and
1984, but in 1985 and 1986 a changing pattern appeared with cases in insectivorous
bats and the resumption of rabies in dogs and cats.

At this stage one can conclude that rabies is a declining infection in Chile, but
it remains a public health problem which shozld be duly taken into account in
health programs. -

While rabies is limited principally tc the central regions of the country, areas
free of the disease should continue to be closely monitored. Control measures must
be maintained in the northern border while rabies continues €0 exist in the south
of Peri.

The systematic gathering of samples at the regional level should be an early
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warning system to alert health officials of a new potencial of a rabid epidemic. In
addition to this, continual dog immunization and selected removal of unvaccinated
dogs mist be maintained in the endemic areas, in order to reduce the population of
susceptible dogs, the main reservoir of the disease in the country.

The health hazards associated with rabies in insectivorous bats is still not

clear, because rabies in wildiife has not been fully investigated in Chile.
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Resuno

Descreve-se a adaptag@ioc da técnica de imunoflucrescénciz direta
¢ da microtécnica de soroneutralizagfio, em cultura de células de
linhagems VERD, para o diagndstice do aborto equing a virus.
Amgstiras de les@fes pulmonares, hepéticas e esplénicas de fetos
abertados, que foram positivas pela técnica de imunofluorescén-
cia direta, acarretaram lesBes em camuyndongos adultes, guando
inoculadas por via intracerebral. PulmBes, figado e corac3o dos
animais inoculados revelaram lesBes caracteristicas de infecglo
pele virus do abortc equine, quande submetidos ao exame histog-
patoldgico. Em 15% amostras de soro de animais clinicamente
suspeitos da dcenga, foi possivel a detecgZo de anticorpos es-
pecificos, através da scroneutralizacl3ic pela micretécnica, wuti-
lizando-se como antigeno a amostira A4/72 do virus do aborto
gquina. Sugere-se este procedimento para a pesquisa de animais
portadores, como medida de centrole da enfermidade.

Svamary

Laboratornial diagnosis of Equine Vinus Abortion  through
Ammunogfuonescence and serumneninalization test

In this paper it is described the standartization of direct
immunsfluorescence and serumneutralization test, in VERD cells,
for the diagnosis of Equine Virus Abortion. Using fluorescent
antibodies and inoculation in aduli mice it was detected
positive reaction in lung, liver and spleen from aborted fetus.
fGrgans from these animals showed tipical lesions of equine virus
abortion by histopatelogy. It was also detected the presence of
antipodies in serum colected from suspected mares. It's sugested
the study of carries, throught serology to disease's control.

Introdugio

O aborto equinc ou rinopneumonite equina € causado poOr UR . virus da familia
Herpesvinddae, da subfamilia Afphaherpesvininae (Equdid herpesviaus 1),

. A primeira descrigdo clinica foi feita por Dimock & Bdwards (4), em 1933, porém o
isolamento do virus somente foi possivel em 1936, em Kentucky, Estados Unidos.
Atualmente, o Aborto Equino a Virus {AEV) é observade, com frequénecia, no Japdo, na
Africa do Sul e na Baropa, especiaimente na Inglaterra (1),

No Brasil, a primeira ocorréncia da doenga fol assinalada em 1964 (3), embora o

Rev. Microbiol., Sfo Paule, 20(1):128—132, Jan. /Mar. 1989.
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virus tenha sido identificado apenas em 196%, através das provas comparativas com a
amostra Kentucky (10). Posteriormente, em 1972, fol isolada cutra amostra viral
(A4/72) , proveniente de um animal pertencente a propriedade de criagio localizada
no manicipio de Campinas* (Reiner & Col.).

0 diagnéstico clinico é feito com base nos sintomas respiratdrics e na incidéncia
de aborto em certo mimerc de éguas prenhes. A identificagio do agente ou do
anticorpe tem side feita, em vdrios paises, através da soroneutralizacgdo, da
fixacio de complemento e da imunofluorescéneia (1, 3, 6, 8, 12, 13).

Sendo o aborto equino causado por um herpesvirus, a verificagio de animails
portadores & de fundamental importéncia para o seu controle, visto que os animais
infectados podem permanecer portadores durante longes periodos, sendo estes a fonte
de infecgic mais importante.

O presente trabalho teve por objetivo adaptar as técnicas de imunofluorescéncia e
&a microtécnica de sorcneutralizagio para o diagndstice do virus do aborto equino.

Material e Métodos

Amostnas de campo - Foram encaminhados pulmdes, bago e figado de 19 fetos
abortados, provenientes de diferentes municipios do Estado de S3o Paulo.

Sonos - Amostras de soro de 1178 animais pertencentes a propriedades de diferentes
regides do Estado de Sdc Paulo, suspeitos de haverem sido infectados com o virus do
aborto equinc. :

Cuffuras Cefufares - A linhagem celular utilizada foi a VERO, cultivada em
monocamadas com meio Eagle, com 10% de soro bovino.

Animais de faboratiénio - Utilizaram-se, para a inoculagio das amostras suspeitas,
camndongos adultos e hamsters lactentes.

Vires padrdo - Foi utilizada a amostra A4/72, isolada na Seglio de Raiva e
Encefalomielite do Instituto Bioldgico, em 1972, a partir de drgéos de feto
abortado, provenientes do municipio de Campinas, e adaptada a cultura de células
VERO. '

Soro padrdo - Foi preparado em cobaios, através de inoculagBes, por via subcuténea,
de 1000 DICT 50%, da cepa A4/72. Ura semana apés a Gltima inoculagdo, os cobaios
foram sangrados, por puncdo cardfaca, e o seu soro titulado pela técnica de fixacgho
de complamento, sequndo Osler {11).

Conjugado ffuorescente - O soro hiperimune fol submetido a precipitacio com sulfato
de sé&dio, dialisado em solucdc salina, sendo posteriormente feita a dosagem da
‘proteina pelo método do biureto ,a purificagdo da IgG por cromatografia, o teste de
especificidade pela inunceletroforese e a marcagdo da IgG com isctiocianato de
fluoresceina, seqgundo técnica preconizada por Camargo (2).

Com o conjugado assim obtidogfoi realizada a titulagdo ‘através do preparo de
diluigBes, de base 2, a partir de 1/% e até 1/320. O titulo foi considerado como a
maior diluicio que forneceu reagtes flucrescentes especificas frente ao antigeno
24/72, -

Preparo de amostras - Prepararam-se l8minas, a partir de impressdo de figado, bago
e pulmio do feto abortado e, também, suspenstes destes Srgdcs em Eagle, a 20%, para
inoculaciio em sistemas sensiveis.

Téenica de imunoffuonescéncia direta - Célula VERO, cultivadas em laminulas

*Reiner, U.R.; Lucca Neto, D. de: WNilsson, M.R.; Nilsson, T.7.,; FKotait, I. -
Isolamento do virus do aborto equino em Campinas, Estado de S&o Paulo. Anais do
XITT Congresso Brasileiro de Medicina Veterindria, 283p., Brasilia, D.F., 1972.
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colocadas em tubos de Ieigthon, foram infectadas com a cepa 24/72 e, também,
prepararam-se liminas por impressdo de figado e com cortes de pulmiio, bago e figado
de feto abortado e de Orgdos dos animais que apresentaram sintcmas caracteristicos
€ morreram.

As l8minas, apés fixagdo em acetona, durante 30 minutos, foram coradas com
conjugado fluorescente e a leitura foi feita em microscdpico de epiiluminacio ZEISS.

Inceufacde de animais - Os camundongos adultos foram inoculados com 0,03ml de
suspensic de d&rgdcs fetals, pela via intracerebral e os hamsters lactentes com
0,5mlypela via intraperitcnial. :

Histopatofogia - Amostras de drgdcs de camundongos mortos, apds a inoculagio de
suspensdo de drgdos fetais, foram fixadas em formol a 20%, incluidas em parafina e
coradas pela téenica de hematoxilina—eosina.

Microtéenica de soroneutrafizagdo - Em placas de poliestireno, de 12,7 x 9,5cm, de
96 orificios, com fundo planc, foram colocados 25ml dos soros a serem testados
(dituicdo 1/5) e 25ml do antigeno (100 DICT 50%) e incubados a 37¢C durante 30
minutos, em estufa.

Apds o periodo de incubagio, a cada orificio foram adicionados 200ul de suspensio
de células VERG, contendo aproximadamente 10.000 - 20.000 células. As placas eram
lacradas com fita adesiva, ndc tdxica, e incubadas durante 72 horas, 3 temperatura
de 37eC.

A cada prova eram testados soros de referfncia, com anticorpe e sem anticorpo
contra o virus do aborto equino e realizada a titulagdo do virus, para controle da
dose infectante viral.

Os soros eram considerados positivos quande neutralizavam o efeito citopdtico
viral e negativos quando apresentavam o efeito citopdtico caracteristico.

Resultados

0 soro hiperimune apresentou titule fixador de complemento igual a 1 ou 256 e o
conjugado, utilizado na técnica de anticorpos fluorescentes, forneceu titulo de i
ou 10.

A Figura 1 mostra células VERO, com inclusdes intranucleares, infectadas com o
virus do aborto equino e subietidas & téenica de anticorpos fluorescentes.

Suspensfes preparadas a partir de pulmdes, figado e bago de 3 fetos abortados,
procedentes de uma propriedade do municipio de Campinas, foram positivas pelo
testes de imunofluorescéncia direta e infectaram camundongos adultos, provocando
paralisia e morte em 72 horas.

‘A histopalogia do pulndio, figado e coragio de cammndongos inoculado revelou:
acentuadissimas lesSes de pneumonia intersticial linfocitdria, discretos focos
herrnrraglcos, enfisema pulmonar, algumas dreas de hepatite portal linfocitdria e
discreto acimulo ge linfécitos no miocdrdio.

Os hamsters inoculados apresentaram os seguintes sintomas: abatimento, deciibito
com movirentos de pedalagem, paralisia e morte.

A microtécnica de soroneutralizagio revelou a presenca de anticorpos contra o
virus do aborto equino em 159 dos 1178 soros examinados:

Discussdo e Gomlus?)%

Nao hd, na literatura nacional, relato da aplicagio da imunoflucrescéncia no
dz.agnostlco do aborto equino a v1rus e raros sfo os trabalhos apresentados em
ocutros paises (12, 13},

Em nossas oondlgoes a téenica de a.ntlcorpos fluorescentes mostrou-se de valor
para a pesquisa do antigeno viral do aborto equine, visto ser esta uma técnica de
rdpida execucdo e comprovada sensibilidade e especificidade (9).

A soreneutralizagio para a pesquisa de anticorpos tem se apresentado, juntamente
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Figura 1 - Células VERO, infectadas com ¢ virus do aborta equina,
coradas pela técnica de anticorpeos flucrescentes (1200X).

com o ensaio imunoenzimdtico, com uma das melhores técnicas para a pesquisa de
anticorpos contra o©s  herpesvirus {7). O microteste em células VERO apresenta as
vantagens de baixo custo, rdpida execuglo, sensibilidade, especificidade e
necessidade de pequencs volumes de reativos.

A pesquisa rotineira de anticorpos tem revelado a sua presenca em eguinos
pertencentes a propriedades localizadas em varios Estados da Federacio e em
diferentes regiBes do Estado de S&o Paulo, entre as quais podem ser citadas,
principalmente, Ribeirfo Preto, Presidente Prudente e Sorocaba (Kotait & Col.,
dados ndo publicados).

A identificagdo do virus do aborto equino, apds 15 anos do $liimo isolamento no
Brasil, e de seus anticorpos, confiymma as imimeras suspeitas clinicas dos dltimos
anos e sugere a necessidade da implantacio destas técnicas nos diferentes
laporatdrios da rede oficial e o estabelecimento de vigilfincia sanitdria para
verificacio de animais portadores.
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Summary

Aliquots were sampled fram a culture of Ank{stnodemuws densus o,
5, %, 14, 1%, 26 and 37 days old and exposed to different copper
concentrations. The inhibiting effect o¢f Cu?®' was observed by
means of chlorophyll-a determination during about 18 days. It was
observed that the copper concentration necessary to inhibit cells
growth Jincreased with the aging of culture, It is assumed that
this is duye to the aceumulation of high melecular welight com-
pounds in the medium, which complex Cu®*: with Electron Paramag-
netic Ressonance (EPR) technigue, it was possible to determine
that about 20ug of ion Cu®" is chelated per mg of both dried high

molecular weight compounds excreted and forming capsules of A,
densus.

Resumo

Imobilizagdo de fons Cu®' por compostos de alto peso mofecular
excretados por Ankistrodemus densws (Chlorophyceae] em diferentes
ddades de cultivo

De uma cultura de A. densws foram amostradas aliqusias com 5, 9,
14, 19, 26 e 37 dias de idade, além de um controle no fempo zero,
e expostas a diferentes concentragBes de Cu®* (CuS0,4), 0 efeito
inibidor do crescimento das células algdceas pelo cobre foi ob-
servado através de determinages de clorcfila-a durante cerca de
18 dias para cada idade. Foi observado gue a concentragdo de go-
bre necessdria para inibir o crescimento, aumenta com idade da
cultura. Mostra-.se que isso se deve & acumulagio no meio de cul-
tura de compostos de a2lto pesc molecular, principalmenie hestero-
pelissacarideons, gque complexam o fon Cu?*. As cépsulas: extrace-
lulares que envolvem as células também s83o efetivas na imobili-
zagio desse Ion. Cerca de 20Ug do ion cobre ¢é imobilizado por
miligrama de peso secg desses ccempostos.

Introduction

Several species of freshwater microalgae, mainly Desmidiaceae and Chi orococeales,
release reascnable amounts of high molecular weight organic compounds (9). The

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 20(1):133-139, Jan./Mar. 1989.
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release of such compounds make us wonder about possible extracellalar functions for
the excreted organic matter, apparently lost by the organisms. A possible
extracellular function would be %o create a micreenvironment around the cell
properiy called ‘"phycosghere” by early researches, which would allow the cell,
among other functions, to chelate metal ions such Cu®T present in eventually toxic
concentrations.

Several microorganisms such as yeast, fungi and bacteria are capable themselves
of prcoducing substances which may reduce metal toxicity (1, 2, 5). Also one can
find references to micrcalgas (4, 8, 10, 11, 14}.

In chemically and physically stable environments such as large lakes, rivers and
oceans this protective function will not be very important since most of the
dissolved copper will be bound to high affinity natural dissclved ligands present
at low coeoncentration (12}, In this case, the imwediate importance of the excreted
substances will be its role in natural dissclved ligands pool. However in small
freshwater bodies where great changes in physico-chemical condition occur due to
natural events or wastes, the chelation of the CuT at toxic levels will be very
important to the survival of certain micrcalgae.

The present work determines the concentrations of Cu’T which can inhibit the cell
growth increase with age of the culture due to the accamilation of excreted
conpounds  in the media mainly complex polysaccharides which produce copper
carplexes detected by Electron Paramagnetic Resonnance (EFR) technicque.

Material and Methods

The experiments were carried out with cells of the planktonic micrcalgae
Ankistrodesmus densuwd Kors., Chlorophyceae {strain n2 003 UFSCar) growth in WO
medium (6) with N and P reduced to 1/5 of the coriginal concentration and without
copper, Tris and EDTA. The culture was started in a pirex 8L carboy with 4L of
medium inoculing axenic cells in exponential growth. Ilumination was provided by
40W Fluorescent tubes (100uE m™2 §71) with a light/dark cycle of 12h:12Zh. A
constant temperature of 23:1°C was maintained and the culture was continucusly
aerated by gentle bubling of filtered air. The pH throughout all the experiment
slithly changed around 7.0. The cells sampled from carboy culture in different ages
- {0, 5, 9, 14, 19, 26, and 37 days old) - were exposed to different concentraticns
of Cu?T (Cas0y Merck) and its viability ocbserved by chlorophyil-a concentration
measurements (13). The cell numbers were kept at 8.10%m1~1 in each age reducing it
by centrifugation and culturing them in conical flasks with 50ml of suspension for
each copper oconcentration to be tested. After 5 days of age the subcultures in
conical flasks were enviched with WC modified nutrients. The initial copper
concentrations at time zero (inocula) was settled in a pre test using centrifuged
cells. The cells were exposed to different copper concentrations by 18 days and
chlorophyli-a sampling was done each two days. Cell counts were made in a
Fucks-Rosenthal Thaemocytometer. The dissolved extracellular carbohydrate was
analysed by the phenol-sulfuric acid method using glucose as a standard (3).
Protein measurements were made using Folin phenol method (7). When the culture was
34 days old 3mg of Cu’T was added to IL of it and 16 hours later were analysed by
Electron Paramagnetic Ressonance to determine the spectra of complexes formed and
to measure the ion concentration complexed per mg of hoth dried high molecular
weight compounds dissolved in the medium and forming extracellular capsules (Vieira
& Mascimento, in press, J. Planktcon Res., 10(6), 1988).

Resnlts

Figure 1 shows the growth curves of carboy cultures from which cells at different
ages were taken and exposed to different Cu*t concentrations. The cells assayed at
zero time. i.e., fresh medium without excretes, and exposed to concentration between
0.01 and 0.15mg ™! have shown an increase in the lag phase for each tested
concentration. But, an increase in the chlorophyll-a concentration only occurred in



figure T - Cell numbers, extracellular
dissolved carbochydrates and
chlorophyll-a concentrations in the
carboy culture.
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the cells exposed to 0.01 and 0.02mg Cu**~1  (Figure
2). In the other concentrations a striking precoce
bleaching of the cells was observed at 0.1 and 0.15ng
cu** 1. After 18 days of exposition to copper the
cells from these concentrations incculated in fresh
media did not show any viability. Using 5 days old
cells when the total dissolved cal_i'bohydrate
concentration in the media is around 2.6mg” ', we can
see (Figure 3} that although long lag phases still
occur, the -Cu?t  inhibiting concentrations were
increased. A significant increase in chlorophyli-a
ocourred at 0.04mg Cu®t—1 but the bleaching at
0.1mg was not so rapid as that cbserved with the
cells of zero time. Nevertheless, it was with 9 days
0ld cells, when the total dissolved carbohydrate
concentration in the medium reached fl\.Smg_1 , that the
influence of excreted compounds on the Cu’?
inhibition effect was most evident (Fi?ure 4n). Here
the cells Exmsed to 0.1H'g CL'[Z+.— presentai a
relatively short lag phase and an increase in
chlorophyll-a concentration similar to that observed
in the control. Even at the copper concentrations of
0.15 and 0.18 which campletely inhibited cell growth
at the 5 days old cells, the 9 days o0id cells
presented considerable growth besides a long lag
phase. At 0.2mg Cu®+—1 concentration there was no
growth. When these cells are washed and ressuspended
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Figure 2 - Growth curves
of aliquots sampled at
zero time from the carboy
culture and submitted to
different copper
concentrations. Data for
non growth at 0.10 andg
8.15ng Cu?*-1 have been
omitted, for better
glarity. MNumbers in sach
CUrve represent cepper
concentration (mg
CU2+—1),
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Figure 3 - Growth curves of
aliquots sampled from the
carboy culture at the Sth day
and submitted to different
copper concentrations.
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Figure 4 - Growth curves of aliguots sampled at the gth day from the carboy

culture and submitted to different copper concentrations.
Symbols: (A) = With the own media; (8) With the cells washed and ressuspendend in

fresh media,
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Figure 5 - Growth curves of aliguots sampled at the 14 gay (a), 19t (8) and
26th day (C) from the carboy culture and submitted +to different copper

concentrations.
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in fresh wmedia growth is not
observed even at 0.05mg Cu*+?
concentration (Figure 4B).

The effect of excreted compounds
in attenuating the inhibiting action
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‘Yigure & - Growth curves of =aliguots
sampled at the 37th day from the carboy
culture znd submitted to different copper
concentrations,

Symbols: (A) With the own media; (8) With
the cells washed and ressuspended in fresh

of copper on the cel} ?rcwth at
o

concentrations >0.2mg Ca was not media.

effective when using culture media

of 14, 19 and 26 days old (Figure

5). Only when the cells were A aaol

inoculated in 37 days old medium raol 8

there was small increase in the 760 400l /\
chlorophyll-a concentration in the conTReL
cells exposed to 0.20 and O0.25mg 580/ 2801 '

c**™! but not at 0.30 and 0.35mg eedl

cu*t 1 (pigure 6A). However any
growth did not occur when the cells
at this age were suspended in fresh
media even at, low concentrations
such 0.15mg Cu*t™! (Figure 68).

In order to characterize the
chelation compounds and to verify if
the excretion materials binds Cu ¥
ions, the EPR spectra were made in
three different preparations
described in a paper which is in
press (Vieira & Nascimento). The EPR
parameters of these camplexes show
that around 20ug of ion per mg of
dried extracellular compounds is
chelated and immobilized.
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Discussion

A comparison of gquantitative aspects of growth among different cell ages could
not have been done using chlorophylila-a curves since at different ages the inocula
were also at different physiological conditions. This can bhe cbserved in the
control growth curves. Therefore our objective is to observe growth in the
qualitative aspect, i.e., if cu?t inhibits or not the growth as quantified by the
chlorophyll-a concentration.

At Cu®? concentrations where the synthesis of chlorophyll-a was inhibited, the
mmber of cells did not decrease but remained around the number in the inocula,
Because in this species of algae it is very difficult to distinguish between dead
and alive cells under the microscope we have decided to wuse chlorcphyll-a
concentration as a parameter to estimate growth.

It is possible that soare of the Cu?t were immobilized by precipitation
considering that the pH was 7.0, Therefore, the inhibiting concentrations found
might not be the real ones. However, it is evident that the concentrations that
inhibited growth increased as the age of culture increased. Also, it was
demonstrated (Figure 4B and 6B) that this effect is not due to the age of the cell
itself hut %o the excretes accumulated in the media which complexate a  fraction
of free Cu®*.

A large amount of the A. densus excretion are complex polysaccharides with
absence of sulphate groups and possible presence of small amounts of carboxyl
groups with rhamnose,. arabinose, xylose, mannose, galactose and glucose in its
rmonosaccharide  camposition  (15). In batch cultures the polysaccharides are
accumlated in the media making it viscous. This would explain why the Cu®*
concentrations inhibiting growth were much higher in the clder culture media.

Besides the effect of dissolved polysaccharide the Cu’t ion can also be chelated
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by mucilaginous capsules surrounding cells in the stationary growth phase., These
capsules are rare during the exponentrial growth probably because there is not
enough time for its accumulation since in this species the capsules are discarded
with the cell walls in the cell division process — cast-off half-portions in the
autospores releasing. However, during the stationary phase the muicilaginous
capsules surround most of single cells, cencbia and cast-off half-portions of wall
material. The dissolution of such capsules is very slow (15).

Also the cccurence of long lag phases at inhibiting but not lethal copper
concentrations were early observed by Steman-Nielser and Wiwm-Andersen (10). About
that one can make two assumptions: first, the growth of cells is inhibited by non
lethal concentrations. After some time a kind of rhysiological adaptation to those
copper concentrations occur in these cells. Second, besides cell division is not
occuring,. they could be continucusly releasing organic metter which after some time
will reach a sufficient concentration to chelate the Cu?t Steemann-Nielsen and
Wium-Andersen (10) report that in Mifzschia pafea the copper itself could induce an
increase in excretions through "leaky membranes",

We are investigating if small molecular weight polysaccharides also works in the
chelation role.
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Errata

Descoloragiio microbioldgica do efluente de ume indiistria de celulose Branqueada*

ONDE SE ENCONTRA: Figura 2 pag. 427

SUBSTITUA-SE PORY Figura 2 - Redugdo da cor de efluente de uma indlstria de
celulose branqueada com diferentes valores de pE inicial por diferentes fungos
causadores de podriddo-branca.
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INFORMACAD TECHICO-CIENTIFICA S

mantibiotic Inhibition of Bacterial Cell Surface Assewbly and Function™. P. Actor;
L. DancoMoore:; M.L. Higgins; M.R.J. Salton; G.D. Schockman. American Society for
Miqrobiology. washington, USa, 1988.

O livro "Antibiotic inhibition of bacterial cell surface assembly and function®
pablicade pela American Society of Microbiclogy (Washigton, D.C.), tem como
editores pescuisadores de prestigio de Filadelfia e de New York, entre eles, Milton
Salton e Gerald Shockman.

0 livro inclue capitulos dentro das grandes divisbes: Bstrutura e fungio, Modelos
do crescimento celular, Estrutura e biossintese da parede, Putélise e hidrolases da
peptidogiicana, Proteinas ligantes d&a penicilina, Permeabilidade da membrana
externa, #$-lactamasss, Outros antibidticos, Resisténeia e, finalmente, um capitulo
final de H.J. Rojers focalizando em sumdrio, alguns aspectos fundamentais da
bicquimica das estruturas de superficie de bactérias.

Os capitulos sobre Estrutura e Fungfo ressaltam o pouco conhecimento atingide na
matéria e as dificuidades téeonicas intrinsicas que impedem o correlacionamento
estreito entre andlises biogquimicas de preparagdes "puras" e estruturas originais
in vive. Uma contribuicc interessante é relativa a natureza multilaminar da
mreina ¢ & correlagic entye a extensdio das fitas de glicana e o grau de
*crogs-linkage" em mareinas de diferentes amostras de Eschenichia coddi.

Mos capitulos ligados aos Modelos de Crescimento celular, sHo focalizadas
experiéncias realizadas com bactérias Gram negativas, Staepfococos e BaciLius,
Muito motivante é o capitulo de Mendelson e Thwaites que estuda em Bacillus
subtilis os estados de torcio das macrofibras e a biomecinica dos filamentos
bacteriancs. A modulagiio da torgBo (determinada em microscopia de contraste de
fase) por diversos fatores e condighes nutritivas é revista em detalhe.

Andlises quimicas e espectroscdpicas de componentes isolados da parede celular e
sua utilizagio em projetos centrados na hiossintese destes componentes, aparecem em
5 capitulos que incluem também a agdo da ampicilina em Ancylobacter agquaticus,
modelo para estudo da pressio de turgéncia e a rutura ou "yasamento® celular.

A série de capftulos sobre autélise e hidrolises envolve aspectos de organizacio
de autolisinas no envelope bacteriano e dos processos de autdlise da peptidoglicana
em E..coli e Streptococcus. De grande interesse sio duas comunicagbes de
pesquisadores espanhdis sobre a genética e caracterizacdo bioquimica de enzimas
ii{ticas capazes de degradar a parede celular de Streptococcus preumondiae.
Curiosamente, todas as enzimas liticas de S. pueumoniae e de seus bacteridéfagos
exigem a presenca de colina nos dcidos teicdicos para sua atividade. :

Uma das partes mais desenvolvidas do livro é relativa &s Proteinas ligantes da
penicilina. Aspectos da ewvolugiio de o-peptidases e B-lactamases; configuragio,
topologia e expressfio de proteinas ligantes da penicilina em E. coli e B, subtilis;
natureza e papel na indugic da lise por antibidticos $-lact@micos, de proteinas
ligantes em Staphyfoceccus awrews; alvos das B-lactamas em cocos Gram positivos e
desenvolvimento de resisténecia & Penicilina G em Streplococcus mufans foram
discutidos, sobre resultados fartamente documentados.

Os capitulos sobre permeabilidade éa membrana externa focalizam basicamente a
permeabilidade a B-lactamas e a resultante sensibilidade/resisténcia aos
antibidticos B-lactimicos. A resisténecia a antibidticos € também focalizada nos
capitulos schre B-lactamases. S3o estudades também os mecanismos moleculares da
inducio de R-lactamases inclusive aspectos de regulagdo génica.

Apesar da grande &nfase dada aos antibidticos B-lactamicos, outros antibidticos,
atuando em diferentes sitios da parede celular bacteriana sfio também considerados.
Um excelente capitule de Jeffs e Nisbet relata a descoberta, isclamento e
determinagho da estrutura (por HPIC, cromatografia de afinidade e
FAB-espectrametria de massa) de vérios antibidticos glicopeptidicos.

Outros antibidticos, come os &cidos fosfinicos relacionados & D-alanina e
D-alanil-D-alanina; a moencmicina, um inibidor da polimerizagdo da peptidoglicana
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em Eschendichia coll; as y-lactamas; sdo rambém abordados. Drogas ndo c¢onvencionais
como ¢ 1ipidio dodecilglicerol sdio tema de um capitulo, no qual & mostrado que esta
substincia além de estimular a autolisina que hidrolisa a parede celular, interfere
com a sintese da peptidoglicana, em espécies de Stneptocoecus.

Alvos anifnicos na superficie bacteriana e a ligagdic co~ antibidticos
policatifnicos s&o discutidos em 2 capitulos, usando como modelos B. subtifis e
Pseudomonas aerpainosa. . . .

Mecanismos especificos de resisténeia a antibidticos s@o descritos em S. awrens
{resisténcia & metacilina e superproducdio de proteina ligante de penicilina) e
enterococos (resisténcia a B-lactamas). Resisténeia e tolerfincia aocs antibidticos
B-lactimicos sio discutidos em pneumococos @ S. autews.

Como ¢ livro concentra as comumicagbes & Conferéneia da ASM de igual titule
realizada em Filadelfia (1987), seu ocbjetivo & principalmente & discussio dos
ultimes avangos na pesquisa bésica sobre estruturas bacterianas de superficie e
mecanismos de agdo de antibidticos que ai atuam. Como apontam os editores, foi
intrigante a aplicagiio de modernas tecnologias quimicas, fisicas, moleculares e
genéticas a problemas de ambos interesses tedrico e pratico, O livro é pois de alta
valia a pesquisadores e estudantes de pds-graduacic. Sua linquagem é académica e
elevade seu nivel cientifice. As comunicacdes, apresentadas na forma de capitulos,
estfio decumentadas com numerosos resultados experimentais que muito enriguecem a
apresentacio e discussdo dos dados.

Obviamente, devido & sua natureza, nio se trata de um compéndio com apresentacio
diddtica, horizontal e exaustiva do tema escolhido. Focaliza antes, tendéncias e
progressos recentes, em determinada drea cientifica, sobretudo no que toca a nova

metodologia efrpregada_ Luiz R. Travasssos

Bscola Paulista de Medicina
Rua Botucatu, 740

Caixa Postal 20207

04023 S3o Paulo 5P

I Encontro Nacional de Microbiologia e infecgiio hospitalar — Ribeirdo Preto - Sio
Paulo - 15 a 17 de maio de 1989 . ‘

O Ministério da Satide e a Sociedade Brasileira de Microbiolegia se associam,
Juntamente com outras entidades relacionadas & drea de InfecgBo Hospitalar, para
patrocinar o "I Encontro Nacicnal de Microbiologia e Infecgic Hospitalar", na
cidade de Ribeir@oc Preto SP. Este evento pretende reunir microbiologistas e
profissionais da saide interessados nos sequintes temas bdsicos:

— A fungdo do laboratdrio de Microbiclogia no controle de Infecgbes Hospitalares;

- Resisténcia Bacteriana - Marcadores Gendticos aplicados & epidemiclogia das
InfecgBes Hospitalares;

- Uso e controle de Antimicrobianos a nivel hospitalar

- Informdtica X Microbiologia e Controle de Infecgbes Hospitalares.

Local: Teatro Municipal de Ribeir3o Preto

Coordenador: Dr. Carlos Emilio Levy (HC-FMRE-USP)

Secretaria Executiva: Embarque Turismo Ltda.

Ruz SZc José 1406 - Ribeirdo Preto SP
Tel. (016) 634-4354 a/c Maria Alice
Hilda ou Verinha Telex 164021 Cep: 14025

Prggrama

15/05/89

~ 20:00hs Cerimdnia de Abertura

— 20:45hs Conferéncias:

- Mecanismos de Resisténeia  de  Bactérias Gram negativas frente aos
aminoglicosidecs. o

- Papel do Microbiclogista no Controle de Infecgio Hospitalar.

- 22:10hs Coguetel
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16/05/8%

- 8:00hs Mesa redonda:

- Etiologia das Infecgles Hospitalares.

- 10:30hs Mesa-redonda

- Técnicas especiais em Microbiclogia aplicadas ac Controle de Infecg&o Hospitalar.
- 14:00hs Mesa-~redonda:

- Investigagdoc de Fontes de Infecgbes Hospltalares

- 16:30hs Mesa-redonda:

~ O Laboratéric de Microbiologia na Investigagiio Epidemiclogica de Surtos de
Infeccio Hospitalar.

17/05/8%

- 8:00hs Mesa-redonda:

— Resisténcia Bacteriana - Marcadores Cenéticos aplicados a Hpidemioclogia das
Tnfecgdes Hospitalares.

— 10:3Chs Mesa-redonda:

- InfecgBo Hospitalar - Resisténeia Bacteriana e novos Antimicroblancs: enfogue do

especialista.

- 14:00hs Mesa-redonda:

- Controle de Antimicrobiancs em Hospitais e surtos de Infecgdo por cepas

multirresistentes.

- 16:30hs Mesa-redonda:

- Informatica e Microbiologia.

20:00hs EBcerramento:

- Propostas para melhor desempenrhc da Microbiclogia no controle das Infecctes

Hospitalares.

1) International Journal: Water Science and Technology: March 19893.

Esta publicacgdo é editada pela International Association on Water Pollution
Research and Control (IAWPRC).

Nesta edigdo serdo publicades o3 proceedlngs da reunifo sobre "Health - Related
Water Microbiclogy  1988". Uma série de trabalhos de grande interesse em
microbiologia sanitdria serdo apresentados. E possivel a aquisiciio deste nimero,
através da Pergamon Press.

2} Symposium on Bealth — Related Water Microbiology
Serd realizado de 01 a 05 de Abril de 1990, em Tubingen - West Germany.

Informactes:

Prof. W.0.K. Grabow
Depte of Medical Virclogy
University of Pretoria
P.0. Box 2034

0001 Pretoria

South Africa

LIACS ~ Literatura latino-Americana em Ciéncias da Sadde, uma fonte de informac3c
para o profissional da sadde.

BIREME - Centro latino-Arericanc e do Caribe de Informacio em Ciéncias da Sadde

Organizacio Pan-Americana da Saide / Organizagio Mundial da Saide~So Paulo, Brasil
Fste, da mesma forma gue muitos outros periddicos latino-americancs, 450

aproximadamente, ¢ analisado e indexadc na base de dados LILACS (Literatura

Latlno—Amerlcana e do Caribe em Ciéncias da Saide). )
LILACS &€ o resultade de um esforgo coletive, coordenado pelo BIREME, para
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registrar e difundir a produgice intelectval do profissional da Saude
latino—americanc, qualquer que seja a forma ou o meio em que aparece publicada.
Livros, periddicos, publicagBes governamentais, trabalhos apresentados em
congressos, semindrios ou conferéncias, teses, etc. sdo incorporados & LIIACS,
respeitados os critérios de selecfio estabelecidos.

A captagio e processamento de toda essa literatura € responsabilidade de cada
Centro Coordenador Nacional (CCN) que compde a Rede Latino-Americana e do Caribe de
Informagiio em Ciéncias da Sadde. BIREME, Centro Regional da OPAS, ajuda os CCN em
seu trabalho e exerce & coordenagio a nivel regiomal.

Quem gera a informagBo {autores e editores) deve participar deste -esforgo
coletivo fazendo com que os CCNs sejam depositdrios de todo decumento gerado, para
sua andlise e possivel inclusio na base de dados. Sem esta colaboracio, de inegavel
interesse mituo, o processo de captacic & extraordinariamente dificultado e pode
ser a causa da auséneia na LILACS de um grande volume de documentos. Alimentada
pela maioria dos paises da Regifio, LILACS posssui hoje mais de 60.000 citaghes
bibliogrdficas e resumos de documentos {artigos de periddicos, relatérios
técnico—cientificos, publicagbes governamentais, teses, etc.) de autores
latino—americancs. Este acervo de informagio é acessivel em linha e tambdm ests
disponivel no suporte eletrdnico conhecido como CD-ROM (Compact Disc = Read Only
Memory). Mais de 140 instituiges da Rede Latincamericana 34 contam com o
equipamento de leitura de CD-ROM e recebem reqularmente do BIREME as atualizagBes
da base de dados para sua operacdo a nivel institucional.

No decorrer do presente ano a base de dados LILACS seri cedida ao Deutsches
Institut fur Medicinische Dokumentation und Information (DIMDI) para acesso em
linha dos paises da Comunidade Econdmica Buropeia. Iqualmente, espera—se que a
literatura da Espanha e Portugal seja incorporada proximadamente na LILACS. )

BPa LILIACS sd8o extraidos dois produtos impressos: IMIA  (Index  Medicus
latinoamericano) e LILACS-SP. O primeiro, de frequéncia trimestral, inclui citagbes
bibliograficas e resumos de artigos publicados nos periddicos analisados. O
segundo, de frequéncia irregular, inclui citacSes bibliogrdficas e resumos de
trabalhos referidos & 4drea de Saide Riblica.

Para informagio adicional, favor dirigir-se a:

Selegdc e Acquisiclio

BIRRME - Centro ILatino-Ameticanc e
do Caribe de informacio em Ciéncias
da Saude

Rua Botucatu, 862

04023 S3o Paulo SP, Brasil

“Principles of Biotechnology” — 2nd edition, 211p., 1988. Alan Wiseman. Surréy
University Press. BEd. Chapmen and Hall, New York, USA.

Esta publicagiio enfoca os seguintes temas: aplicagio a biotecnologia dos
principios da microbiologia industrial, da genética microbiana, da enzimologia e da
‘engenharia dos processos de fermentaciio; bictecnologia do isolamento e purificagic
de enzimas e utilizagio de enzimas imobilizadas. -

A camplexidade de cada tema agui abordado seria suficiente para um livro,
portanto, as poucas pdginas desta publicacio jd indicam que cada un dos temas é
abordado muito superficialmente. NSo & um livro indicado para o especialista, ndg
entanto € Util para estudantes ou pesquisadores em areas afins, pois fornece uma
vis3o geral de temas importantes na biotencologia. '

Maria Therezinha Martins

Instituto de Ciéncias Bicmédicas IT
Cidade Universitdaria - USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
05508 S3o Paulo Sp
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