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EDITORIAL

Desde outubro de 1987 a Dirego da Revista de Microbiologia tem seguido uma politica de
aprimoramento gradativo a nivel cientifico e administrativo.

Os trabalhos cnviados para publicagdo somente tem sido aceitos apds aprovados por dois
revisores, escolhidos dentro da comunidade cientifica nacional. Havendo impasse sdo submetidos a
um terceiro ¢ ainda havia a possibilidade de que 0 autor recorresse ao Conselho Diretor da Revista.

Através dessa sistemdtica, desde outubro de 1987 até dezembro de 1989 (Rev. 18:3 a Rev. 20:4)
foram publicados 201 trabalhos e recusados 43.

O fluxo de entrada de trabalhos novos tem sido de 2 por semana € a demora para publicagdo, que
era em torno de 12 meses ou mais, foi reduzida para 6-8 meses, em virtude do aumento do nimero de
trabalhos de 17 para 22 por revista. Nesse perfodo, a Revista foi publicada trimestralmente e sem
nenhum atraso. ’ o

Em termos de divulgagio a nivel nacional a Revista tem sido enviada para todos os s6cios quites
com a SBM e, através de assinatura anual, para inddstrias, laboratérios particulares e para 109
bibliotecas. A nivel internacional tem sido enviada também através de assinatura, para bibliotecas de
diversos pafses como Alemanha, Argentina, Canadi, Chile, China, Col6mbia, Portugal, Franga,
Inglaterra, Sufga, USA, Venezucla, etc... .

Durante ess¢ perfodo contamos com apoio constante do MCT, CNPq, e FINEP por meio do
Programa de Apoio a Publicagdes Cientificas, mas em 1989 esse auxilio ficou extremamente defasado,
chegando a cobrir apenas 2% dos custos da Revista.

Nos dois dltimos nimeros recorremos  Fundagio de Amparo 3 Pesquisa do Estado de Sio Paulo
que, num espirito cientifico louvdvel, prontamente atendeu nossa solicitagdo e as dificuldades foram
minimizadas. ‘

Temos nos defrontado com obstéculos de toda ordem mas o apoio € o reconhecimento da
comunidade tem feito com que a Revista a cada dia se fortalega e se firme, a despeito da critica
infundada que por vezes parte de pequenos grupos alheios a vontade de uma comunidade.

Dentro dessa politica de aprimoramento, a Revista de Microbiologia inicia 1990 com importantes
modificacdes como: a implantagdo do Conselho Editorial, a publicagio em portugués e inglés, inclusao
de resumo mais abrangente em inglés e ainda importantes mudangas na apresentagdo gréfica.

A fim de que sc implantasse o Conselho Editorial amplo, foram contatados renomados cientistas
que prontamente atenderam a SBM e aos quais expressamos nossos agradecimentos por €sse valioso
apoio. Ao Consetho competiré: efetuar o acompanhamento daRevista avaliando sua qualidade; emitir
opinides sobre possiveis modificagdes; julgar trabalhos enviados ou indicar outros profissionais para
fazé-lo; dirimir ddvidas quando autores de trabalhos ndo aceitos solicitarem nova revisdo, enfim,
participar ativamente da politica cientifica da Revista. Assim como tem acontecido, continuaremos
contando com a assessoria dos membros da SBM, ou de especialistas de outras 4reas, no julgamento
de trabalhos e, embora esses colegas nio sejam identificados para os autores, consideramos que, como
reconhecimento pelo trabalho, seus nomes devam sx‘apresentados no Gltimo nimero de cada ano.

As publicagGes passario a ser feitas apenas em portugués e inglés. No entanto, visando maior
divulgagio e o acesso de pesquisadores do exterior as informagdes, sesA exigido que os resumos em
inglés scjam mais consistentes a fim dc que possam ser fontes de consultas. ‘

Atendendo ao novo estatuto da SBM, aprovado no XV Congresso Brasileiro de Microbiologia
(Ribeirio Preto, julho/89), estdo sendo apresentadas as modificagdes da Diretoria, com a incluséo do
Conselho Fiscal e dos Coordenadores de Area. A partir deste nimero, foi inclufda, ainda, a relagio
das indexadoras da Revista atendendo 3s criticas recebidas por essa omissao.

Quanto & forma, algumas modificagdes foram feitas: os textos sdo digitados em microcomputador
e impressos a laser; as dimensdes foram, alteradas visando maior economia ‘de material € a capa
modificada. : A

Esperamos que a nova Revista de Microbiologia atenda as suas expectativas e que recebamos sna
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colaboragdo através do envio de seus melhores trabathos.

Esta revista, que h4 vinte anos tem mantido - a despeito de dificuldades politicas e financeiras
~a regularidade de suas publicagdes, acredita que é da sua colaboragdo o nosso fortalecimento.

A partir desse niimero a Diregdo Executiva da Revista de Microbiologia passar4, por indicagdo
da Diretoria da SBM, a ser de responsabilidade do Prof. Dr. Fldvio Alterthum, docente do Depto. de
Microbiologia do ICB/USP, membro dos mais ativos da Sociedade Brasileira de Microbiologia, que se
encarregard da condugdo da Revista pelo longo caminho que ainda temos a percorrer.

DIRETORIA DA REVISTA DE MICROBIOLOGIA
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FREQUENCY OF ENTEROINVASIVE ESCHERICHIA COLI IN CHILDREN WITH
DIARRHEA AND HEALTHY CONTROLS, IN SAO PAULO, SP, BRAZIL.

M. Regina F. Toledo!

Luiz R. Trabulsi!

SUMMARY

The frequency of enteroinvasive Escherichia coli (ETEC) was determined in the
feces of 2 groups of children living in Sdo Paulo, Brazil, whose ages ranged from 1
day to 5 years. One of these groups consisted of 224 children living in a slum, being
107 with acute diarrhea (cases) and 117 without any gastrointestinal disturbances
(controls). The other group was formed of 915 children who lived in different areas
of the city, 701 being cases and 214 being controls. In the slum children EIEC was
isolated from 15.9% of the cases and 6.0% of the controls. From the non-slum
population, the frequency of EIEC was much lower, being 2.3% and 0.9% in cases
and controls, respectively. In the two groups of children having diarrhea the
frequency of EIEC increased in accordance with the age of the children, being in the
slum group 7.1% (< 1 year), 16.7% (1 to 2 years) and 20.0% (> 2 years); in the
non-slum group its frequency was relatively smaller in the 3 age groups. In the over
2-year-old children having diarrhea EIEC was the enteropathogen most frequently
isolated from the slum children (20.0%) and the fourth most frequent agent (7.6%)
in the non-slum group. In this latter group EIEC was more frequent than Salmonella,
EPEC, Rotavirus, and Yersinia. In both control groups EIEC was isolated only from
the over 2-year-old children, being 14.9% in the slum population and 6.2% in the
non-slum population. All the ten known EIEC serotypes were isolated in this study.
A new EIEC serotype was isolated as well.

INTRODUCTION

Enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) are
E. coli bioserotypes that cause a Shigella-like di-
sease in man. At present, the following E. coli O
serogroups or sub-groups are known to contain
EIEC bioscrotypes: 28ac, 29, 112ac, 124, 136, 143,
144,152, 164, and 167 (3, 6, 9, 11, 12, 14).

EIEC bioserotypes have been found in asso-
ciation with both sporadic and endemic acute
diarrhea in several countries (7, 8,10, 14, 15).

However, the information available on the role
played by these organisms in endemic diarrhea of
children is very scant and frequently incomplete.
The studies, in which the screening of EIEC
strains was made by the Serény test, usually inclu-
ded only a small number of children (4,5). On the

~ other hand, when the screening was made by ag-

glutination tests, only part of the known EIEC
bioseratypes was searched (14). However, re-
cently Taylor et al. (10) have studied 200 children
with diarrhea, in Thailand, using methods that

1 Department of Microbiology, Immunology and Parasitology, Escola Paulista de Medicina, Rua Botucatu, 862 — 32 andar

- Ediffcio Ciéncias Biomédicas, 04023 Sio Paulo SP, Brazil
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would dctect any EIEC strains, independently of
their bioserotypcs.

Inthe prescnt study, we have investigated the
frequency of EIEC bioserotypes in the feces of a
large number of children. with diarrhea and con-
trols, screening the strains by biochemical and
scrological tests, and by the Serény tcst. The re-
sults obtained suggest that EIEC may be very
frequent agents of endemic diarrhea, depending
on the age and living conditions of the children.

The results described in this study were par-
tially presented in the XI Congress on Tropical
Mecdicine and Malary, Calgary, Canada, 1984.

MATERIAL AND METHODS

Children studied — Two populations of chil-
dren, belonging to low income familics, were stu-
died. One population consisted of children living
in a slum, located in the southeast of Sdo Paulo
city; and the other one, consisted of non-slum
children living in different arcas of the city. The
slum children population included 107 cases and
117 controls and the non-slum ones, 701 cases and
214 controls. Cases and controls in both popula-
tions were, respectively, children with acute dia-
rrhea and without symptoms of intestinal infec-
tions, at the time of feces collection for culture.
The children with diarrhea had fluid stools at the
time of admission and more than the usual number
of stools per day. The slum children were studied
between March 1982 and June 1983, and the non-
slum ones between February 1977 and May 1982.

Isolation and identification of EIEC and ot-
her enteropathogens — EIEC were isolated by
plating the feces on MacConkey and SS media
(Difco Laboratories). For the identification of the
colonics, the following steps were performed:

1) five to ten lactose-negative and lactose-posi-
tive colonies, growing on both media, were
identified by the following biochemical tests:
gas from glucose, urease, H2S, phenylalanine,
lysine, Simmons’citrate, motility, and indole;

2) strains suspected of EIEC, that is, the lysine-
negative oncs (6, 9, 12), were submitted to
slide agglutination tests in enteroinvasive E.
coli antisera. Antisera against the following E.
coli Q serogroups were used: 28ac, 29, 112ac,
124, 136, 143, 144, 152, 164, and 167. These
antisera were prepared in rabbits according

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21{1), 1990.

to the procedures described by Edwards and
Ewing for preparation of E. coli antiscra (2);

3) one agglutinating and one non-agglutinating
lysine-negative strain of each child were both
submitted to the Serény test (13). Only the E.
coli strains positive in the Serény test were
considered to be EIEC.

Enteropathogenic E. coli (EPEC), enteroto-
xigenic E. coli (ETEC), Yersinia enterocolitica, and
Campylobacter were isolated and identified as
described clsewhere (13). For the isolation and
identification of Shigella and Salmonella and for
all the techniques used in this study, the recom-
mendations of Edwards and Ewing were followed
(2). Rotavirus was searched by the“Rotazyme”

- ELISA method (Abbot Laboratories).

RESULTS

EIEC frequency in the slum children — In the
slum children (Table 1), EIEC were found in
15.9% of the cases, and in 6.0% of the controls.
Among the cases, the rate of isolation increased
sharply with the age of the children. It started with
7.1% in the children under 1 year, increased to
16.7% in the children between 1 and 2 years, and
rcached 20% in those children over 2. In the
control group, these bacteria were isolated only
from the children over 2, in a frequency of 14.9%.

As compared with the other agents isolated
from the case\s'EIEC were the 4™ more frequent

Table 1 — Frequency of EIEC in slum children with diarrhea
(cases) and in controls in different age groups

Cases _ Controls

Age group With EIEC With EIEC
(years) Total Total

Ne % Ne %
<1 28 2 71 50 0 0.0
1-2 24 4 167 20 0 0.0
>2 55 11 200 47 7 14.9
Total 107 17 159 117 7 6.0
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enteropathogen in children under 1 year, the se-
cond one in children between 1 and 2, and the first
in the children over 2. '

EIEC frequency in the non-slum children —
Table 2 shows the frequency of EIEC in the non-
slum children. In contrast with the slum ones,
EIEC were found in a relatively small percentage
of the children with diarrhea, except for those over
2 years. In this age group, they were found in 7.6%

Table 2 -~ Frequency of EIEC in non-slum children with dia-
rrhea (cases) and in controls in diffcrent age groups

Cascs Controls

Age groups With CIEC With EIEC
(years) Total — Total

Ne Yo Ne %
<1 549 8 14 151 0 0.0
1-2 86 3 35 31 0 0.0
>2 66 5 76 32 2 6.2
Total 701 16 23 214 2 0.9

of the children. In the control group, these bacte-
ria were found only in the children over 2, similar
to what was observed in the controls, in the slum
population, In the cases of this population EIEC
were the 7'" most frequent enteropathogen in the
children bnder 1 year and became the 4'" in the
children over 2. In this age group they were more
frequent than Salmonella, EPEC, Rotavirus, and
Yersinia.

Serotypes of EIEC strains — Although all ten
known EIEC serotypes have been isolated in this
study, serotypes 028ac, 0136, 0167, 029 and 0143
accounted for 78.6% of the strains. Two EIEC
strains having the same O antigen did not react
with any of the antisera used. These strains were
antigenically related to Shigella flexneri 4 and to
some E. colli O antigens.
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DISCUSSION

The main aspect of this study is the demons-
tration that EIEC can be found in high frequency
in children with endemic diarrhea, a fact that has
not been recognised so far. In the slum, those
bacteria were the second most frequent entero-
pathogen in the children 1 to 2 years old, and the
first one in those aged 2 or more. In the non-slum
population, although the frequency was not so
high, they were isolated more frequently than Sal-
monella and other enteropathogens, from the
children over 1 year. :

Comparison of our results with those refe-
rred in the literature is of limited value because
frequently the populations studied and the met-
hods used are not comparable. However, it should
be mentioned that recently Chatterjee and Sanyal
(1) reported the isolation of EIEC strains from 43
(16.3%) of 263 patients hospitalized with diarrhea
disease in Calcutta and Taylor and coworkers (10)
found these organisms in 10 (5%) of 200 children
with disentery in Thailand.

Analysis of the data in Tables 1 and 2 shows
that EIEC strains were rather frequent in children
aged 2 or more, without diarrhea, suggesting that
immunity against EIEC infection was relatively
common among those children. This fact raises
doubts on the etiological significance of EIEC in
the diarrhea presented by the children of the same
age group.

Regarding serotypes it is interesting to note
the high prevalence of 5 of them and that all the
10 known serotypes as well a new one were found
in this study. Studies to determin the O antigen of
this new EIEC serotype are in progress.

RESUMO

Freqiiéncia de Escherichia coli enteroinvasora
em criangas com diarréia e em controles, em
Sio Paulo, SP, Brasil.

A freqiiéncia de Escherichiacoli enteroinva-
sora (EIEC) foi determinada nas fezes de 2 gru-
pos de criangas, na faixa etéria de 1 dia a 5 anos,
habitantes da cidade de Sdo Paulo. Um dos gru-
pos era constituido de 224 criangas de uma favela,
sendo 107 com diarréia aguda (casos) e 117 con-
troles. O outro grupo consistia de 915 criangas que
habitavam diferentes 4reas da cidade, sendo 701
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casos e 214 controles. Nas criangas da favela,
EIEC foi isolada de 15,9% dos casos ¢ de 6,0%
dos controles. Na populagdo ndo favelada, sua
freqiiéncia foi bem menor, tendo sido de 2,3% ¢
0,9%, em casos ¢ controles, respectivamente. Nas
criangas com diarréia, faveladas e nio faveladas,
a freqiiéncia de EIEC cresceu a medida que au-
mentou a idade das criangas, tendo sido, na popu-
lagdo favelada, 7,1% (menores de 1 ano), 16,7%
(entre 1 e 2 anos) e 20,0% (maiores de 2 anos). Na
populagdo ndo favelada, a freqiiéncia destes coli-
bacilos foi relativamente menor, nas 3 faixas etd-
rias. Nas criangas com diarréia, acima de 2 anos,
EIEC foi o enteropatogeno mais freqilentemente
isolado das criangas faveladas (20,0%) e o 42
agente mais freqiiente (7,6%), em criangas nio
faveladas, sendo, neste Gltimo grupo de criangas,
mais freqiiente que Salmonella, EPEC, Rotavirus
e Yersinia. Nos 2 grupos-controle, EIEC foi isola-
da apenas de criangas acima de 2 anos, em uma
freqiiéncia de 14,9%, na populagio da favela e de
6,2%, na populagdo nio favelada. Todos os dez
sorotipos isolados de EIEC foram isolados neste
estudo, assim como, também, um novo sorotipo
de EIEC.
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METODOS DE INOCULACAO DO FEIJOEIRO COM RHIZOBIUM
LEGUMINOSARUM BV PHASEOLI

Alvaro A. T. Vargas1
José T. Athayde2
Peter H. Graham®

RESUMO

Foram conduzidos dois cxperimentos, objetivando testar formas de inoculagio
de scmentes do feijoeiro (Phaseolus vulgaris, L.) com Rhizobium. No primeiro
experimento, conduzido em casa-de-vegetagdo com um solo 4cido, foram avaliados
os cfcitos da inoculagio com a pelctizagao das sementes com CaCO3 e com a
aplicagdo de solugdo de sacarosc utilizando estirpes de Rhizobium € cultivares de
feijio, que diferiam quanto a tolerancia a pH 4cido em dois niveis de calagem. Houve
efeito do método de inoculagio, cultivar e calagem no peso dos nodulos secos € na
matéria seca da planta. A utilizagdo do cultivar ou do Rhizobium tolerante a acidez
melhorou o desenvolvimento das plantas. A peletizagdo das sementes diminuiu o
estresse de acidez do solo. Entrctanto, o melhor crescimento das plantas foi
observado quando cultivar e estirpe de Rhizobium eram tolcrantes a acidez, estavam
associados a calagem no solo, ¢ 0 método de inoculagdo incluiu a peletizagao das
sementes. O segundo experimento, conduzido em condigdes de campo, avaliou o
efeito de cstreptomicina aplicado nas sementes, na simbiose do feijoeiro com os
rizébios nativos no solo, assim como 4 formas de inoculagio: mistura das sementes
com agua, com solugdo de sacarose, com solugdo de goma ardbica e peletizagao das
sementes. A estreptomicina, na dosagem utilizada, aumentou a nodulagéo natural
no feijociro. Houve cfeito da inoculagdo das sementes, no nimero ¢ tamanho dos
nédulos e no rendimento de graos com rclago i testemunha. Nao houve diferengas
entre os métodos de inoculagéo, exceto no tamanho dos nédulos. A utilizagdo de
4gua isoladamente, aplicada junto ao inoculante, apresentou a maior quantidade de
nodulos pequenos. '

INTRODUGAO produgio desta cultura (7, 11). Na rizosfera do

feijoeiro, os rizobios inoculados nas sementes in

A inoculagdo das sementes de feijao com o fectam os pelos radiculares culminando com a

seu Rhizobium homodlogo tem se apresentado co- formacdo de noédulos simbidticos que reduzem o
mo uma pratica agricola capaz de substituir a N2 atmosférico até o NH3 assimilavel pela planta.
fertilizagdo com nitrogénio mineral, proporcio-  Este método de inoculagdo tem se consistido na

nando uma economia substancial nos custos de  adigdo de dgua-na pasta inoculante, antes de sua

1 Centro de Energia Nuclear na Agricultura, CENA-USP, C.P. 94, CEP 13400 - Piracicaba - SP, Brasil,,
. Empresa Capixaba de Pesquisa Agropecudria, EMCAPA, C.P. 391, CEP 29000 - Vitoria - ES, Brasil.
3 Soil Science Department, University of Minnesota, St. Paul, MN 55108, USA.
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mistura com as sementes das leguminosas (16).

Entretanto, vérios fatores como a competi-
¢do por sitios de infecgdo nodular com estirpes
nativas j4 estabelecidas nos solos (10, 18), ou mes-
mo a acidez do solo (12, 13) podem afetar o
estabelecimento e a colonizagdo do solo destes
riz6bios introduzidos através da inoculagio das
sementes. Visando principalmente favorecer a so-
brevivéncia destes rizébios inoculados, diversos
métodos de inoculagdo tém sido testados por di-
ferentes autores (3, 5, 6). Entre as diversas formas
de inoculagiio destaca-se o uso de sacarose (2, 15)
€ a peletizagio das sementes através da adigdo de
goma ardbica junto i mistura das sementes com
carbonato de célcio (1, 4, 15).

Este trabalho teve como objetivo testar dife-
rentes formas de inoculagdo de sementes de fej-
Jao, assim como verificar as possiveis implicagbes
destas técnicas de inoculagdo, com rizébios e cul-
tivares de feijao que difcrem quanto a tolerancia
a acidez do solo.

MATERIAL E METODOS
Inoculacio do feijoeiro em casa-de-vegetaciio

Este experimento foi conduzido em casa-de-
vegetagio em St. Paul, Minnesota, EUA, no perio-
do de maio a junho de 1984. Ag temperaturas
neste periodo, durante o dia/noite no interior da
casa-de-vegetagio foram 28/23°C, respectiva-
mente. O solo utilizado neste experimento foi
coletado na regido de Carimagua, Colémbia, ¢
classificado como um Oxisolo (Latosolo). A an4-
lise quimica revclou,os scguintes valores: pH
(4gua/solo) = 4,6; Ca2™* + Mg*t =14 meq/100
&K =036 meq/100; AP* 2 27 meq/100 g; P
= 1,8 mgkg™ ¢ matéria orginica = 4%, Foj
utilizado um delineamento experimental intcira-
mente casualizado, no fatorial 5 x 2 x 2, com (rés
repetigdes, estudando-se cinco formas de inocu-
lagdo em 2 cultivares de feijao e dois niveis de
calagem. Os tratamentos de inoculagio das se-
mentes do feijociro foram: testemunha sem ino-
culagdo: inoculagdo com a estirpe CIAT632 +
sacarose; inocula¢io com a estirpe CIAT899 +
sacarose; inoculagio com CIAT632 + peletiza-
6o (com CaCO3); inoculagdo com CIAT899 +
peletizag¢io. As duas estirpes CIAT899 e CIAT632
sdo eficientes na fixagdo do N2 e sdo tolerante e
sensivel a acidez, respectivamente (8). O meio de
cultura foi 0 de manitol e extrato de levedura- YM
(16), sendo que as células foram incubadas por 4

6

Rev. Microbiol,, Séo Paulo, 21(1), 1990.

dias 4 28°C. A contagem do niimero de células,
utilizando a cAmara de Petroff-Hausser ¢ um mi-
croscopio de contraste de fase apresentou uma
populagiode 1,3x10° ¢ 5,0 x 10° riz6bios/ml para
as estirpes CIAT899 ¢ CIATG632, respectivamente.,
Ambas suspensdes de células foram diluidas em
solugdo salina, afim de ajustar a concentragio
para 10° rizébios/ml. No preparo dos dois inocu-
lantes, foi utilizado turfa préviamente peneirada a
100 mesh, neutralizada com CaCOj3 e autoclavada
por 1hora a 126°C. Para cada 200 gdeturfa, foram
adicionados 50 ml de meio de cultura contendo a
estirpe de Rhizobium. Os dois inoculantes foram
incubados a temperatura ambiente por duas se-
manas. Antes dc serem utilizados, foram realiza-
das duas contagens pelo método de dilui¢do em
placas, com 0 meio YM e agar,

Os dois cultivares de [eijdo utilizados, “Ca-
pixaba Precoce” ¢ “Negro Argel”, sdo tolerantes
¢ sensiveis a pH 4,5, respectivamente (12). Os dois
niveis de calagem, zero ¢ 4 ton/ha, foram baseados
na curva de neutralizagio do solo com CaCO03. A
aplicagdo de 100 mg de CaCOj3 em 50 g de solo (4
ton/ha), foi suficiente para elcvar o pH do solo de
4,6 para 5,7. Assim, para cada pote contendo 2,5
kg de solo, foram adicionados § g de CaCO:s. Os
vasos foram umedecidos até a capacidade de cam-
po ¢ incubados & temperatura ambiente por um
més. No plantio, todos os tratamentos receberam
uma fertilizagdo basica com KH2PO4, NaH,PQ4
¢ MgSO4, na concentragio de 150,50 ¢ 26 mg kg™,
respectivamente. Foi adicionado 1 ml por pote de
solo, da solugao de micronutrientes contendo os
seguintes elementos: 10 g Fe (804)7.H20; 2 g
(NHy) Mo024.4H20; 0,5 g ZnS04.7H20; 1,0 g
CuS04.5H20; 2,0 gH3BO3;2,0g MnSO0g4; 20,0 g
acido citrico; 1 litro de dgua destilada.

As sementes foram esterilizadas superficial-
mente com HgCly 0,02% (16), lavadas com dgua
estéril e inoculadas. As dosagens do inoculante
para 100 g de sementes foram: 10 ml de solugio
de sacarose (25% p/v): 3 g de inoculante, ou 10 ml
de solugdo de goma arsbica (40% p/v): 3 g de
inoculante: 5 g de CaCO3 no caso de peletizagio
das sementes. Apés a inoculagdo, as sementes
foram secas por uma hora, sendo plantadas 10
scmentes/vaso. Uma semana apds a emergéncia,
0s potes foram desbastados para 2 plantas/vaso.
A irrigagdo do ‘experimento foi feita com 4gua
destilada, autoclavada por 126°C/1 hora. As
plantas foram colhidas aos 43 dias ap6s o plan-
tio, sendo os nédulos destacados dasraizes e secos
a60°C/3 dias, assim como a parte area da planta.
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Inoculagiio do feijoeiro em condigdes de campo

O cxperimento foi instalado em novem-
bro/1984, na fazenda cxperimental da EMCAPA,
no municipio de Viana, estado do Espirito Santo,
utilizando o delincamento experimental de blocos
a0 acaso, com trés repeticoes, testando os méto-
dos de inoculagdo.das sementes de {cijao na cul-
tivar “Capixaba Precoce”. A andlise quimica do
solo revelou os seguintces valores: ?H (aguaésolo)
=50, AP = 06mcq/]00%
3,0 mcq/lOO g P = 2mgkg™;
matéria orginica = 2,4%.

Seis tratamentos foram utilizados. Uma tes-
temunha sem inoculagdo; um tratamento sem adi-
¢ao dos riz6bios, mas com a aplicagdo de estrep-
tomicina nas sementes; ¢ quatro métodos de ino-
culagdo, empregando-se sementes umedecidas
com &gua, com solugio de sacarose, com solugio
de goma ardbica ou peletizadas com CaCO3. A
preparagio do inoculante e as dosagens utiliza-
das, foram feitas conforme mencionado no expe-
rimento anterior. As estirpes de Rhizobium utili-
zadas neste experimento foram C-05 ¢ SEMIA-
487. O ntimero de células no inoculante foi deter-
minado pela dilui¢do em placa, contendo o meio
YM e agar. A adigdo de estreptomicina seguiu o
mesmo procedimento utilizado na peletizagio das
sementes com CaCO3, mas sem o uso da pasta
inoculante. Para cste tratamento, a solugio de
goma ardbica continha 300 mg.kg" v de estreptomi-
cina,

A 4rca total da parccla foi de 18 m?, conten-
do 6 linhas de 6 m de comprimento, espagadas de
0,50 m, As quatrolinhas centrais foram reservadas
para a avaliagdo do rendimento de grios e as duas
linhas restantes utilizadas como bordaduras e ava-
liagdes de nodulagdo. Um més antes do plantio foi
feita a calagem com 2 ton/ha de calcarip defomi-
tico. A adubagdo bésica foi realizada no plantio
naseguinte dosagem (kg/ha): 150 de P20s (super-
fosfato simples); 16 de k (cloreto de potdssio); 5
de Zn (sulfato de zinco); e 0,2 de Mo (molibdato
de s6dio). Aos 23 dias ap6s a semeadura, foram
realizadas as avaliagbes de nodulagio, sendo de-
terminado o ndmero e didmetro dos nédulos. O
rendimento de graos foi avaliado no final do ciclo
da cultura.

= 70 mg kg

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaio em casa-de-vegetacio

Houve efeito (P <(0,01) para cultivar, cala-

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(1), 1990.

gem, formas de inoculagio e interagdo significati-
va destes fatores, no peso dos nédulos secos e na
matéria seca da parte aérea da planta. A inocula-
¢do com Rhizobium melhorou a nodulagio das
duas cultivares utilizadas aumentando o rendi-
mento da matéria seca das plantas. Na auséncia
da calagem, o cultivar “Capixaba Precoce” apre-
sentou um maior peso da parte aérea da planta do
que o cultivar “Negro Argel”, quando a inocula-
¢do foi feita com CIAT899 + sacarose (Tabela 1).
Entretanto, esta mesma diferenga nio foi obser-
vada quando a inoculagio das sementes foi feita
com a estirpe CIAT632 e sacarose. As estirpes
CIAT899 e CIAT632 sdo tolerante e sensivel a pH
4,5 + 100 uM de aluminio, respectivamente (8).
Esta toleradncia a acidez, provavelmente, contri-
buiu para que a estirpe CIAT899 estabelecesse
uma simbiose mais eficiente nas condi¢bes deste
experimento.

As diferengas mais marcantes no rendimen-
to de matéria seca da parte aérea da planta, entre
os cultivares “Capixaba Precoce” (CP) ¢ “Negro
Argel” (NA), podem ser observados nos trata-
mentos com a inoculagdo mas sem a calagem.
Estes dois cultivares, CP e NA, sio citados como
tolerante e sensivel a pH 4,5, respectivamente
(12). Mesmo assim, 0o méximo rendimento em
matéria seca, encontrado para os dois cultivares,
foi com a aplicagdo da calagem. Vargas e Graham
(12) encontraram um efeito benéfico do cultivar “

- Capixaba Precoce”, no estabelecimento € na no-

dulagdo da estirpe CIAT632, com as plantas cre-
scendo em vasos de Leonard (modificado) a pH

4,5. Este beneficio é citado como um efeito do

cullivar na rizosfera, diminuindo o estresse de
acidez na estirpe CIAT632. Entretanto, neste en-
saio, utilizando 9 solo “Carimagua” que possui um
alto teor de AP, um possivel efeito do cultivar
“Capixaba Precoce” neste rizébio ficou limitado.
Assim, para diminuir o estresse de acidez, foram
necessérios a utilizagdo do cultivar e do Rhizo-
bium tolerantes a acidez (Capixaba Preco-
ce/CIAT899), ou a aplicagdo da calagem, quando
um dos simbiontes era sensivel i acidez.

As populagdes vidveis dos rizobios inocula-
dos foram 4,3 e 1,6 x 10° células/g de turfa, para as
estirpes CIAT899 e CIAT632, respectivamente.
Entretanto, o efeito benéfico dos rizébios inocu-
lados nestes experimento, foi possivelmente limi-
tado pelas condigbes de estresse 4cido dosolo. No
tratamento CIAT632 .+ peletizagdo das sementes
com CaCQj3 no cultivar Capixaba Precoce, houve
um aumento no rendimento de matéria seca das
plantas em 20% sobre o tratamento CIAT632 +
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Tabela 1: Matéria scca da planta e peso dos nédulos secos das cultivares de feijao Negro Argel (NA) e Capixaba Precoce (CP)
em dois niveis de calagem e diferentes formas de inoculagio das sementes.

Peso da matéria seca da planta (g/vaso)

Cuitivar Calagem Testemunha Inoculagdo utilizando Sacarose  Peletizagdo com CaCO3

CIAT 632 CIAT899 CIAT632  CIAT899

NA zero 1.49 1.51 . L73 1.61 1.97
4 ton/ha 181 187 2.77 219 2.53

Ccp zero 132 1.80 2.61 225 191
4 ton/ha 1.72 2.18 2.67 2.28 2.86

Peso dos nédulos secos (mg/vaso) *1

NA zero 177 1.91 133 191 9.06
4 ton/ha 2.88 6.14 15.39 5.63 1248
cp zero 1.55 2.20 571 1.00 5.26
4 ton/ha 2.57 12.75 13.64 14.51 12.78

*1: Dados transformados para andlisc sendo expressos como \/x + 1.
LSD 5% matéria seca da planta 0,52, peso dos nédulos, 2,13.

Tabela 2 — Nidmero de nédulos por classes de didmetro de nédulos e rendimento de graos, obtidos através de inoculagdo com
Rhizobium na cultivar Capxxaba Precoce em fungdo do métedo de inoculagdo. Avaliagdo realizada 23 dias ap6s o plantio.

Nimero de nédulos com didmetro (mm) Nimero de Rendimento

Tratamentos diferente, por planta nédulos de graos

<2 2-3 3-5 > 5 por planta (kg/ha)
Agua 25,4a 4,9a 4,6b 1,3a 36,3a 1581ab
Peletizagio CaCO3 11,7 3,7a 9,5a 1,7a 26,6ab 133%ab
Goma Arébica 11,3b 3,6a 9,0a 1,2a 25,2ab 1584ab
Sacarose 16,5ab 4,3a 4,2a 1,1a 25,9ab 1665a
Testemunha 2,2¢ 1,0b 1,5¢ ' 1,0b 4,9¢ 1248b
Testemunha + ‘

Estreptomicina 13,1b 4,0a 3,9 2,0b 21,6b 1236b

* Médias seguidas da mesma letra na coluna, nfo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de DUNCAN.
* Dados transformados em\ / x + 0,5, paraandlise de varidncia, exceto o peso de gros.:

sacarose nesta mesma varicdade. De acordo com Embora a avaliagdo dos nédulos neste expe-
Vargas € Graham (14) a acidez pode afetar a  rimento tenha sido realizada aos 43 dias ap6s o
multiplicagdo dos rizébios na rizosfera do feijoei-  plantio, parte dos mesmos se encontravam em
ro. A presenga do CaCO3 nasuperficie dasemen-  avangado estado de senescéncia. Assim, os valo-
te provavelmente diminuiu o estresse daacidezdo  res encontrados para o pese dos nédulos secos
solo durante o estabelecimento desta simbiose. foram baixos, dificultando a correlagdo com a



Vargas, A A.T. et al

matéria seca da planta. Entretanto, pode ser cons-
tatado um efeito benéfico na nodulagio, quando
a estirpe ou cultivar tolerante a acidez foram uti-
lizados nos tratamentos onde ndo houve aplicagao
de calcério.

No tratamento testemunha (Tabela 1), a po-
pulagio de rizébios nativos no solo foi suficiente
para infectar as rafzes do feijoeiro e formar n6du-
los: Nesses tratamentos, a calagem estimulou essa
nodulagio e aumentou o rendimento de matéria
scca da planta nos dois cultivares.

A utilizagdo de cultivares de feijdo e estirpes
de Rhizobium tolerantes a acidez, assim como a
peletizagio das sementes com CaCOj3, contribuiu
na fixagdo simbidtica do Nj. Isto, porém, ndo
eliminou totalmente a interferéncia dos fatores de
acidez do solo.

Inoculacgio do feijoeiro em condigoes de campo

Para todos os tratamentos com a inoculagdo
das sementes com Rhizobium, houve um aumento
no niimero ¢ tamanho dos nédulos e no rendimen-
to de grios no feijoeiro cultivar “Capixaba Preco-

” (Tabela 2). A concentragdo de rizébios no
inoculante antes de aplicado as sementes, foi su-
perior a 10% células/g de turfa. Esta dosagem pa-
rece ter sido o suficiente para proporcionar uma
nodulagéo eficiente neste cultivar de feijao, mes-
mo existindo uma populagdo nativa de rizbios ja
estabelecida naquele local, conforme pdde ser
constatado pela nodulagdo natural que ocorreu
nas parcelas sem a inoculagio (testemunha).

A mistura de turfa inoculante apenas com
4gua, apresentou um maior nimero de nédulos
com tamanho inferior a 2 mm. Como foi utilizado
apenas um inoculante contendo uma mistura de

duas estirpes, ndo temos uma explicagdo paraesta-

diferenga. A nodulagdo das leguminosas € geneti-
camente controlada por ambos os simbiontes. En-
tretanto, a influéncia do método de inoculagiio no
tamanho dos nédulos, conforme registrado neste
ensaio, merecec maiores estudos. °

Neste ensaio, a utilizagio de sacarose foi o
melhor tratamento na produgio de grios (1665
kg/ha), proporcionando um aumento de 25% no
rendimento de sementes sobre a testemunha nao
inoculada. Burton (2) encontrou um maior indice
de sobrevivéncia do Rhizobium na superficie das
sementes, quando foi utilizado uma solugio de
sacarose a 25%, do que quando utilizou apenas
4gua para o preparo da pasta inoculante. Resulta-
dos simifares foram encontrados por Vargas &
Suhet (15), que compararam diversés métodos de

v
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inoculagdo em sementes de soja com Bradyrhizo-
bium japonicum. Estes autores obtiveram uma
nodulagio e fixagdo do N2 mais alta com a mistura
da pasta inoculante quando uma solugio de saca-
rose (25% p/v) foi utilizado. No ensaio que con-
duzimos, foi esta & concentragio de sacarose, mas
trabalhando com riz6bios de crescimento répido.
Diferente dos riz6bios de crescimento lento
(Bradyrhizobium), o Rhizobium ¢ bastante versétil
no seu requerimento nutricional quanto a fonte de
carbono (9). Assim, o revestimento das sementes
com sacarose, além de possibilitar uma maior
sobrevivéncia ao Rhizobium, pode ter sido utiliza-
do como fonte de energia para a sua multiplicagdo
durante a germinagéo das sementes no solo. .

A peletizagio das sementes tem sido obser-
vada como um dos métodos para diminuir o es-
tresse da acidez durante o estabelecimento e in-
fecgdo dos pélos radiculares pelos rizdbios (3), ou
mesmo no aumento da capacidade competitiva
pelas estirpes inoculadas, frente aos rizébios nati-
vos no solo (8). Isto parece ter sido irrelevante
neste ensaio, j4 que nio houve diferengas signifi-
cativas entre os métodos de inoculagdo testados
no niimero de nédulos e no rendimento de graos.
E provavel que a calagem realizada neste solo
tenha diminuido a possibilidade de ser detectado
o efeito da peletizagio das sementes com CaCOs,
nos pardmetros avaliados.

A-inclusdo neste ensaio, do tratamento sem
a inoculagio com Rhizobium, mas tratando as
sementes com estrcptomwma, permmu verificar
um possivel efeito de microrganismos antagbnicos

& populagao nativa de riz6bios neste solo. A es-

treptomicina aumentou a nodulagio natural do
feijoeiro,: possivelmente ao inibir a multiplicagdo
desta flora antagdnica. Mas isto ndo foi o suficien-
tc para aumentar o rendimento de graos no fei-
joeiro. A influéncia de microrganismos antagdni-
cos a0 Rhizobium, como mixobactéria ou Bdello-
vibrio, podem afetar o estabelecimento dos rizé-
bios no solo e o processo de infecgdo dos pélos
radiculares nas leguminosas (17). Este resultado

‘sugere que maiores pesqmsas sobr e a flora micro-

biana antagOnica aos riz6bios, assim como alter-
nativas para superar esta limitagdo devem ser de-
senvolvidos.

O fato mais relsvante neste ensaio foi que
todos os 4 métodos de inoculagio das sementes
com riz6bios, aumentaram a nodulagio, possibili-
tando um aumento significativo no rendimento de
graos. A utilizagdo desta prética agricola poderi
trazer uma sensivel économia nos custos de pro-
dugio desta cultura.
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SUMMARY

Methods of bean inoculation with Rhizobium
leguminosarum bv phaseoli

Two experiments were carricd out studying
methods of seeds inoculation with Rhizobium in
beans (Phaseolus vulgaris, L.). The first experi-
ment undertaken in the green house using acid soil
tested the effects of inoculation with addition of
sucrose solution and pelletization of seeds with
CaCO3. Rhizobium strains and bean cultivars dif-
fering in acid pH tolerance were used at two Ievels
of liming, There was effect of inoculation method,
cultivar and liming on nodule and shoot dry
weight. The use of cultivar or Rhizobium tolerant
to acidity improved plant development. Pellctiza-
tion with CaCO3 alleviated soil acidity stress. Ho-
wever, the best plant growth was achicved when
both, Rhizobium and cultivar tolerant to acidity
were used, lime was applied, and rhizobia were
inoculated following seeds pelletization. The se-
cond experiment carricd out under ficld condi-
tions tested the effect of streptomycin application
on bean seeds in the symbiosis with indigenous
rhizobia population. Four inoculation methods
were also tested. A mixture of seeds with water,
sucrose solution, arabic gum solution, and seeds
pelletization with CaCO3. Streptomycin applica-
tion improved bean nodulation by the indigenous
rhizobia population. Inoculation increased the
number and size of nodules and grain yields. The-
re was nosignificant diffcrence among inoculation
methods but nodule size. Use of water alone ap-
plied with the inoculant showed the highest num-
ber of small nodules.

N
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SEROLOGICAL EVALUATION IN FOLLOW UP OF THE
PARACOCCIDIOIDOMYCOSIS PATIENTS

Campos, EpP!
Dib Neto, J 2
Unterkircher, c3
Cafnargo. zp3

SUMMARY

Serological evaluation was employcd to compare four (4) serodiagnostic tests
in the follow up of Pbmycosis patients.

Immunodiffusion (ID), counterimmunoelectrophoresis (CIE), complement
fixation test (CF) and magnetic enzyme linked immunoabsorbent assay (MELISA)
were compared in the study of the follow up of 20 patients with Pbmycosis being 2
cases of the juvenile form and 18 cases of pulmonary progressive form. The
radiological aspect mild, moderate and severe was reported in 2, 6 and 10 and
evolutive study showed improvement in 2; worsening in 6 and maintenance in 10
cases. Cor pulmonale was observed in 2 patients.

Thc semestral serology enhance that: showed after 2 years that: 1. C.LE. and C.F.
positive testes were more observed in cases of clinical maintenance. 2. Clinical
remission was followed by 1.D. MELISA ncgative test. The semestral MELISA for

clinical follow up of paticnts revealed improvemente optical with densities inferior

to 1,90 and relapses superior to 2.00.

INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis (Pbmycosis) is an
endemic systemic disease in tropical America and
more frequently found in Brazil. The cure is so
rare because the disease has an usually a chronic

~ evolution. The remission is observed only long
term follow up of the patients (4, 7, 8, 9, 16).

Some authors attempted to demonstrate that
there was an effective relationship between the
clinical and serological characteristics during the
evolution of this disease (4, 7, 8,9, 11).

There is reasonable correlation between the
complement fixation test (CF) with the course of

the treatment and this deep mycosis dissemina-
tion (4, 6, 10, 17).

The -antigenic complexity of the pathogenic
fungi, as well as the presence of similar antigenic
components in other-agents of the deep mycosis
cxplains the serological cross-reactions, espe-
cially between Pbmycosis and histoplasmosis
when CF is used (1, 2, 3, 9, 10, 17).

The purpose of this paper is to study the
serological evaluation utilizing the comparison of
several tests as follows: complement fixation
(CF), immunidiffusion (ID), counterimmunoe-
lectrophoresis{CIE), and magnetic enzymelinked
immunosorbent assay (MELISA); to find out the

1 Depto. de Moléstias Infecciosas ¢ Parasitdrias, Dermatologia ¢ Radiologia, Faculdade de Medicina - UNESP, 18610

Botucatu SP, Brasil

2 " Residente do Depto. de Clinica Médica, Faculdade de Medicina - UNESP, 18610 Botucatu SP, Brasil
3 Depto. de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Escola Paulista de Medicina, So Paulo - Brasil
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most effective tool for monitoring patients with
Pbmycosis.

MATERIAL & METHODS

Patients

The study was carried out on 20 outpatients
with Pbmycosis according to age range, sex, life
habits and place of origin.

The clinical forms of the disease were iden-
tified on the clinical basis data and subsidiary
tests. The most frcquent clinical ‘manifestation
was recorded. All patients received previous
treatment by Amphotericin B with 5% glucose
solution through a y connection. The sera was
obtained from 20 outpaticnts with Pbmycosis at
semestral follow up during two years.

Radiological study

Pulmonary lésions in Pbmycosis were desig-
nated as follow: mild, moderate and severe, accor-
ding to the established criteria from radiological
findings by Campos ct al (7,8).

Cor pulmonale like syndrome was characte-~

rized by radiologic, clectrocardiografic and clini-
cal evolutive findings (6, 7, 8). -

Laboratory assays

Etiologic diagnosis of Pbmycosis was made
in mycology cxamination of sputum direct or
cytoinclusion and histopathology in all patients
(14). '

The adverse effects caused by Amphotericin
B were recorded.

The assays CF, ID, CIE and MELISA were
performed according to methods earlir described
@, 2, 3,9, 10) Serologic profile was constructed
during follow up all the outpatients.

Cure criteria

The patients were followed up for two years
after semestral clinical evaluation to define remis-
sion, relapse or maintenance of Lutz’s disease.

Maintenance-means a relative decrease of
serological titers and minor laboratory clinical
signs.

The remission and relapse represent respec-
tively absence or evidence of clinical - serological
- Laboratory manifestations.

12
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Statistical analysis

Sera and clinical characteristics were com-
pared by Mc Nemar and Goodman tests (11, 12,
13). '

1. 1D.and MELISA serological types reactions
were analysed during semestral clinical follow
up by Mc Nemar tests (11).

2. The positive or negative tests were compared
with clinical following up conditions, like
.maintenance relapse or remission by Good-
man tests (12,7,3). -

3. LD, Melisa, C.LE. and C.F. serological tests
were compared during three semestral follow
up utilizing x2 and Mc Nemar tests (11).

RESULTS

Patients

. All patients were farmers, cigarettes smo-
kers, age range from 13 to 64 years old. The male
predominance was 19:1 ratio and 10 refered pre-
vious pulmonary disease 19 of them came from
Botucatu’s region (Sdo Paulo State, Brazil).
~ The clinical forms Pbmycosis were acute or
juvenile type in 2; chronic type in 18 (being 10
unifocal manifestation) of them. The mainly invol-
vement were lungs, mucocutaneous and lymphatic

_systems. The adenal, bone, liver, digestive and

genital (Fallopian’s tube and ovary) systems were
involved in 5 from 8 multifocal forms. The clinical
manifcstations of Pbmycosis is showed in Table 1.

The clinical evaluation in 16 patients showed
1ccovery in 10 and maintenance in 6 after 2 years
of follow up. The collateral reaction like shivering
and anorexia in 4 and phlebitis in 3 were observed
during the Amphotericin B therapy.

Radiological study

Evolutive radiologic analisys of pulmonary
lesions revealed: mild in 2, moderate in 6 and
severe in 10 patients. :

The radiologic examinations of pulmonary
lesions demonstrated predominance of interstitial
exsudates of the nodular and fibrotic types.

The evolutive study by chest X-rays disclosed
improvement in 1, worsening in 7 and maintenan-
ce in 10 of lesion types. Two of them developed cor
pulmonale like syndrome.
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Table 1 - Clinical manifestations of Paracoccidioidomycosis

Clinical manifestations Number

Respiratory
Tegumentary
Digestive
Lymphatic
Arthropathy
Genital

General Symptoms

-
— ) W WD

Laboratory findings

Adverse ellects of Amphoterici B were as
follow: clearance creatinine decrease in 10; urca
and creatinine sera increasc in 3 (with hypercale-

Rev. Microbiol.,, §do Paulo, 21(1), 1990.

mia 5.6 MEg/1in 3) and hypokalemia in 3 patients.

The hyperkalemia was recorded in arterial
hypertension with decrease renal flowin 1, increa-
sed urea creatinina level sera and-hyporeactive
adrenal patients. Eletrocardiographics changes
were described in 10 patients.

After 2 years no adverse effects of Ampho-
tericin B therapy were observed in 20 outpatients.

The comparative study of serology with cli-
nical evolution was performed after 2 years and
the results are seen in the tables IT, II and IV.

INTERPRETATIONS

. LD. and Melisa reactions presented similar
results during semestral serology studies (Mc
Nemar test). ‘

2. LD.andMeclisa negative or positive serologies
did not have statistical difference during cli-
nical evaluation (Goodman tests).

Table 2 - Clinical and Scrology evaluations in Paracoccidioidomycosis patients

Paticnts Clinic Scrology
Pbmycosis Evolution R.F.C. LD. CIE Melisa
LLVR Remission 1/128 + 1/64 1.7
2.LVF Remission AC. - - © 038
3.AAB. Remission AC. - 1/8 039
4. JM.N. Remission ) 1/16 - 1/4 14
5. 1.CL. Remission A.C. 172 - 0.78
6.3.C. Maintenance 1/128 1/32 1/128 2.0
7.JR. Maintenance 1/8 - 1/4 19
8. JM. Remission A - - - 1.9
9. W.H. Maintenance ) 1/256 1/64 1/256 28
10. O.L.P. Remission AC. - 1/4 033
11.F.P.D. Remission A.C. - - 09
12. AS. Maintenance 1/64 1/16 1/64 0.92
13.G.L. Remission A.C. - 18 0.72
14.11.1.B. Remission - - - 1.0
15.J.B.C. Maintenance AC. - 1/8 18
16.J.C.S. Maintenance A.C. - 1/4 19
Titresvalues: 1. C.F. = 1/4 negative 2 1/8 positive

2.1D. <to12and C1E. = 1/4 81/6
3. Metlisa < 1.90 22.00 LD. Sc—a/1/2




Campos, E.P. et al

Table 3 - Scmestral serology in 11 pbmycosis patients
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Paticnts Melisa 1D. CLF.

6m. 12m. 18m. 6m. 12m. 18m. 6m, 12m. 18m.
IVR 170 158 143 +1p2 - 12+ 1/64 - 12
CPL. 170 170 2.00 -z - - - - -
FRO. 060 186 186 - 12 12 18 12 12
GL. 072 208 2.10 - 1/4 1/4 1/84 18 18
ICL. 078 122 136 z - =z - - =
VM. 190 360 250 +12 1/ 1/64 - 1/64 1/64
JCs. 190 200 2.00 171 171 11 1/4 1/4 174
VP 160 -2.60 254 132 132 /32 1/32 1/32 1/32
FDP. 090 092 nihil - - nihil - - nihil
IR 190 200 nihil - - nihil - - nihil
IJFoO. 180 230 nihil  1/128 1/128 nihil 1/64 1/64 nihil

IDS -aip Titres values: 1) Melisa > 200

: : < 19

CIES -alp 2)1LD. < a1p

= 1418

3)CIE. <  a1p

= 1/4:1/8

Interpretations by Mc Nemar and Goodman tests

3. Similar resuks were obtained with C.F..and

C.LE. negative or positive serological tests
" during clinical evaluation (Goodman tests).

4. Negative scrologies had significative associa-
tion between 1.D. and Melisa when were com-
pared with CIE and C.F. reactions (Goodman
tests).

5. LD./Melisa ncgative serologies had significa-
tive association in' clinical remission in the
follow up of patients.

6. C.LE.and C.F.positive serologies were obtai-
ned more often in clinical maintenance or
relapse. Mclisa optical densities less than 1.90
means remission while more than 2.00 define
relapse/maintenance of the disease.

DISCUSSION |
Concerning age range of patients (from 13 to

64 years old), the predominance of male over
female (19:1 ratio) and professional activity, far-

14

mer workersymost frequently found, our data are
similar to thost described by other published pa-
pers (4, 7,8, 15). The susceptibility to emphysema
is increase in heavy smoker patient predisposing
areactivation of pulmonary Pbmycosis focus (4, 5,
6).

Botucatu’s region (Sdo Paulo State) seems to
have ecological peculiarities that favour the deve-
lopment of Paracoccidioides brasiliensis (4, 5, 6,
7, 8).

The mixed forms observed in 18 of 20 pa-
tients suggests the progressive feature or early
systemic characteristic (4, 5, 6, 7, 8, 15). The ab-
domen like syndrome observed in only one pa-
tient, with genital involvement (Fallopian’s tube
and ovary) was related earlier by the authors (5).

The Addison like syndrome (adrenal hypo-
reactive) was demonstrated in one patient with
pulmonary multifocal type (4, 5, 6, 7, 8).

The results of general clinical respiratory
and lymphatic symptoms agreed with those repor-
ted by other authors (4, 5, 6, 7, 8, 15).

Likewise the predominance of bilateral in-
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Table 4 — Semestral Serology in Pbmycosis paticnts
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Patients 1D Melisa RFC CIE
1.JV.R. + 1.70 _ 1/128 1/64
2.FP.D. - 0.90 AC -

3. LCL. 172 0.78 AC -

4. JMN. - 14 1/16 1/4
s.LVF. - 0.38 AC -
6.O.LP. - 0.33 AC 1/4
7.F.R.O. - 0.60 1/16 1/4
8. AS. 1/16 0.92 1/64 1/64
9.G.L. - 0.72 AC 1/8
10.J.R. - 1.90 1/8 1/4
11. HL.1.B. - 1.00 - -
12.M.ILC. - 2.00 AC 1/16
13.1.B.C. - 1.80 AC .18
14. AM. - 0.84 - -
15. W.P. 1/16 1.60 1/32 132
16.S.C. ' 1/32 2.00 1/128 1/128
17. A.AB. - 0.39 - AC 1/8
18. JM. - 1.90 - ' -
19.31.CS. - 1.90 AC 1/4
20.L.F. 1/4 115 1/8 1/4

Semestral serology evaluation by Mec Nemar and Goodiman tests.

terstitial fibronodular pulmonary lesions were
described in earlier published papers (4,7,8,15).

The evolutive radiological analysis showed
maintenance in 10; worseningin7 and impairment
in 1 of 18 patients and was similar to the results
obtained in previous paper (4,7, 8).

The presence of chest residual fibrosis and
chronic obstructive pulmonary discase are res-
ponsible for the development of cor pulmonale
like syndrome in 2 patients (4, 6,7, 8). :

The absence of late reaction.as well as the
adverse reaction observed during the Amphoteri-
cin B therapy are similar to the literature data (4,
7,8, 16).

The hyperkalemia associated with arterial
hypertension, low renal flow and hyporeactive
adrenal was described in 3 paticnts by the authors
4,6,7,8).CF, C.LE, 1.D. and Melisa reactions
were compared utilizing semestral sera in follow
up of patients. Significative correlation was obser-
ved between C.F and C.IE. tests with clinical
maintenance or relapse of Pbmycosis patients.
Campos & Cols. (1986) verified that 1.D., C.Fand
LLF reactions are able, together, to define main-

tenance or relapse in longterm evaluation of 35
patients (4, 7).

Melisa and LD. reactions were able to distin-
guish remission of maintenance in this patients.
This facts were not observed with CF and CLE.
testsin this present study. The anticomplementary
serain C.F. tests were identified by 1.D.and Mclisa
reactions (1, 2). So, LD. and Melisa represent an
advantageous alternative to C.F. in diagnosis and
during follow up of Pbmycosis patients 1,2,3).

Cano & Restrepo verified that the LD. is
more specificin the diagnosis than C.F. test during
and after therapy of patients 9).

Campos & Cols (4, 5, 7) enhanced that it’s
difficult to correlate C.F. and Immunofluorescen-
ce tests with clinical remission criteria in longterm
evaluation of Pbmycosis patients. On the other
hand; LD. together with C.F, LLF. and Pp enable
to establish the clinical remission in 10 out of 35
Pbmycosis paticnts ).

Recently, Camargo & Cols (3) demonstrated
that P. brasiliensiiExo-antigens for 1.D. tests were
specific and had predictive value in serological
study of patients.
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‘Table 4 - Semestral Serology in Pbmycosis patients

Patients ID
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Meclisa RFC CIE

LIJVR. + 130 AC -

2.FR.O. 12
3.JJF.D. 1/128
4. MS.C -

5. VM. 1/64
6.J.V.R. 12
7.1.CL. -
8.G.PL. -
9.G.L. 1/4

1.86 AC 71
115 1/256 1/64
2.72 - -
3.60 1/16 -
143 AC 172
1.22 - ' -
2.00 1/8 -
2.08 1/32 1/8

Y

L1LV.R -
C2.JA. /16
3.G.P.L. -
4.V.P. 1/32
5.J.CS. m
6. V.IL 1/64

35 ~ Scrology ~ total — Titres values:

1.58 1/16 1/4
220 1/32 1/16
170 AC i -
2.60 1/8 1/32
2.00 AC 11

2.80 1/256

All patients with MELISA 2.00 had relapse or active disease maintenance.

Remission 1.90 - Relapse 2.00
RFC 1/8 positive = active or relapse
CIEand ID = negatives e 1/2 ~ relapse 1/4 : 1/8

R.F.C. 1/4 negative/remission A.C. = anticomplementary sera

RFC AC. = negative and 1/8 — active orrelapse

Semestral serology evaiuation by Goodman and Mc Nemar tests

The present study showed that LD. and Me-
lisa positive or negative tests had significative as-
sociation during semestral follow up of patients,
LD. and Melisa were correlated morc frequently
with clinical remission of Paracoccidioidomyco-
sis. These two new facts dysplaicd that 1.D. and
Meclisa together, are able to distinguish and to
predicte the evolution to clinical remission.

Our clinical results are similar to the ones
scrological evaluation study developed by other
authors (1, 2, 3, 17).

On the other hand C.LE. and C.F. positive
reactions were observed more frequently in clini-
cal maintenance or relapse similar to the results
refered by Wheat, J.L. (17). These differences
were important to establish the clinical in the
serology data. In fact; I.D. and Melisa had speci-
ficity and had more preditive value than C.LE. and
C.E tests during semestral follow up of Paracoc-
cidioidomycosis (4, 7). LD. serologies had a good

16

correlation with clinical evolutive study developed
in deep mycosis by Campos & Cols (7, 8), Camar-
go and Cols (3); Wheat J.C. (17). Possibly, other
fungal antibodics were findings in maintenance or
clinical relapse (4,7, 9, 17), similar to described in
Histoplasmose and Pbmycosis (1, 12, 17).

In our rescarch: 8 out of 16 sera had anticom-
plementary C.F. tests. These findings suggested
others fungal antibodies or the quality of the sheep
cells must be carefully controlled and also verified
the complement in patients sera (17). We obser-
ved that anticomplementary C.F. werc correlated
with C.LE. positive tests. However, the C.F. re-
mains the gold standard serodiagnostic test in
disseminated Paracoccidioidomycosis 6, 17).
Campos & Cols dysplayed that C.F. tests are use-
full for clinical following up of patients (4, 6, 7, 8).

The present study showed that remission
should be defined only during a longterm evalua-
tion where the real evolutive characteristics of
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disease were observed (4, 5, 7, 8, 16).
We concluded that:

1. Clinical maintenance was correlated with se-
mestral C.I.E. and C.F, positive serologics
tests.

2. Clinical remission of Lutz’s disease was follo-
wed by I.D. and Meclisa negative tests.

3. LD. and Meclisa test are more accurate and
have a good correlation with clinical evolution
in semestral evaluation of Paracoccidioi-
domycosis patients.

RESUMO

Avaliacao sorolégica na evolugio de 20 doentes
com Paracoccidioidomicose

Compararam-se (4) quatro diferentes re-
agoes de sorodiagnéstico evolutivo da Paracocci-
dioidomicose (Pbmicose). Foram utilizados a.D.
(Imunodifusdo), CIE (Contraimunoeletrofore-
se), Fixagdo do Complemento (F.C.) € a Enzima
Magnética ligada por imuno absorgdo (MELI-
SA), na avaliagio clinica semestral de 2 formas
juvenil e de 18 formas pulmonares progressivas da
Pbmicose.

O padréo leve, moderado e grave foi assina-
lado, respectivamente, em 2, 6 e 10 doentes, que
mostraram na evolugdo: melhora em 2, piora em
6 ¢ manutengdo em 10 das lesdes radioldgicas
avaliadas. .

A sorologia semestral aplicada na avaliagdo
de 20 doentes com Pbmicose revelou que: as re-
agoes CIE e FC positivas foram mais relacionadas

com a manutengio, enquanto que as de I.D. e -

MELISA negativas estiveram diretamente rela-
cionadas com a remisséo clinica na Paracoccidioi-
domicose. Além disso, a reagio de MELISA uti-
lizada semestralmente nos doentes, mostrou que
a remissdo e a recaida corresponderam, respecti-
vamente, a tftulos inferiores ou iguais a 1.90 e
superiores ou iguais a 2.00 densidade 6pticas.
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DISTRIBUIGAO DE LEVEDURAS E COLIFORMES EM UM LAGO DO KARST DO
PLANALTO DE LAGOA SANTA - MG, BRASIL
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RESUMO

Foi cstudada a distribuicio de leveduras e coliformes totais e fecais em cinco
estagdes de coleta na Lagoa Othos D’Agua, um lago do karst do Planalto de Lagoa
Santa, no Estado de Minas Gerais, Brasil, durante o periodo de margo de 1986 a
margo de 1987. As leveduras foram isoladas em 4gar Sabouraud modificado (glicose
2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, dgar 2%, cloranfenicol 20 mg% e pH
3,7-4,0 com HCI) e incubadas a 25°C. Os coliformes totais e fecais foram
determinados pela técnica do nimero mais provavel. Além disto, na zona limnética
foram medidos os seguintes parametros fisico-quimicos: temperatura da coluna
d’4gua, pH, condutividade elétrica, ox1gcmo dissolvido, fosfatos totais dissolvidos,
s6lidos em suspensdo e matéria orginica dissolvida. A 1% de penctragio de luz
foram obtidas correlagdes significativas entre as contagens microbianas e os teores
de oxigénio dissolvido ¢ fosfatos totais dissolvidos, sugerindo que estes fatores sejam
importantcs na regulagdo das populagdes microbianas neste ponto dec amostragem.
Nas profundidades de 100% ¢ 10% de penetragio de luz ndo foi observado nenhum
padrio definido nas anélises de correlagdo. Em trés esta¢oes de coleta, o nimero de
leveduras foi superior ao de coliformes fecais, sugerindo que as leveduras poderiam

ser melhores indicadores do estado trofico de ambientes aquaticos.

INTRODUCAO

O niamero de trabalhos sobre a distribuigio
de leveduras em ambientes aquiticos tem aumen-
tado gradativamente nos dltimos anos. A maioria
desses trabalhos tem demonstrado uma correla-
¢Ao entre as populdg(')c% de leveduras e os niveis
de poluigdo orgamca (2,7,8,18).

Entretanto, existem poucos dados sobre a
ocorréncia de leveduras em lagos de dgua doce e
principalmente em lagos tropicais, sendo a maio-

ria dos trabalhos existentes, feitos em ambientes
de clima temperado. Além disso, pouca atengao
tem sido dada ao papel exercido pelos fatores
fisico-quimicos e bioldgicos na distribuigio das

‘leveduras em habitats aquaticos (9, 10, 16, 20, 22,

29).

A determinagdo de coliformes fecais e coli-
formes totais tem sido tradicionalmente usada no
monitoramento da qualidade das dguas. Apesar
da aplicagdo extensiva das contagens de colifor-
mes como indicadores de poluigao fecal, existem

1 Laboratdrio de Micologia, Depto. de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biolégicas UFMG, Caijxa Postal 2486, 30161

Belo Horizonte MG, Brasil

2 Laboratdrio de Limnologia, Depto. de Biologia Geral, Instituto de Ciéncias Biolgicas UFMG, Caixa 'Postal 2486, 30161

Belo Horizonte MG, Brasil
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controvérsias a respcito do scu uso. Alguns estu-
dos sugerem que as altas temperaturas tropicais,
a elevada radiagéo solar, a presenga de predado-
res ¢ de substincias toxicas podem diminuir a
sobrevivéncia destes microrganismos que deixam
de exercer uma fungio de indicadores da presen-
¢a de patbgenos em tais condigdes (6, 11, 15, 27).

No presente estudo, objetivou-se caracteri-
zar a influéncia de fatores fisico-quimicos e biol6-
gicos na distribuigdo de leveduras e coliformes
totais ¢ fecais na Lagoa Olhos D’Agua.

Trata-se de um pequeno lago peri-urbano,
localizado na borda do karst do planalto dc Lagoa
Santa, o qual vem sofrendo considerdvel impacto
do processo de urbanizagio ali instalado e que
apresenta como caracteristicas gerais, a ocorrén-
cia de uma comunidade de macrofitas emersas,
relativamente bem desenvolvida no scu litoral,
além de receber uma carga varidvel de esgotos
domésticos ¢ assorcamento constante.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo — A Lagoa Olhos D’Agua cst
localizada no municipio de Lagoa Santa, entrc os
- paralclos 19°44’ ¢ 19°33’ latitudc sul e os meridia-
nos 44°05’ e 43°50. Trata-sc¢ dc um lago pscudo-
cérstico assentado sobre cmbasamento de filito
arenoso da séric Banibui, que tem sido objeto de
estudos limnolégicos comparativos, visando a ca-
racterizagdo do acclerado processo de cutrofiza-
¢do cultural a que vem sendo submetido na Gltima
década (3, 4).

Amostragem — As colctas foram feitas a in-
tervalos mensais no periodo de margo de 1986 a
margo de 1987, cm cinco estagdes previamente
escolhidas (Figura 1), com as seguintes caracteris-
ticas: estagio 1, localizada na zona limnética, no
ponto de maior profundidade (aproximadamente
3.4 m), onde foram realizadas coletas de amostras
a100%, 10% e 1% de penetragio de luz, determi-
nadas a partir do desaparecimento visual do disco
de Secchi; estagdo 2, situada proximo aentrada de
dejetos orginicos provenientes de uma criagdo de
animais domésticos; estagdo 3, localizada proxi-
mo a entrada de csgotos de origem doméstica e
pluvial; estagdo 4, situada cm uma regido da zona
litoral densamente povoada por macroéfitas aqua-
ticas, principalmente pelos géncros Nymphaea,
Eleocharis, Salvinia ¢ Typha; ¢ estagio 5, situada
proximo a barragem construida para o controle
do nivel da dgua da lagoa.
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Figura 1 — Mapa da Lagoa Othos ID’Agua mostrando a loca-
lizagdo das estagdes de coleta ¢ a distribuicdo das plantas
aqudticas.

Em todas as estagoes foram feitas contagens
de leveduras totais ¢ coliformes totais e fecais.
Além disso, na estagdo 1, nas profundidades
amostradas, foram determinados os seguintes pa-
rdmetros: temperatura da coluna d’agua, medida
com um termistor Toho Dentan (tipo ET-3) com
precisao de 1/10; pH, medido em pHmetro B278
(Micronal); condutividade elétrica, medida com
um condutivimetro Metrohm modelo E527; alca-
linidade total, medida segundo Mackereth & col.
(14), com uma microburcta Metrohm E457; oxi-
génio dissolvido, medido pela técnica de Winckler
modificada por Pomeroy & Kirchman (19); fosfa-
tos totais dissolvidos, medido segundo Mackereth
& col. (14); e solidos em suspensdo e matéria
orgénica dissolvida, medidos por gravimetria, se-
gundo Tundisi (25).

Contagens microbianas — Na estagéo 1, as
amostras foram coletadas com umagarrafa de van
Dorn de 6 litros de capacidade, previamente este-
rilizada com 4lcool 70%, ¢ transferidas para fras-
cos esterilizados de 200 ml. Nas demais estagoes,
as amostras foram coletadas com frascos esterili-
zados de 200 ml, diretamente na superficie, €
transportadas, em gelo, para o laboratério onde
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foram proccssadas em um intervalo maximo de 8
horas.

A dcterminagiio do nimero mais provavel
(NMP) de coliformes totais e fecais foi feita utili-
zando-se a técnica de tubos miltiplos (1).

Para o isolamento das leveduras, aliquotas
de 0.2 ml de cada amostra foram scmcadas, por
espalhamento, em quadruplicata, em placas con-
tendo 4gar Sabouraud modificado (glicose 2%,
peptona 1%, extrato de levedura 0.5%, agar 2% ¢
cloranfenicol 20 mg%) sendo o pH ajustado para
3.7-4.0 com HCI 1 N. As placas foram incubadas
a temperatura de 25°C ¢ a leitura feita do terceiro
ao décimo dia de incubagio. As colonias foram
descritas ¢ os morfotipos difcrentes de cada
amostra foram mantidos em dgar malte. A identi-
ficagdo foi realizada segundo Kreger van-Rij (13).
As andlises de correlagido foram fcitas segun-
do o cocficicnte de correlagido de Pearson.

RESULTADOS

Uma anilisc dos perfis térmicos, obtidos a
partir de avaliagdcs na estagdo 1, cvidencia uma
tendéncia a estratificagido durantc o verao ¢ auma
completa isotcrmia no inverno (Figura 2). Obscr-
vou-se, durante os meses de estratificagdo, uma
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Figura 2 — Estrutura térmica da coluna d’dgua e dosagem de
oxigénio dissolvido na lagoa Olhos I)’Agua nos meses de
agosto de 1986 (A) e dezembro de 1986 (B).
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queda nos teores de oxigénio dissolvido nas cama-
das mais profundas do lago, atingindo valores
médios de 3.4 mg/L proximo ao sedimento.

Os valores médios para os pardmetros fisico-
quimicos medidos ao longo do ano na estagio 1,
durante os periodos de isotermia e estratificagdo
térmica, sdo apresentados na tabela 1.

Os resultados das contagens microbianas
sdo apresentados na tabela 2. As maiores ¢ as
menores contagens foram observadas, respectiva-
mente, nas estagdes 2 ¢ 4. Nas estagbes 2,3 e 4,0
niimero de leveduras totais foi maior do que o
niimero de coliformes fecais.

Tabela 1 - Médias dos pardmetros fisico-quimicos medidos na
estagio 1a 100%, 10% e 1%de penetragio de luz, nos perfodos
de isotermia® e estratificagio térmica®, na Lagoa Othos
D'Agua, MG.

Simboelos: (a) - periodo de isotermia: abril/86 a agosto/86; (b)
— periodo de estratificagio térmica: setembro/86 a margo/87.

Estagio 1

100% 10% 1%

Temperatura (°C) 22.0@ 209 209

265® 262 256

pH 6.6 6.7 6.4

6.5 6.6 6.5

Condutividade 54.7 472 62.6

clétrica (uS/cm) 49.1 50.6 577
Alcalinidade 0.330 0.335 0.314
(mcq.CO2/L) 0.464 0452 0.457

Oxigénio dissolvido © 6.5 6.4 5.6

(mg/L) 73 6.5 34

Fosfatos totais (ug/L) 12.2 122 15.0

144 12.7 21.5

Sélidos em supensao 59 9.3 134

(mg/L) 95 11.6 16.5

Matéria orgénica 38 64 10.9

(mg/L) : 79 9.2 53

DISCUSSAO

Segundo Coutinho & Barbosa (4), a queda
nos teores de oxigénio dissolvido no hipolimnio,
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Tabela 2 - Médias das contagens microbianas encontradas na
Lagoa Olhos D’Agua no periodo de margo de 1986 a margo
de 1987.

Simbelos: CT = coliformes totais (NMP/100 mL); CF =
coliformes fecais (NMP/100 mL); LT = leveduras totais (uni-
dade formadora de col®nia/100 mL).

CT CF
Estagio 1 - 100% 44x10°  22x10°  13x10°
Estacdo 1-10% 33x10°  11x10°  62x10°
Bstagio 1-1% 56x10°  17x10°  74x10°
Estagfio 2 86x10°  32x10°  42x10°
Estacio 3 48x10°  97x107  18x10°
Estagio 4 45x10°  18x10°  29x10°
‘Estacio 5 30x100  13x10°  13x10°

durante os meses de estratificagdo térmica, ocorre
em fungdo da decomposigio acrdbica da matéria
orgénica. Nos meses de inverno, o resfriamento
atmosférico ¢ os ventos sfios as provaveis causas
da homogencizagdo e conseqiiénte oxigenagido da
coluna d’4gua.

Na estagdo 1, na profundidade de 1% de
penetragido de luz, foram obtidas as correlagbes
mais consistentes entre os teores de oxigénio dis-
solvido € as contagens microbianas (-0.799,
p <0.01 para coliformes totais; -0.762, p < 0.05 pa-
ra coliformes fccais; -0.599, p<0.10 para levedu-
ras totais). Os valores negativos das correlagdes
sugerem um aumento nas populagdes microbia-
nas com a diminuigio dos tcores de oxigénio dis-
solvido. A influéncia deste pardmetro na distribui-
¢ao dos grupos microbianos neste ponto de amos-
tragem, poderia scr explicada’pela ocorréncia de
mectabolismo fermentativo catre estes microrga-
nismos. A correlagiio obtida na profundidade de
1%, entre o niimero de leveduras totais ¢ as con-
centragOes de oxigénio dissolvido, apesar de ter
sido  marginalmente sngmﬁcahva (-0.599,
p<0.10), pode ser mterprelada como uma ten-
déncia destes mlcrorgamsmos de responderem as
variages de oxigénio dissolvido, em locais onde
os niveis deste pardmetro sofrcm variagOes acen-
tuadas.

Hagler & col. (8) observaram que de 34 a
59% das variagOes nas contagens microbianas,
inclusive leveduras totais, poderia ser rclacionada
com as variagdes nos nivcis de oxigénio dissolvido
em 4guas poluidas de estuério na cidade do Rio
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de Janeiro. Woollett & col. (30) observaram cor-
rclagdes positivas entre os teores de oxigénio dis-
solvido ¢ leveduras do género Cryptococcus ¢ al-
gumas espécies, como por exemplo, Candida ore-
gonensis, em diferentes tipos de ambientes de
agua doce poluido. Por outro lado, Meyers & col.
(16) nio obtiveram corrclagdes entre estes para-
metros no Lago Champlain.

Em relagio as concentragdes de fosfatos dis-
solvidos, observadas na estagao 1, foram obtidas
corrclagbes positivas com as contagens microbia-
nas (0.742, p<0.05 para coliformes totais; 0.900,
p <0.0l para coliformes fecais; 0.793, p < 0.05 para
leveduras totais).

Segundo Wetzel (28), o fosforo é o principal
clemento limitante da produtividade bioldgica em
ambicntes lacustres. Geralmente, nos lagos, o sc-
dimento é o principal reservatorio de f6sloro ¢ o
maior responsdvel pela reciclagem deste elemen-
to para a coluna d’agua. Normalmente, na presen-
¢a de estratificagdo térmica ¢ da conseqiinte
redugdo dos teores de oxigénio dissolvido nas
camadas mais profundas, existe uma tendéncia a
uma maior libcragdo de fésforo do sedimento
paraa coluna d’4gua, com valores mais altos nas
regides mais profundas.

Os resultantes encontrados, no presente cs-
tudo, sugerem que na Lagoa Olhos D’Agua, so-
mente na prolundidade de 1% de penetragéo de
luz incidente, a quantidade de fosfatos totais dis-
solvidos, em conjunto com as variagoes dos teores
de oxigénio dissolvido, sio fatores importantes na
regulagdo das flutuacdes das populagdes micro-
bianas estudadas,

As quantidades de sélidos em suspensio e
matéria organica dissolvida ndo mostraram corre-
lagdes consistentes com as contagens microbia-
nas. Entretanto, a presenga de leveduras pode
indiretamente indicar o nivel de matéria orgénica
no ambiente, possibilitando assim, a potencial uti-
lizagdo desscs microrganismos como indicadores
do nivel tréfico em 4dguas (7).

Os demais pardmetros fisico-quimicos estu-
dados na estagdo 1, ndo mostraram correlagbes
consistentes, sendo em geral aleatérias e sem um
padréo definido.

A estagdo 2 apresentou as contagens mais
altas para coliformes totais ¢ fecais e leveduras
totais na maioria dos meses de coleta. Isto ocor-
reu, provavelmente, em fungio da entrada de de-
jetos de origem fecal provenientes da criagdo de
animais domésticos proxima a esta estagdo. Na
estagio 3, as contagens microbianas, relativamen-
te altas, poderiam estar relacionadas com o maior
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aportc dec microrganismos devido a cntrada dc
esgotos de origem doméstica ¢ pluvial. Em am-
bicntes similarcs ao da cstagio 3, varios autorcs
tém verificado o aumento das contagens de leve-
duras em ambicntes que reccbem esgotos (2, 18,
21,22, 26, 29).

A estacio 4 [oi a que apresentou as menorces
contagens microbianas, o que provavelmente se
deveu a sua localizagdo, em um regido da lagoa
complctamente ocupada por macréfitas aquati-
cas flutuantes ¢/ou submersas, as quais funciona-
riam como um filtro biolégico capaz de afctar a
distribui¢do de microrganismos, por mcio dé uma
a¢do mecanica, funcionando como uma barrcira
fisica a sua dispersdo, ou como fontes de substin-
cias potencialmente t6xicas, liberadas durante sua
decomposig¢iio. Segundo Klein & Alexander (11),
a sobrevivéncia de um microrganismo em um am-
bicnte no qual cle ndo scja autéetone 6 depen-
dente da sua habilidade em tolerar uma séric de
estresses {isicos ¢ bioldgicos diferentes daqueles
de scu ambicnte natural. De acordo com csles
autores, um fator que pode limitar a sobrevivéncia
de organismos introduzidos em ecossistemas na-
turais ¢ a prescnga de compostos téxicos que
podem acarrctar a climinagio das cspéceics sus-
ceptiveis. Substincias dissolvidas, liberadas du-
rante a decomposi¢io de macréfitas, podem con-
ter. compostos bacteriostiticos ou bactericidas, os
quais podem inibir o crescimento de populagoes
bacterianas naturais (16, 22). Su & col. (21) veri-
ficaram que folhas de Nymphaea em decomposi-
¢io produzem virios tipos de metabdlitos secun-
darios bactcriostaticos, tais como, alcalbides, ta-

ninos ¢ saponinas. Na csta¢do 4, as populagoes

microbianas podem ter sido afctadas pela agao de
compostos inibitorios liberados de macréfitas em
decomposigio, ocasionando assim, a redugio nas
contagens de coliformes ¢ leveduras. Qutra possi-
bilidade, seria aqucla referente ao papel das plan-
tas aqudlticas como concentradoras de nutricntes
(4). Neste caso, as macréfitas funcionariam como
agentes de limpeza das dguas atuando como fil-
tros bioldgicos controladores do aporte de nu-
tricates.

Na cstagdo 5, situada na vazante da lagoa, as
contagens microbianas foram geralmente altas,
provavelmente devido ao carrcamento desses mi-
crorganismos pelas correntes de dgua e ao conse-
qiiénte acimulo dos mesmos préximo a barragem.,

Nas cstagdes 2, 3 ¢ 4, o niimero de leveduras
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totais foi supcrior as contagens dc coliformes fc-
cais, sugerindo a possibilidade das leveduras se-
rem utilizadas como melhores indicadorces do ¢s-
tado trofico de ambicntes aquaticos. A compro-
vacdo de tal hipétese, contudo, dependera de ou-
tros estudos comparativos em difercntes locais.

SUMMARY

Yeasts and coliforms distribuition in a
palaeo-karstic lake of Lagoa Santa Plateau —
MG, Brazil

The distribuition of yeasts and coliforms was
described for five stations in Lake Olhos D’Agua,
a palaco-karsticlake of Lagoa Santa Platcau in the
State of Minas Gerais, Brazil, from march 1986
until march 1987. Yeasts were isolated at 25°C on

.amedium composed by glucose 2%, peptona 1%,

ycast extract 0.5%, chloramphenicol 10 mg%,
agar 2% medium and pH adjusted to 3.7-4.0 with
T!ICL Fecal and total coliforms were estimated by
the APHA most probable number method. In the
limnctic zonc, the following physico-chemical pa-
ramcters were measured: water temperature, pH,
clectrical conductivity, dissolved oxygen, total dis-
solved phosphate, suspended solids and dissolved
organic matter. At the 1% level of light penctra-
tion, significant correlations betwéen the micro-
bial counts, dissolved oxygen levels and total dis-
solved phosphate were recorded. This suggested
that such parameters can be important in regula-
tion of the microbial populations at this depth. In
a depth corresponding to 100% and 10% of light
penctration no defined patterns were observed.
Also, yeast densities were higher than those of
fecal coliform in three of the five stations. Yeast
counts may be a better indicator than fecal coli-
forms of trophic conditions in aquatic environ-
ments,
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EFEITOS DA ACRIFLAVINA EM DIFERENTES ESPECIES DE § TREPTOMYCES
PR -

ODUTORES DE

ACTINOMICINA.

Jancte Magali de Araﬁjo1
Joao Lacio de Azevedo

-

RESUMO

O tratamento de trés diferentcs espécics de Streptomyces com acriflavina,

resultou na perda da produgdo
nestas linhagens.

parvulus. A produgdo de pigmento

de actinomicina em 5-12%
S. felleus ¢ S. regensis mostraram
amarelo caracteristica destas

das colOnias isoladas
mais instabatidade do que S.
linhagens

produtoras de actinomicina foi totalmente climinada. A instabilidade genéticadestas

~

linhagens pode ser atribufda a elementos extracromossomicos.

-

INTRODUGAO

A instabilidade genética de caracteristicas
fenotipicas € comum €m Streptomyces ¢, €m geral,
corantes intercalantes 530 usados para mostrar 0
envolvimento de plasmidios na biossintese de me-
tabolitos secundarios. Espontaneamente o4 ap0s
tratamento com acridinas, brometo de etidio, no-
vobiocina ou temperatura, estreptomicetos fre-
giintemente perdem 2 capacidade de produzir
antibioticos tais como kasugamicina (20), metile-
nomicina (15), actinomicina (18), estreptomicina
(24), kanamicina (12), entre outros. O mecanismo
envolvido na regulagdo da produgao de antibioti-
cos pode ser atribuido a ocorréncia de plasmidios
(9,15,18, 12), A presenga de um fator de regulagao
como observado na produgao de estreptomicina
por S. griseus (10,11) oy, ainda, como foi sugerido
para tilosina (5, 3, 25, 13) e carriomicina (19), a0
aparecimento de seqiiéncias repetidas de DNA.
EmSS. coelicolor A3(2)a instabilidade da arginina

——————

t(ambém esta associada a rearranjo cromossomal
6).

Outras caracteristicas fenotipicas como fer-
titidade (27), formagao de micélio aéreo € resis-
téncia a antibiotico (16, 2) nessas bactérias fila-
mentosas também sa0 atribuidas 2 presenga de
elementos extracromossomicos. Segundo Hunter
& Eckhardt (13), somente para a produgao de
metilenomicina existe comprovagio de que no
- lasmidio SCP; de S. coelicolor (27) ocorrem ge-
nes responséveis pela biossintese de metilenomi-
cina (15), enquanto qué parao antibi6tico tilosina
(23) produzido por S. fradiae foi observado (3,5,
25, 13) que unidades amplificadas de DNA s@o
autotransmissiveis, contudo ndo foi detectado
plasmidio autdbnomo, nem mobilizagdo de genes
cromossomais. Para carriomicina, investigagoes
realizadas por Ogura (19), mostram que O padréao
de digestao do DNA total da mutantc EB-32¢da
linhagem selvagem de S. hygroscopicus apresenta
seqiiéncias amplificadas que podem estar relacio-

1 Depto. de Antibi6ticos, Universidade Federal de Pernambuco, 50739 Recife PE, Brasil
2 Instituto de Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz e Queiroz”, Universidade de 580 Paulo, 13400 Piracicaba

SP, Brasil
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nadas com a produgido desse ahtibi()(ico. Hiinter
enfatiza que 3 produgdo de antibi6ticos comg

MATERIAL E M ETODOS

Culturas - Foram utilizadas as linhagens de
Streptomyces regensis A-M3053, . Jelleus JA-
M3079¢ s, parvulus IA-M3042 isoladas de amog.-
tras de solo, classificadas ¢ Caracterizadas quanto
a produgio de actinomicina no Instituto de Anti.

Todas as linhagens foram mantidas em meio ME
(extrato de levedura 0,4%; extrato de malte 0,8%;
glicose 0,4%; 4gar L5%; pH 6,8-7,0).

Microzganismo-teste —Bacillus subrijis 1 Z uti-
lizado nos ensaios antimicrobianos fo; mantido
€m nutriente 4gar (Difco).

Tratamento com acriflaving — Para determi-

foram retiradosutlhzando'um furador de rolha de
Smmde didmetro, Cada disco foj transferido para
Placa de 4gar nutriente na qual foj espalhada uma

26°

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(1), 1990.

Suspensio de B, subyifis IZ. As placas foram incy-
badas a37°C ¢ o halos (em mm) medidog apos 24
horas.

RESULTADO E DISCUSSAO

Visando determinar como a acriflavina afetq
a produgio do antibi6tico nag diferentes espécies
de Streptomyces em cstudo, viriag concentragdes
desse corante foram ensaiadas,

Em S. parvuiys IA-M3042 ¢ 5. regensis 1A-

S¢quentemente, ndo exibiam halode inibi¢ao para
B. subtilis 17, Na Tabela 1 observa-se que entre ag
espéceies ensaiadas, S. felleys foi a mais instavel,

O lratamento, 11,739 das progénies ndo prody-
ziam actinomicinz (act) (Fig.1).Em . regensis e
S. Parvulus, 5269, 6,41%, respectjvamente, das
variantes eram act’. Em estudo similar, Ochj ¢

toras de actinomicing nas diferentes espécies de Streptomyces,
ap6s tratamento com acriflavina

—

Freqiiéncia de Pprogénies nio produtoras
de actinomicina

Linhagens )
Perda espontanea Tratamento
com
acriflavina
Sur. felleus 1A-M3079 3,37% 11,73%
5/148* 23/196
Str. parvulus IA-M3(_)42 0,0 6,41%
0,0/52 6/92
Str. regensis IA-M3053 1,86% 5,26%
2/107

10/190

* Nimero de colénias nao produtoras/nimero de coldnias
ensaidas, :
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Figura 1 - Tlalo dc inibicsio para B. subtilis IZ da linhagem
selvagem de Sta. felleus ¢ de suas variantes

a) Streptomyces felleus IA-M3079

b) AT-3079(90/57)

) AT-3079(80/50)

d) AT-3079(194)

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(1), 1990

Katz (18), trabalhando com S. parvuius ATCC
12434, encontraram que 5,1% das coldnias obti-
das apés o tratamento com acriflavina eram act”,
Com a linhagem de S. antibioticus 3720, os mes-
mos autores observaram que 20,8% das progénies
isoladas nao produziam actinomicina. Vale ressal-
tar que aqucles autores, além do tratamento com
acriflavina, submeteram a massa micclial obtida
do tratamento com acrillavina a formagio e rege-
ncragio de protoplastos. Esta técnica tem mostra-
do promover climinagio de elementos extracro-
mossdmicos (1, 8) ¢ ocasionar altcragtes fenotipi-
cas como aumcnto de resisténeia a antibidtico
(28), aumento de produtividade (17) e deficién-
cias nutricionais (7).

A anilise morfoldgica das progénies obtidas
apos o tratamento com acriflavina mostra que as
variantes act de S. felleus TA-M3079 apresentam
um {nico tipo morfolgico — micélio aéreo branco
scm formagio dc pigmento — enquanto que as
variantes act” de S. regensis mostram formacio de
micélio aéreo com diferentes nuances de cores, o
que ndo foi observado em S. parvulus, cujas va-
riantcs nio formavam micélio aéreo, nem pigmen-
to (Tabela 2.). Foi obscrvado que as variantes nao
produtoras dc actinomicina eram 100% estdveis
para cste cardter. Contudo, os dados contidos na
Tabela 3 mostram que 8,67% das variantes de S.
felleus produtoras de actinomicina exibem eleva-
da instabilidade na formagio de micélio aéreo ¢
de pigmento amarelo intenso, se estendendo csta

Tabela 2 ~ Caracteristicas culturais das linhagens sclvagens ¢ das variantes ndo produtoras de actinomicina

Micélio aéreo*

Pigmento

Linhagens Freqiiéncia

Formacio Cor Formacio Cor
Sun. parvulus (selvagem) Presente Cinza Presente Amarelo claro
Variantes 6,41% Ausente Ausente
Son. felleus (sclvagem) Presente Cinza amarclado Presente Amarclo ¢laro
Variantes - 11,73% Presente Branco Ausente Incolor
Stn. regensis (selvagem) Presente- Cinza escuro Presente Amarelo limdo
Variantes 5,26%
134(8)a Presente Cinza escuro Presente Marrom claro
105(4) Presente Amareclo claro Ausente Incolor
53(5) Presente Cinza claro Presente Marrom claro
141(2) Presente Branco Presente Marrom claro

* Caracteristicas culturais obscrvadas cm meio de esporulagio (ME), V. Material ¢ Método.
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TABELA 3 - Eleito da acriflavina sobre a formagio de micélio aéreo, pigmento e producdo de actinomicina em Sta. felleus

1A-M3079 e Sta. regensis IA-M3053

Micélio aéreo Pigmentagio Actinomicina
Linhagens
Presente Ausente  Presente Varidvel  Auscnte Act’ Act’ Act* Act**
Stm. felleus 91,32% 8,67%  79,59% 8,67% 11,73% 11,73% 8,61%  18,57% 1,02%
1A-M3079 179/196* 17/196  156/196 17/196 23/196 23/196 17/196  154/196 2/196
Stin. regensis 91,0% 8,94% 94,7% - 5,26% 5,26% - 91,0% 3,68%
1A-M3053 173/190 17/190 10/190 10/190 - 173/190 7/190

180/190 -

Act’ = auséncia de halo de inibicdo; Act* = halo de inibicdo igual 4 sclvagem (26,68 mm); Act** = halo de inibigio maior que

a selvagem (29,92 mm); Act’ = halo de inibigio varidvel

* Niimero de coldnias variantes/ntiimero de colOnias cnsaiadas.

variag@o ao halo de inibigio, desde auséncia, até
halos em torno de 29 mm para B. subtilis em todas
as variantes ensaiadas. Apesar desta instabilida-
de, a acriflavina promoveu o aparccimento de
variantes (1,02%) com formacéo de micélio aéreco
amarclo ¢ pigmento amarclo-laranja intenso, es-
tavel. Em S. regensis foram observadas também
(Tabela 3) variantes (3,68%) com forte formagdo
de pigmento, demonstrando uma maior produgio
de actinomicina; no entanto, nio foi detectada

Tabela 4 — Teste de estabilidade para producio de actinomi-
cina da linhagem selvagem de Sta. felleus 1A-M3079 ¢ da
variante AF-3079(183)

Linhagem Porcentagem Ialo de inibigdo
de (em mm)
colOnias estdveis* * 5
Stm. felleus IA-M3079  23,63% 29,92 % 0,6
: 13,73% 26,68 +£1,20
3,64% 0,0
AF-3079(183) 98,0% 28,88 1,03
2,0%’ 0,0

* 50 colOnias ensaiadas (para B. subtilis IZ).

qualquer variagdo na produgéo do pigmento. Este
efcito ndo foi detectado em S. parvulus.

Uma comparagio da cstabilidade da linha-
gem sclvagem de S. felleus com sua variante AF-
3079(183) quanto a producio de actinomicina es-
ta apresentada na Tabela 4. Observa-se que 98%
dos clones da variante AF-3079(183) produzem
halo de inibigdo em torno de 29 mm, enquanto que
na linhagem selvagem apenas 23,63% das coldnias
exibem inibigdo similar.

O melhoramento de Streptomyces por trata-
mento com acriflavina foi relatado por Ramos et
al (21) para S. rimosus QB53, cuja producéio de
oxitctraciclina aumentou cerca de 3 vezes. Estes
autores também observaram mudangas na produ-
¢do do pigmento e do micélio aéreo.

A agido do agente intercalante sobre a pro-
ducio de antibitico em Streptomyces ainda é es-
peculativa ¢, segundo Ramos et al (21), anatureza
dos genes afetados pela acriflavina permanece
incerta.

A elevada perda na produgao de actinomici-
na e a instabilidade morfologica em S. felleus e S.
regensis ap0s o tratamento com acriflavina suge-
rem o envolvimento de elementos extracromosso-
micos ou, possivelmente, rearranjo gendmico cau-
sado por amplificagdo de segmentos de DNA,
como observado em S. reticuli (22), cuja perda de
plasmidio ocasiona grandes alteragdes cromosso-
micas.

Ensaios preliminares em gel agarose (dados
nao mostrados) de CCCDNA destas linhagens
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mostram bandas cletroforéticas caracteristicas de
DNA plasmidial apcnas em S. felleus c S. regensis.
Em vista destes resultados, uma andlisc genética
mais detalhada cstd sendo rcalizada, visando de-
terminar peso molccular, mapa de restrigdo ¢ s¢
estes plasmidios sdo CONjugaLivos.

SUMMARY

Effects of acriflavine on three actinomycin
producer species of Streptomycces

Trcatment of three actinomycin producing
specics of Streptomyces with acriflavine resulted
‘n loss of antibiotic production in 5-12% of the
colonies tested. Streptonmyces felleus and Strep-
tontyces regensis were more unstablc when com-
parcd to Streptoinyces parvulus. Ycllow pigment
production which is a gencral characteristic of
actinomycin producer strains was totally abolis-
hed. The loss of pigmentation and antibiotic pro-
duction may be related to extrachromosomal ele-
ments.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

. Aguilar, A & 1lopwood, D.A. — Determination of
methylenomycin A synthesis by the pSV1 plasmid from
Streptomyces violaceus-ruber SANK-95570. J. Gen.
Microbiol., 128:1893-1902, 1982.

2. Akagawa,ll; Okanishi, M. & Umczawa, .- A plasmid
involved in chloramphenicol production in Streptomyces
venezuclae: cvidence from genetic mapping. J. Gen.
Microbiol.,, 90:336-346, 1975. :

3. Baltz, R.JI. - Mutation in Streptornyces. In
« Antibiotic-producing Streploniyces. Lds. S.W. Queener
and Day. Academic Press. 1986.

4. Crameri, R, Davics, J.E. & Hinter, R~ Plasmid curing
and gencration of mutations induced with cthidium
bromide in Streptomycetcs. J. Gen. Microbiol.,
132:819-824, 1986.

5. Fishman,S.E,; Rosteck, Pr., Jr. & Hershberger, C.L. - A
2.2-kilobase repeated DNA segment is associated with
DNA amplification in Streptomyces fradiac. J. Bacteriol.,
161:199-206, 1985.

6. Flett, F.; Platt, J. & Cullum, J. - DNA rcarrangements
associated with instability of an arginine gene in
Streptomyces coclicolor A3(2). J. Basic Microbiology.,
27:3-10, 1987.

7. Furumai, T.; Takeda, K. & Okanishi, M. - Function of
plasmids in the production of aurcothricin. L.
Glimination of plasmids and alteration of phenotypes
caused by protoplast regeneration in Streptomyces
kasugaensis. J. Antibiotics 35:1367-1373, 1982.

8. Hopwood, D.A - Genctic studies with bacterial

10.

11.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

2L

2%

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 21(1), 1990.

protoptasts. Ann. Rev. Microbiol. 35:237-272, 1981.
Tlopwood, D.A,; Kieser, T.; Lydiate, D; Bibb, MJ. -
Streptomyces plasmid: their biology and use as cloning
vectors. In: Quceener, S.W. & Day, L.E. eds. Antibiotic
producing Streptomyces. London. Academic Press. p.
159-230. 1986. '

Horinouchi, S.; Hara, O. & Beppy, T- — Cloning of a
pheiotropic gene that positively controls biosynthesis of
A-factor, actinorhodin, and prodigiosin in Streptomyces
coclicolor A 3(2) and Streptomyces lividans. J. Bacteriol.
155:1238-1248, 1983.

Horinouchi, S.; Kumada, Y. & Beppuy, T. - Unstable
genetic determinant of A-factor biosynthesis in
strcptomycin-producing organisms: cloning and
characterization. J. Bacteriol. 158:481-487, 1984.

_ Hotta, K.; Okami, Y. & Umeczawa, H. - Tlimination of

the ability of a kanamycin-producing strain to
biosynthesize deoxyst reptamine moicty by acriflavine. J.
Antibiotics 30:1146-1149, 1977.

Hiinter, R. & Eckardt, T. - Genetic manipulation. In
“Actinomycetes in Biotechnology”. Academic Press.
London. pp. 99-183, 1988.

Ichikawa, T.; Ishikura, T. & Ozaki, A.— Improvement of
kasugamycin-producing strain by the agar piecc method
and the prototroph method. Folia Microbiol. 16:218-224,
1971.

Kirby,R. & Hopwood, D.A. - Genetic Determination of
methylenomycin synthesis by the SCP plasmid of
Streptomyces coclicolor A3(2). J. Gen. Microbiol.
98:239-252, 1977.

Kirby, R; Wright, L.F. & Hopwood, D-A. ~ Plasmid
determined antibiotic synthesis. and resistance in
Streptomyces coclicolor. Nature 254:265-267, 1975.
Malina, H.; Tempete, C. & Robert-Gero, M. ~Enhanced
sincfungin production by medium improvement,
mutagencsis and protoplast regeneration of
Streptomyces incarnatus NRRL-8089.J. Antibiotics
38:1204-1210, 1985.

Ochi, K. & Katz, B. - The possible involvement of a
plasmid(s) in actinomycin synthesis by Streptomyces
parvulus and Streplomyces antibioticus. J. Antibiotics
29:1143-1148, 1978.

Ogura, M; Tanaka, T.; Furihata, K.; Shimazu, A. &
Otake, N. — Induction of antibiotic production with
ethidium bromide in Streptomyces hygroscopicus. J.
Antibiotics 39:1443-1449, 1986.

Okanishi,M.; Ohta, T. & Umezawa, H.—Possible control
of formation of aerial mycelium and antibiotic in
Streptomyces by episomic factors. 7. Antibiotics 23:45-47,
1970.

Ramos, A.; Valin, C; Joseph, N.; Visozo, A.; Perez, D.;
Alonso, E.; Villanueva, S. & Rodrigues, R. -
Enhancement of tetracycline production in 2
Streptomyces rimosus strain after treatment with
acriflavine. Biotech. Lett. 8(3):161-162,1986. -
Schrempf, I — Plasmid loss and changes within the
chromosomal DNA of Streptomyces reticuli. J. Bacteriol.
151:701-707, 1982.

Seno, ET. & Hudchinson, C.R. - The biosynthesis of
tylosinand erythromycin: Model system for studies of the
genetics and biochemistry of antibiotic formation. In
« Antibiotic-producing Streptomyces” . Eds. S.W.
Queener and L.E. Day) Academic Press. 1986.

Shaw, P.D. & Piwowarski, J. — Effect of ethidium

29



Araiijo, J.M. de et al

26.

27.

bromide and acriflavine on streptomycin production by
Streptomyces bikinensis, J, Antibiotics 30:404:408, 1977.
Stonesifer, J., Matsushima, P, & Baltz, RII. - High
frequency conjugal transfer of tylosin genes and
amplifiable DNA in Streptomyces fradiae. Mot Gen.
Genet. 202:348-355, 1986,

Thompson, C; Kieser, T.J; Ward, JM. & Hopwood,
D.A. - Physical analysis of antibiotic resistance genes
from Streptomyces ang their use in vector construction,
Gene. 205 1-62, 1982, .

Vivian, A. - Genetic control of fertility in Streptomyces

Rev. Microbiol,, Sdo Paulo, 21(1), 1990.

coelicolor A3(2): Plasmid involvement in the
interconversion of IF and JF strains. J. Gen. Microbiol,
69:353-364, 1971,

Yamashita, F; Hotta, K ; Okami, Y.& Umezawa, H. -
The generation of additional antibiotic resistance by
protoplast regeneration of a Streptomyces griseus strain,
J. Antibiotics 38:126-127, 1985.

Recebido para publicagdo em 15/6/89.



 Rev. Microbiol, Sao Paulo, 21(1):3140, 19%.

TRATAMENTO DE ESGOTOS DA CIDADE DO RIO DE JANEIRO, RJ

Ernesto Hofer
Djair Ernandez!

RESUMO

No perfodo de junho de 1976 a dezembro de 1977 avaliou-se a incidéncia de
Vibrio cholerae nao 01 cm 60 espécimens de aflucntes de duas estagdes de tratamento
de esgotos da cidade do Rio dc Janeiro, RJ. Das 644 amostras isoladas, pertencentes
ao género Vibrio, foram selecionadas 290 do grupo I de Heiberg, nas quais,
realizaram-se estudos sobre o comportamento dos meios empregados no isolamento,
nas caracteristicas bioquimicas e antigénicas, assim como, na distribui¢do sazonal.
Os resultados mais satisfatorios no processo de cultivo, derivaram do
enriquecimento do material em 4gua peptonada alcalina (pH-8.5). A identificagio
soroldgica realizada pelo sistema de Sakazaki e col. reconheceu 28

sorotipos/sorovares que apresentaram certa similaridade nas dreas, principalmente

pela predominéncia dos sorotipos 046 (53), 051 ¢ das amostras ndo tip4veis,
sorologicamente (NT). A caracterizagdo de 15 biotipos, verificada através das
susceptibilidade & polimixina B (50 U) e novobiocina (10ug/ml), hemolise e teste de
VP, evidenciaram nas 4reas a prevaléncia dos tipos 1, 13, 5, 9. Nao foi possivel

estabelecer uma nitida associagdo entre biotipos e sorotipos. A sazonalidade foi

muito acentuada nas duas 4reas. principalmente tomando por base os vibrios do
grupo I de Heiberg, Os resultados demonstraram quc os afluentes das estagoes

INCIDENCIA DE VIBRIO CHOLERAE NAO 01 EM AFLUENTES DE ESTACOES DE

funcionaram como nichos ecoldgicos naturais de V. cholerae nio 01.

‘INTRODUCAO

No conceito taxondmico atual, a espécie Vi-
brio cholerae engloba uma série de sorotipos (so-
rovars), diferenciados através de fatores antigéni-
cos somdticos. Assim, o agentc da cblera, perten-
ce ao sorotipo (sorovar) 0l e os demais, outrora
rotulados como “vibrios ndo coléricos” (VCN) ou
“ndo aglutiniveis” (NAG), enquadram-se -atual-
mente, com ¥ cholerae ndo 01 (9, 20). -

Nos dois tltimos decénios, avolumaram-se
acentuadamente as referéncias sobre esses mi-

crorganismos em diferentes condigdes ambien-
tais, ressaltando-se nos ecossistemas aquiticos,
tanto dulcicola como marinho (3, 4, 12-16, 18, 24).
Paradoxalmente, raxas foram as anlises que pro-
curaram retratar a ocorréncia de ¥ cholerae 01 ou
nédo 01 em afluentes ou efluentes de estagdes de
tratamento de esgotos (5, 10, 17, 19).

Em nosso meio os estudos disponiveis sobre
membros do género Vibrio, ainda sio extrema--
mente incipientes, razio pela qual, objetivou-se a
apresentagdo desse trabalho. Assim, através de
um estudo longitudinal foram efetuadas analises

1 Depto. de Bacteriologia, Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, Av. Brasil, 4365 - Manguinhos, 21040 Rio de Janeiro RJ,

Brasil
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bacterioldgicas em pontos de duas estagbes de
tratamento de esgoto da cidade do Rio de Janeiro,
RJ.; visando precipuamente, obscrvar a freqiién-
cia e distribui¢do de ¥V cholerae nao 01.

'MATERIAL E METODOS

Amostragermn — Foram analisados no periodo
de junho de 1976 a dezembro de 1977, trinta espé-

cimens de afluentes de cada uma das estagdes de -

tratamento de esgotos da Ilha do Governadore da
Penha, localizadas na Zona Norte do municipio
do Rio de Janeiro, RJ.

As amostras foram colctadas em volumes de
100 ml, acondicionadas em frascos esterilizados e
encaminhadas ao laboratério dentro de um prazo
maéximo de 45 minutos,

Isolamento e identificagdo — Como primeira
etapa, os aflucntes foram centrifugados a 3.000
rpm por 20 minutos, desprezando-se, parcialmen-
te o sobrenadante, de formaareter 5 mldo liquido
original, utilizado como veiculo para ressuspen-
sdo do depésito centrifugado. Da suspensdo, ali-
quotas de 1 ml foram semeadas nos seguintes
meios de enriquecimento, distribuidos em tubos
com volumes de 20 ml;

a. Agua peptonada alcalina, com 1g% de NaCl,
pH-8.5;

b. Férmula 1, acrescida de 160mg% de amarelo
de metacromo (E. Gurr, England);

c. Formula 1 mais 200mg% de eosina amarela
(Difco).

Apbs incubagio de, 37°C por 18 horas, uma
alca de 3 mm de didmetro de cada um dos cresci-
mentos foi transferida para agar TCBS (Difco).

Este meio também foi semcado com 0,1 ml da -

suspensdo, na fase de plantio primario. Em se-
qiiéncia a incubacdo a 37°C durante. 24 horas,
cinco coldnias sacarose positivas preferentemen-
te, foram transferidas do agar TCBS para meio de
triagem (Agar Kligler- leco), incubado por 24
horas a 37°C.

Para a caracterizagdo bioquimica foram ado-
tadas as recomendagdes apresentadas por Hofer

©).

Biotipificagdo—Na classificagdo em biotipos,
toram utilizados os testes de susceptibilidade das
amostras 2 polimixina B ¢ novobiocina; atividade
hemolitica e o teste de VP a 37°C (7).
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A acdo dos antibi6ticos foi observada em
agar Mueller-Hinton,empregando-se dis¢os de 50
U de polimixina B (Difco) e incorporando-se 10
ug/ml de novobiociana s6dica (Upjohn) ao meio.
No caso da polimixina, ap6s a deposigao dos dis- ..
cos, as placas foram mantidas em refrigerador

' (5°C) por 2 horas e, posteriormente, incubadas a

37°C por 18 horas. Idéntico procedimento foi ado-
tado para aquelas com novobiocina. A leitura se
bascou na presenga ou auséncia de halo (polimi-
xina) e do crescimento (novobiocina).

Atividade hemolitica — Recorreu-se ao pro-
ccsso em tubos segundo Barua & Gomes (2),
utilizando caldo infuso de coragio - Difco com 1%
de glicerol e 1% de suspensio de hemécias de
carneiro.

Sorologia — Todas as amostras de Vibrio per-
tencentes ao Grupo I de Heiberg e capazes de

~ crescer em meio isento de NaCl (Agar nutricnte -

Difco) foram analisadas através de soro-aglutina-
¢lo rapida com os antissoros somdticos 01 ¢ R.de
W cholerae. A caracterizagio dos vibrios ndo 01 foi
efetuada pelo esquema sorolégico de Sakazaki &
col. (21,22) e Shimada & Sakazaki (23), no Natio-
nal Institute of Health, Tokyo, Japan.

Tabela 1 - Distribuigio de Vibrio segundo a classificagio dos
tipos fermentativos de Heiberg, isolados de afluentes das
estagdes de tratamento de esgotos da Ilha do Governador ¢
Penha, R.J.

!

Testes Itha do Penha Total

- bioquimicos .Governador '
1976 1977 1976 1977 Ne@ %
IM+;S+;A-)* 37 2 46 117 290 45,03‘
I (M-S+;A-) 54 82 48 121 305 4735

M(M+;S+;A+) 13 5 6 17 41 6,36
IVMsS+A+) 1 2 4 1. 8 1,24

Total 105 179 104 256 644 99,98

* Manose {M); Sacarose (S); Arabinose (A)
+: formagio de dcidos em 24h
-t auséncia de 4cidos em 24h
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Tabela 2 - Distribuiggo ¢ freqiiéncia dos sorotipos de Vibrio cholerae nio 01 segundo a origem (Ilha do Governador ¢ Penha) e

ano de isolamento (1976 ¢ 1977).

A andlise dos 60 espécimens resultou rio iso-
lamento ¢ identificagdo de 644 amostras perten-
centes ao género Vibrio, cuja distribuigio segundo
a classificagdo de Heiberg consta na Tabela 1.

Como a prioridade da investigagdo se con- -

centrou nas culturas do grupo I de Heiberg, assi-

Itha do Governador Penha Total
Sorotipos B
1976 1977 1976 1977 Ne %

46 |53| 11 20 3 42 76 26,20
N.T.* 4 26 11 22 63 21,72
51 5 10 8 15 38 13,10
37 - 7 - 7 14 482
R 1 8 1 3 13 4,48
64 1 4 4 3 12 4,13
31 - - 5 4 9 3,10
34 6 1 2 - 9 3,10

6 - - 6 1 7 241
19 - 2 - S 7 241
14 1 - 1 4 6 2,06
65 2 - 2 - 4 1,37
] 3 1 - - 4 1,37
36 - 2 1 - 3 1,03
40 1 1 - 1’ 3 1,03
50 1 1 - 1 3 1,03

7 - 1 - 1 2 0,68

9 - © 2 - - 2 0,68
20 - - 1 1 2 0,68
38 - - - 2 2 0,68
45 - 2 - - 2 0,68
-2 - 1 - - 1 034

5 1 - - - 1 0,34
13 - - - 1 1 0,34
17 - - - 1 1 0,34
32 - - - 1 1 0,34
43 - - 1 1 0,34
56 - 1 - - 1 0,34
61 - - 1 - 1 0,34
68 - - - 1 1 0,34
Total | 37(12,75) 90 (31,03) 46(15,86) 117(4034) 290 99,98
*NT -~ Nio Tipdvel

() — Percentagem

RESULTADOS nala-se que nas 290 amostras capazes de crescer

em meio isento de NaCl, nio foi detectado, soro-
logicamente, ¥ cholerae 01,

A variagio sazonal referente aos isolamen-
tos de Vibrio-cholerae nao 01 do grupo I de Hei-
berg, apresentada na figura 1, demonstrou uma
acentuada coincindéncia na distribui¢do da fre-
qiiéncia do microorganismo nas duas 4reas.
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Figura 1 — Distribuicdo sazonal de Vibrio cholerae ndo 01
grupo I dc Heiberg nas duas estacdes de tratamento de esgotos
—Ilha do Governador ¢ Penha, R.J.
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Em rclagiio aos sorotipos de V. cholerae nao
01 (Tabcla 2), ¢ negessério esclarccer previamen-
te, que foi elaborado um critério quantitativo dc
classificagao das formas de ocorréncia dos tipos
sorolégicos. Assim, estdo representados sob a si-
gla de sorotipos “muito freqiientes”, aqueles cuja
soma dos pereentuais totaliza 65,5 com uma varia-
¢do permissivel de £ 2%. Os escaldes subseqiien-
tes foram designados como “freqiicntes”, para
aqueles cuja percentagem somada ao dos soroti-
pos “muito freqiientes”, atinge a 85,5 com = 1%
dc variagdo ¢ os sorotipos “raros”, que somados
aos anteriores perfazem 100% (Tabcla 3).
No cOmputo geral, os sorotipos “muito {re-
. qiientes”,estiveram representados por 046 (53);
| 051; 037 e os nio tipaveis (NT), scndo que os dois
primciros ¢ o Gltimo ocuparam a mesma posigao
nas duas drcas. As maiores diversidades de soro-
tipos de acordo com a origem, sc localizaram nas
classes “freqiiente e rara”, considcrando a ex-
traordindria heterogeneidade.de tipos antigéni-
cos rcconhecidos (Tabelas 2 ¢ 3). Salienta-se ain-
da, que dos 30 sorotipos, incluindo as formas nao
tipaveis (NT) ¢ R 20 (66,6%) foram dctcctadas na
1lha e 24 (80,0%) na Penha, reconhecendo-se cm
cada 4rca, tipos autoctones, como os 10 sorotipos

Tabela 3 - Freqiiéncia dos sorotipos de Vibrio cholerac nao 01 distribuidos segundo a origem (Ilha do Governador e Penha, R.J.)

Classc de Itha do Governador Penha
freqiiéncia Sorotipos % Sorotipos %
I - Muito fregiientes 46 |53| 24,4 46 53| 27,6
(65,5 & 2%)* NT 23,6 NT 20,2
51 118 51 14,1
R 7,0 31 55
II - Freqiientes 34 55 6 4,3
(85,5 = 1%)* 37 55 37 4,3
64 39 64 4,3
78 3,1 14 3,0
19 3,0
I - Pouco freqiientes 9;19;36 R 2,0
(100%)* 40;45;50;65 (1,5)10,5 20;34;38;65 (1,248
2;5;7,14;56 0,73,5 7:13;17;32;36;
40;43;50,51;68 (0,6)6,0

() - percentagem individual

* _ somas das percentagens individuais distribuidas por ordem  de freqiiéncia dos sorotipos.
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da estagdo de tratamento da Penha (031; 06; 020;
038; 013; 017; 032; 043; 061 ¢ 068), scndo os dois
primeiros pertencentces as classcs “muito freqiicn-
te e freqiiente”. Nos seis sorotipos exclusivos da
estagdo daItha (078, 09; 045; 02; 05 ¢ 056), também
observou-se a presenga de um tipo freqiiente, 078.

Um aspecto de extremo interesse no estudo

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(1), 1990.

ccologico, destacou-se na distribuigdo sazonal
dos sorotipos de ¥ cholerae, retratada na Figura
2. A andlise do grafico permitiu identificar a au-
séncia de uma justaposigio de sorotipos em pra-
ticamente todas as etapas de ‘investigagdo, assim
como, as oscilagoes dos tipos sorolégicos que se
reproduziram com acentuada consténcia.

Tabela 4 — Comportamento dos difcrentes sorotipos de V.cholerae ndo 01 em relagdo aos meios de cultura utilizados.

Mcios de enriquecimento

Sorotipos APA AMC

AEA TCBS*** TOTAL

46 153
m‘l
51
37
R
64
31
34
6
19
14
65
78
36
40
50
7
9
20
58
45
2
5
13
17
32
43
56
61
68
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Total 136(46,8) 79(27,2)

56(19,03) 19(6,5) 290

*NT - Nio tipdvel
**APA - Agua peptonada alcalina

AMC - Agua peptonada alcalina com amarelo de metacromo

AEA - Agua peptonada alcalina com eosina amarela

***TCBS ~ Semeadura direta em Agar tiossulfato citrato bile sacarose
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e de isolamentos

Figura 2 — Incidéncia dos sorotipos de V. Cholerae nao 01
isolados dos afluentes das duas estagdes de tratamento de
esgotos, no periodo de junho de 1976 a dezembro de 1977.
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" e ds isolamentos

Figura 3 - Distribuicfo sazonal dos biotipos mais freqiicntes
(1-13-5 ¢ 9) de V. cholerac nao 01 nas duas estagdes dc trata-
mento de esgotos.

Quanto a cficiéncia dos mcios de enriqueci-
mente em relagdo aos sorotipos, ficou patente a
nitida superioridade da cldssica formula da dgua
peptonada alcalina (APA) sobre as demais, tanto
qualitativa como quantitativamente (Tabcla 4). A

Tabela 5 Distribuiciio ¢ freqiiéneia dos biotipos de V.cholerae ndo 01 de acordo com a origem ¢ ano dc isolamento

Biotipos Perfil Ilha do Governador Pcnha Total
PNIIVP* 1976 1977 1976 1977 Ne %o
1 S8+ +** 12 22 8 .26 68 2344
2 SS +- 3 5 5 9 22 7,58
3 SS-- - - - 3 3 1,03
4 S$S-+ - 3 - 1 4 1,37
5 SR++ 5 15 10 12 42 14,48
6 SR-+ 1 1 - 2 4 1,37
7 SR + - 2 6 2 - 10 344
8 SR-- 2 - 1 1 4 1,37
9 RR + + - 12 2 18 32 11,03
10 RR + - 2 8 10 5 25 8,62
11 RR- + 1 3 - s 1 5 1,72
12 RS + + 3 5 1 3 12 4,13
13 RS + - 5 7 7 29 48 16,55
14 RS-+ - 1 2 3 6 2,06
15 RS-- - 2 - 3 5 1,72
Total 36 90 48 116 290 99,99

*P — polimixina B; N - novobiocina; 11 - hemolisina; VP - Voges-Proskauer
**§ — sensivel; R - resistente; + presenga/positivo; - auséncia/negativo
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APA possibilitou o crescimento de 25 sorotipos
(83,3%), em contraposi¢do aos 18 (60,0%) de
AMC, aos 11 (36,6%) da AEA e dos 8 (26,6%)
obtidos da semeadura dircta em Agar TCBS.
Aliss, ressalta-se o baixo indice de isolamentos
representados pelo plantio primario neste meio
seletivo (6,5%). Curiosamente, 0s cinco sorotipos
(05; 09; 043; 058 ¢ 068) que nio cresceram em
APA, foram detectados através do enriquecimen-
to em AMC, mostrando que a associagdo dos dois
meios resultou em 100% de isolamentos dos soro-
tipos reconhecidos na investigagao.

As amostras analisadas bioquimicamente,
permitiram a caracterizagdo dc 15 biotipos (Tabe-
la 5), que foram distribuidos segundo a mesma

férmula adotada para os sorotipos. Na classifica- -

¢do geral, os biotipos 1; 13; 5 e 9 incidiram na
classe dos “muito freqiientes” enquanto que 10; 2
e 12, se situaram como “freqiientes” ¢ os rcstan-
tes, 7; 14; 11; 15; 4; 6; 8 e 3, como “raros”. A
distribui¢do sazonal entre os biotipos “muito fre-
qiientes” foi representada graficamente (Figura
3), evidenciando uma semclhanga acentuada com
aquela refletida nos sorotipos, principalmente
quando se considera as oscilagdcs sazonais indi-
vidualizadas.

Na anélise efctuada em cada 4rca, obscrvou-
se na classe dos sorotipos “muito frcqiicntes”,
variagdes mais nitidas do que nos sorotipos quan-
to a ordem de seqiiéncia ou ocorréncia dos bioti-
pos. Assim, na Ilha, obteve-se a seguinte sucessio:
1; 5;9; 13 e 10, ¢ na Penha, a séric estava consti-
tuida dos biotipos 13; 1; 5¢ 9.

Outro aspecto relacionado 2 biotificagio,
refere-se ao comportamento do tipo ou forma
R que poderia mascarar a presenca de ¥ chole-
rae 01 na amostragem. Neste caso, verificou-se
que das 13 amostras R, apenas 3 apresentaram um
perfil compativel da varicdade El Tor (biotipos 9
e 12), oriundas da cstagdo de tratamento da Itha.

De um modo geral, ndo houve um vinculo
estreito entre os sorotipos e biotipos enquadrados
como “muito freqiicntes”, excetuando-se talvez o
fato que no sorotipo 046 (53), 23 (74,1%) das 31
amostras isoladas na Ilha, foram caracterizadas
nos biotipos 1 e 5, enquanto na Penha obteve-se
resultados semelhantes, embora em nivel bem in-
ferior (44,4%). Também o sorotipo 051, apresen-
tou certa relagdo com os biotipos 1 e 5 na Ilha
(66,6%) € 1 ¢ 13, na Penha (60,8%). Ainda nessa
tentativa, enfatiza-se que o biotipo 1 sempre pre-
dominou entre os sorotipos mais freqiientes isola-
dos da Ilha.
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DISCUSSAO

As andlises realizadas no periodo de 1 ano €
meio em afluentes de duas estagdes de tratamento
de esgotos da cidade do Rio de Janeiro, revelaram
vérios aspectos extremamente interessantes €
aplicaveis ao estudo ecolégico de Vibrio cholerae
nao01 em regioes tropicais. Como elemento$ para
tal prospecgao, procurou-se utilizar diversos pro-
cessos bacterioldgicos, compreendidos desde a
fase de isolamento até a diferenciagio da espécie
em biotipos e soretipos/sorovares.

Como primeira etapa, langou-se mio da anélise
mais elementar, representada pela classificagdo bio-
quimica de Heiberg (Tabela 1). O resultado eviden-
ciou uma predominéncia do tipo II nas duas éreas,
embora com discreta diferenga para o tipo L. Esta
situagio revelou uma identidade com algumas inves-
tigacdes realizadas em certas partes domundo (13, 16,
17), bem como, discordando de outras (18, 22). Toda-
via 0 ponto de maior interesse, residiu na preponde-
rancia de vibrios do grupo I nos perfodos mais extre-
mos da temperatura ambiental na cidade do Rio de
Janciro, isto €, nas fases de dezembro a fevereiro e de
junho a agosto. Curiosamente, os vibrios pertencentes
ao grupo I, predominaram apenas na época de tem-
peratura média mais baixa (abril até outubro). Por
sinal esse aspecto s6 foi mencionado por Miiller (17),
em regido de clima frio.

* Dentre os outros aspectos da classificagdo
de Heiberg, observa-se a ocorréncia dos tipos II1
e IV, predominantemente no perfodo de abril a
julho, nas duas 4reas. Segundo Kaper & col. (12),
tais biotipos deveriam ser enquadrados no género
de Aeromonas, embora no presente ensaio, 0 per-
fil bioquimico se caracterizou como pertencente
a Vibrio. Alias, esta situagdo reforga o ponto de
vista de Barua (1), afirmando que os vibrios ndo
coléricos, podem pertencer a qualquer dos. oito
tipos da classificagdo de Heiberg. Igualmente €
oportuno destacar as: opinides de Barua (1) e
Kaper & col. (12), sobre aincapacidade do esque-
ma de Heiberg propiciar uma biotipificagdo mais
especifica de ¥ cholerae ndo 01, embora seja vali-
da para o sorotipo 01. Associa-se ainda ao proble-
ma da discreta discriminagdo do processo, o fato
que os tipos I e I sdo praticamente indistingiifveis
na taxonomia numérica, inclusive podendo ser
considerados uma tnica entidade (12).

Ao se confrontar os resultados da distribui-
¢do do tipo I'de Heiberg com a sazonalidade
(Figura 1) identifica-se que nas duas 4reas pesqui-
sadas, houve uma extraordinéria coincidéncia na
freqiiéncia de isolamentos, em determinados pe-
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riodos. Enfatiza-sc a impossibilidade de respon-
sabilizar a temperatura, como o fator abibtico
mais critico'no fendmeno, considerando que as
predomindncias ocorreram nos limites mais extre-
mos de tempceratura da cidade do Rio de Janeiro,
isto €, dezembro a fevereiro (acima de 30°C), ¢
junho a agosto (abaixo de 25°C). Esta variagdo
também foi observada por Khan & col. (13) atra-
vés da anélise de dguas de superficie da cidade de
Dhaka, mas sem ter tido a preocupagio de incri-
minar ou relacionar a a¢do de qualquer fator.

Quanto a caracterizagdo de sorotipos (soro-
vares), salienta-se a multiplicidade de tipos soro-
l6gicos reconhecidos, a semelhanga daquelas ob-
servagoes realizadas por Lee & col. (15); Roberts

& col. (19) e West & Lee (24). Todavia, o ponto
mais interessante residiu no isolamento constante
dos sorotipos considcrados muito freqiientes nos
dois locais durantc o periodo de estudo (Tabela
2). Depreende-se do fato, que tais sorotipos de ¥/
cholerae sao residentcs permanentes e néo transi-
térios nos aflucntces das estagdes de tratamento de
esgotos, como foi sugerido por West & Lee (24).
Contudo, a caracterizagio desses locais como ni-
chos de ¥ cholerae ndo 01, ndo permite indicar
que a sua proveniéncia decorra de portadores
- humanos, considerando a auséncia de isolamen-
tos desses microrganismos nos véarios levantamen-
tos realizados na populag¢io do Rio de Janeiro,
-através de coproculturas (Hofer, E. - dados nio
publicados). Entrctanto, admite-se que a polui-
¢do fecal € um fator de grande importincia para
a manutengdo das bactérias neste ecossistema,
pois propicia as condigdes abidticas, quimicas
e/ou fisico-quimicas idcais, representadas pelos
niveis constantes de Na ¥, CI', pH e condutividade
elétrica da 4gua, associadas s temperaturas am-
biental e da 4gua, sempre superior a 15°C, A
hipétese formulada corrobora com as anilises
realizadas em difcrentes sistemas aquaticos, po-
luidos ou ndo, ¢ localizados em vérias partes do
mundo (3, 5, 12, 14, 15, 18, 19, 24).

Além dc fatores abidticos, provavelmente
estd envolvido no problema, a agdo de um elemen-
to bidtico que, no caso, determinaria uma concor-
réncia vital entre os sorotipos, fendmeno bem
visualizado na distribuigdo da freqiiéncia dc iso-
lamentos dos tipos antigénicos, representada na
Figura 2. Aliss, enfatiza-se a necessidade do de-
senvolvimento de ensaios futuros para o melhor
esclarecimento dessa faceta, concentrando-se¢
principalmente na cinética de bacteriéfagos em
-esgotos (Hofer, E. - Dados ndo publicados), assim
como, verificando a influéncia exercida pela pre-
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scnga de I cholerae ndo 01, produtores de bacte-
riocinas (11). :

Em relacdo aos sorotipos detectados nos
afluentes das duas areas (Tabela 2), observa-se
que o resultado é muito semelhante aqueles refe-
ridos por Lee & col. (15), Robert & col. (19) e
West & Lee (24), ou seja, a ocorréncia de um
contingente numeroso e variado de tipos sorol6-
gicos. Sem divida que este aspecto nao possibilita
maiores cotejos, qualquer que sejam os pardme-
tros considerados, como por exemplo, bacteriol6-
gico e/ou epidemiolégico. Também & oportuno
frisar que tal premissa decorre em grande parte
da caréncia de dados ofertados na literatura, as-
sociando-se ainda o ponto de vista advogado por
Sakazaki & Shimada (22) e Shimada & Sakazaki
(23) sobre as discretas diferengas geogréficas en-
contradas na incidéncia e distribuigdo de ¥ chole-
rae ndo 01 nas diversas fontes de isolamento. Co-
mo medida prospectiva ¢ também alternativa para
tal problema, instituiu-se o critério de classifica-
¢ao dos sorotipos de acordo com certas faixas de
freqiiéncias, como esta referida na Tabela 3. A
adogdo deste sistema possibilitou, nos afluentes
das duas estagbes de tratamento localizadas na
mesma regido geogréfica, distinguir nitidamente
nas classes, a distribuigio heterogénea de soroti-
pos e, em particular, naqueles enquadrados como
freqiientes.

A anélise do processo de isolamento em re-
lagdo aos sorotipos (Tabela 4), evidenciou que o
enriquecimento do material por 18 horas na 4gua
peptonada alcalina (APA), possibilitou o cresci-
mento de 25 (83,3%), secundado pelo meio AMC,
18 (60,0%), dos sorotipos ¢ das duas variedades
(R e NT). A introdugio de corantes como 0 ama-
relo de metacromo e a eosina amarela nos meios
de, enriquecimento, decorre de observagao ante-
rior (8), revelando que alguns representantes do
género Vibrio, como V. cholerae 01 e nao 01 e V/
‘parahaemolyticus, sio menos suscetiveis a inibi-
¢do.

No entanto, as modificagbes introduzidas no
meio basico (APA), particularmente naquele con-

- tendo eosina (AEA), apresentou um indice de

isolamentos bem inferior a f6rmula classica
(APA), nos espécimens naturalmente contamina-
dos. Outro ponto de mengao, situa-se no discreto
resultado obtido através da semeadura direta do
material em agar TCBS, evidenciando desta ma-
neira que a populagio de vibrios ndo coléricos em
dgua de esgoto ndo é pronunciada, como ja foi
referido, principalmente por Lee & col (15) e
West & Lee (24).
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Tendo em vista as limitagdes do csquema de
Hciberg para as aniliscs cpidemiolégicas e ccolé-
gicas, procurou-s¢ instituir um outro critério de
classificagdo bioquimica mais amplo. Assim, to-
mando por base ccrtas provas empregadas na
diferenciagdo dos biotipos de ¥ cholerae 01 ¢
associando-se a dcterminados resultados dos cs-
tudos taxondmicos realizados (4, 12, 20), possibi-
litou a selegdo de alguns testes ¢ que posterior-
mente, foram aplicados na diferenciagdo de bioti-
pos de W cholerae néo 01, pertencentes ao grupo
I de Heiberg (7).

Adotando-se a mesma f6rmula de distribui-
¢do da freqiiéncia como nos sorotipos, obscrvou-
se que também os biotipos aprcscntaram uma
pcrfcita identidadc na classc dos “muito frcqucn-
tes” nas duas orlg,cm com discrctas variagoes
quantitativas, por drca (Tdbcld 5). E intercssante
ressaltar a forma dc ocorréncia do biotipo 1 nu-
mericamente  predominante, mas cm  poucas
oportunidades ocupou o primeiro plano na repre-
sentagdo grifica da sazonalidade (Figura 3). Con-
quanto nido tenha sido detectada uma relagio
estrcita de biotipos com sorotipos, nota-sc que a
distribuigdo sazonal do sorotipo 46, (53) se coa-
duna com a do biotipo 1.

Em conclusio, diante dos resultados expos-
tos, ficou evidente que os afluentes de cstagdes de
tratamento de esgolos em zonas tropicais, funcio-
na também como nichos ccolégicos naturais de I
cholerae ndo 01. Entretanto, ainda paira a grandc
incégnita do pr()blcma isto ¢, o reconhecimento
da fonte primiria da origem do microrganismo,
embora com base na presente investigagio refor-
¢a-se o ponto de vista da autoctonia.

SUMMARY

Incidence of non-01 Vibrio cholerae in influents
of sewage treatment plants in Rio de Janeiro
city, R], Brazil,

From June 1976 to december 1977, the inci-
dence of non-01 ¥V cholerae was studicd in 60
samples of influents of two biological sewage
treatment stations, located in the north of Rio de
Janeiro city. Out of 644 Vibrio strains 290 belon-
ging to group I of Heiberg classilication were
selected and tested for efficiency of enrichment
media, analysis of some biochemical properties,
identification of serovars and seasonal distribu-
tion in isolation rates of bioserogroups. The alka-
line peptone water pH- 8.5 (APW) and the same
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base plus 160 mg/100m! of metachrome yellow Il
RD (APW-MY) and 200 mg/100ml of eosin Y
(APW-EY) respectively, were used for enri-
chment and TCBS Agar as the selective medium.
After incubation at 37°C for 18 hours a loopful of
each enrichment media growing was spread onto
TCBS Agar and the plates incubated at 37°C for
18 h. Five to ten suspected colonies, (sucrose
positive) were subcultured on Kligler iron agar.
Among the culture media, APW (46.8%) was
found more effective than APW-MY (27.2%) and
APW-EY (19:0%) for the isolation of non-01 ¥/
cholerae. The characterization of 15 biovars was
obtaincd by susceptibility to polymyxin B-50 U (P)
and novobiocin - 10 ug/ml (N), hemolytic activity
in BHI with 1% glycerol and 1% red sheep blood
cells (H) and Voges-Proskauer test (VP). The
serological identification was based on the antige-
nic scheme established by Sakazaky & col. that
allowed the recognition of 28 serovars and two
forms - R and not typable. ¥ cholerae 01 was never
detected in any of the sampling sites. The simila-
rity of the antigenic types was found in both stu-
dics areas mainly in the group of very frequent
scrovars, representing 65.5% of the total. In this
situation the serovars 0 46, [53] (26.2%) and 0 51
(13.1%) together with the non typable strains
(21,7%) are the most frequent. Based on these
results it should be stressed that these serovars are
resident and not transitory in the influents of the

. scwage treatment stations. It was not possible to

establish a close corrclation between the biovars
and serovars although the seasonal distribution of
the serovar () 46, [53] and biovar 1 (P sensitive, N
sensitive, H, vP* ) seems to be the same. Howe-
ver scasonahty was very marked in both sites,
narticulary when the analysis was concentrated on
the group I of Hciberg. It was concluded that
influents of sewage plants worked as natural eco-
loglc niches for non-01 ¥ cholerae, although the
primary source of the microrganism was not so far
identified.
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ANTICORPOS MONOCLONAIS PARA A TOXINA DIFTERICA: PRODUCAO E

ANALISE ATRAVES DE TECNICAS IMUNOENZIMATICAS
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RESUMO

Anticorpos monoclonais (Acs.Mns.) foram produzidos pela fusdo de células de
micloma SP2/0 ¢ células csplénicas dc camundongos BALB/c imunizados com
toxo6ide e/ou toxina diftérica clivada em fragmentos A ¢ B. Entre scis hibridomas
produtores de Acs.Mns. para a toxina diftérica, 3 (IINHBS, IITHB4, IITHD4) foram
clonados. Os sobrenadantes das culturas foram analisados, quanto a presenga de
anticorpos, através de ensaio imunoenzimitico (ELISA), empregando toxéide
diftérico como antigeno. Dos 138 clones obtidos, apenas 69 produziram Acs.Mns.
para a toxina diltérica. Quinze desses cloncs foram sclecionados para analise mais
detalhada, pcla técnica dc Western blot, com a toxina diftérica integra e seus
fragmentos A e B. Foi verificado que a maioria (14) dos Acs.Mns. reagiu com o
fragmento A, sendo que 6 foram especificos para esse fragmento. Entretanto, dos 8
Acs.Mns. que reagiram com o fragmento B, somente 1 foi especifico para esse
fragmento. A ocorréncia de Acs.Mns. que reagiram com ambos os fragmentos
reforgaa teoria da existéncia de epitopos imunodominantes repetitivos em diferentes

regides da molécula.

INTRODUCAO

A toxina diftérica ¢ uma proteina de clevada

capacidade citotéxica, produzida pelo Corynebac-
terium diphtheriae, responsavel direta pelo alto
indice de éxito letal observado entre casos de
difteria. Essa proteina é formada por 2 fragmen-
tos funcionalmente distintos: fragmento B, res-
ponsével pcla ligagdo da toxina diftérica a recep-
tores de membrana de células alvo, e fragmento
A, enzimaticamente ativo, responsavel pela morte
celular, a partir da inibi¢do da sintese proteica de

células eucaridticas.

O emprego da toxina diftérica em estudos de
biologia celular ¢ na imunoterapia de tumores,
conferiu primordial importancia a analise dessa
molécula, sendo, no entanto, poucas as contribui-
¢0cs sobre o conhecimento de sua estrutura mo-
lecular, na Gltima década (1, 3, 10, 11). Contudo,
com o desenvolvimento da tecnologia de hibrido-
mas foi possivel obter anticorpos monoclonais
(Acs.Mns.), especificamente direcionados para
diferentes regides da toxina diftérica, os quais tém
sido utilizados para a identifica¢io de dominios

1 Depto. de Imunologia, Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 21944 Rio de Janeiro RJ, Brasil
Depto. de Desenvolvimento Tecnoldgico/Bio-Manguinhos, Instituto Oswaldo Cruz, 21040 Rio de Janeiro RJ, Brasil

3 Depto. de Microbiologia Médica, Instituto de Microbiolo:

RJ, Brasil -

gia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 21944 Riode Janeiro
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que podem estar envolvidos no processo de entra-
da da toxina na célula alvo, na sua atividade enzi-
mética e na inducgio de imunidade protetora (6,
14, 15, 16, 17). A produgdo de novos Acs.Mns.
para a toxina diftérica poder4 trazer informagdes
adicionais sobre a constitui¢io antigénica desta
molécula e contribuir para o desenvolvimento de
testes imunodiagndsticos ¢ de vacinas.

Neste trabalho, é relatada a produgio ¢ a
anilise de Acs.Mns. para diferentes regioes da
toxina diftérica, conforme demonstrado através
de técnicas imunocnzimdticas.

MATERIAL E METODOS

Obtengdo e purificagdo da toxina diftérica — A
toxina foi obtida a partir do sobrenadante de cul-
tura, em meio C-Y, da amostra padrio Corynebac-
terium diphtheriae PW8, conforme descrito ante-
riormente (5). Aproximadamente, dois litros de
sobrenadante de cultura foram concentrados pelo
processos de liofilizagdo. Para a purificagio, esse
material foi dissolvido ecm tampéo fosfato (TF)
0,0IM, pH 7,6 e submetido a precipitagio com
sulfato de amonio entre 40 ¢ 70%, cromatografia
de troca idnica, empregando resina DE-52 e cro-
matografia de partigdo, utilizando Scphadex G-
100 superfino (7). O material obtido foi analisado
através de eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), seguindo-se a metodologia descri-
ta por Laemmli (8), e de testes de toxigenicidade
em cobaias.

Preparo do toxdide diftérico - O toxéide dil-
térico foi preparado a partir da toxina diftérica
purificada, através de tratamento com formaldef-
do a 0,2%, de acordo com as recomendagdes de
Pappenheimer & col. (10).

Produgdo de anticorpos monoclonais — Fo-
ram empregados camundongos BALB/c com
aproximadamente 8 semanas de idade. Para as
duas primeiras hibridizagdes (TD1 ¢ TD2), os
animais foram inoculados, intraperitonealmente
(i.p.), nos 12, 142 ¢ 282 dias, com 100 1g de toxéide
diftérico diluido em TF, pH 7,4, adicionado de
gelatina a 0,02%, sendo que, na primeira e segun-
da inoculagdes, o antigeno foi preparado em ad-
juvante completo e incompleto de Freund (v/v),
respectivamente. Para a terceira hibridizagdo
(TD3), foi empregado um esquema idéntico ao
antcriormente referido, exceto que, no 28° dia,
foram inoculados 100 ug, i.p., de toxina tratada

42

Rev. Microbiol, Sdo Paulo, 21(1), 1990.

com tripsina e 2-mercaptoctanol (4). A pesquisa
de anticorpos para a toxina diftérica, no soro
desses animais, foi feita através de testes de ELI-
SA, empregando-se o toxdide diftérico com anti-
geno.

Os Acs.Mns. foram obtidos pela fusdo entre
células esplénicas de camundongos imunizados €
células de micloma SP2/0, empregando-se as téc-
nicas de hibridizagio e clonagem como descritas
por Hayakawa & col. (6). Os sobrenadantes de
cultura dos hibridos e clones foram testados,
quanto a presenga de anticorpos contra a toxina
diftérica, pcla técnica de ELISA.

Os sobrenadantes de culturas dos clones ou
“quidos asciticos de camundongos inoculados
com os clones foram, portanto, usados como fon-
tes de Acs.Mns.. Para a obtengao de liquido asci-
tico, camundongos BALB/c adultos foram inocu-
lados, i.p., com 0,5 ml de pristane. Apés 10 dias,
foram inoculadas, em cada animal, i.p., 10° célu-
las, de um dos clones, contidas em 0,5 ml de meio
RPMI incomplcto. Os liquidos asciticos dos tu-
mores, que se formaram em 2 a 4 semanas, foram
colctados e mantidos a -20°C.

A partir dos liquidos asciticos, 0s Acs.Mns.
foram purificados por precipitagido comsulfato de
amonio, em concentragio final de 50%. O mate-
rial precipitado foi dialisado contra TF, pH 6,9,
por 24 horas e centrifugado a 5.000 g/30 min. O
sobrenadante foi aplicado em coluna (1,0 x 7,0
cm) contendo DE-52, sendo o material deslocado
da coluna com uma solugio 0,IM de NaCl em TF.

Ensaios imunoenzimdticos — Os ensaios imu-
nocnziméticos (testes de ELISA) foram realiza-
dos em placas de poliestireno, sensibilizadas com
3 mg/ml de toxéide diftérico. Para tal, 50 ul do
antigeno, diluido em tampéo carbonato de s6dio
0,06 M, pH 9,6, foram distribuidos em cada cavi-
dade de uma placa de microtitulagdo, a qual foi
incubada a 37°C por 3 horas. As placas sensibili-
zadas foram mantidas a 4°C, até o uso, por um
perfodo maximo de 1 semana. Para a realizagio
dos testes, o antigeno ndo adsorvido a placa foi
removido através de 3 lavagens, de 3 minutos
cada, com solugao salina tamponada (SST) 0,01
M, pH 7,2, contendo 0,3% de Tween 20 (SSTT).
Posteriormente, adicionou-se 50 #1 de SSTT com
albumina bovina a 1% (SSTTA) por 30 min. a
37°C. Apos a lavagem da placa, 3 vezes por 3 min.
cada, com SSTT, foram adicionados 50 ul de so-
brenadante de cultura ou de liquido ascitico diluf-
do em SSTT. Ap6s um periodo de incubagio a
37°C por 30 minutos., foram realizadas novas la-
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‘'vagens, adicionando-se, em seguida, 50 4l de con-
jugado anti-imunoglobulina G de camundongo,
marcada com peroxidase, diluido a 1/3.000 em
SSTT e as placas foram incubadas por mais 30
min. a 37°C. Ap0s as lavagens, foram adicionados
501 da solugdo reveladora, contendo o substrato
enzimitico (H202) e a substincia cromdgena (tri-
metilbenzidina - TMB), preparada segundo as
recomendagdes do fabricante (Kirkcgaard &
Perry Labs.). Ap6s 5 min. 3 temperatura ambien-
te, no escuro, a reagao foi interrompida pela adi-
¢do de H2S04 8N ¢ as densidades 6ticas foram
determinadas a 450 nm cm espectrofotémetro
para placas de microtitulagao (Titertek Multis-
kan, Flow Labs.).

Reagdes imunoenzimdticas sobre membrana
de nitrocelulose contendo antigenos transferidos a
patrtirde gel de poliacrilamida (Western blot) - Para
a exccugao dos testes de Western blot, aliquotas
contendo toxina diftérica integra ou tratada com
tripsina e 2-mercaptoctanol (4) foram submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida ¢, poste-
riormente, transferidas eletroforeticamente, para
membranas de nitrocelulose, conforme descrito
por Tsang & Col. (13). Ap6s a transferéncia, as
mcmbranas foram incubadas a 37°C por 1 h em
presenga de SSTT contendo leite desnatado a
10%. A seguir, as membranas foram cortadas em
tiras ¢ incubadas com sobrenadantes de cultura
ou liquido ascitico, por 2 h 4 temperatura ambicn-
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te, sob agitagdo constante ¢, posteriormente, du-
rante anoite 44°C, Apds 3 lavagens de 3 min. cada,
com SSTT, foi adicionada anti-imunoglobulina G
de camundongo conjugada A peroxidase e diluida
a 1:1000 em SSTT contendo 5% de leite desnata-
do. As tiras foram, entdo, incubadas por 1 h &
temperatura ambiente, com agitagdo constante.
Ap6s novas lavagens, foi procedida a revelagio,
imergindo-se as tiras na solugdo reveladora (com-
posta de 50 mg de diaminobenzidina e 20 ul de
H202 a30%, dissolvidos em 100 ml de SST 0,01M,
pH 7,2) por 5 min, As membranas foram, entio,
lavadas em 4gua destilada e deixadas secar 4 tem-
peratura ambiente, no escuro.

RESULTADOS

O rendimento do processo de purificagio da
toxina estd apresentado na Tabela 1. A anilise,
através de SDS-PAGE evidenciou a presenga de
uma larga banca com PM semelhante ao da toxina
diftérica (62.000 Da). A avaliagdo da atividade
biolégica desse matcrial, através de testes de toxi-
genicidade em cobaias, revelou efeitos caracteris-
ticos da toxina diftérica (tais como: erigdo de
pélos, dispnéia, inapaténcia ¢ hemorragia, com
morte dos animais em 96h, ap6s a inoculagio), os
quais foram neutralizados pela anti-toxina difté-
ria.

Foram realizadas 3 fusdes celulares, obten-

Tabela 1 ~ Concentragéo proteica das fragdes obtidas nas diferentes etapas do processo de purificagdo da toxina diftérica®.

Elapasb Volume Volume Concentracio Concentracfio
Empregado Recuperado Proteica Proteica
(mi) (ml) Obtidg® Recuperada

(mg/ml} mg/vol.total)

1 2000 600 128 7,68x 10"

2 600 30 100 3,0x10°

3 30 27 1,2 324

4 27 16 1,15 18,4

(=2 )

Produzida pela amostra de Corynebacterium diphtheriae PWS8. »
Etapas: 1, sobrenadantc bruto de cultura concentrado por liofilizago. 2, sobrenadante de cultura precipitado com sulfato

de amonio entre 40-70%. 3, material obtido na etapa 2 e aplicado em coluna contendo DE-52. 4, material obtido na ctapa

3 e aplicado em coluna contendo Sephadex G-100.

c O cdleulo da concentragio proteica foi feito levando-se em consideragio o coeficiente de exting¢do da toxina diftérica a 280

nm (E'* = 10).
icm
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Tabela 2 — Anticorpos monoclonais contra a toxina diftérica, obtidos pela clonagem de células de micloma SP2/0 e células
esplénicas de camundongos BALB/c imunizados com toxdide diftérico ¢/ou toxina diftérica fragmentada.

Nimero de cavidades

Hibridos Nimero ¢ percentual  Nimero e percentual Nimero ¢ percentual
cultivadas de cavidades com de cavidades com de sobrenadantes com
crescimento crescimento de Acs. Mns. especificos
um clone para toxina
iB4® 192 106 (55,2) 37(35,0) 381
1IHBS* 384 165 (43,0) 55(33,3) 55 (100,0)
11D4° 192 107 (55,7) 46 (43,0) 11 (24,0)
Total 768 378 (49,2) 138 (36,5) 69 (50,0)

2 Hibrido resultante da fusio TD1
® Hibrido resultante da fusio TD3

Tabela 3 — Resultados da andlise dos anticorpos mococlonais,

do-se, a partir de 2 (TD1 ¢ TD3), trés hibridos,
denominados de IITHBS (TD1), ITHB4 ¢ INTHD4
(TD3), que apresentaram um bom crescimento
celular, Estes foram submetidos a clonagem, uti-
lizando-se a técnica de diluigdo limitante. Foram
obtidos 69 clones produtores de Acs.Mns. para a
toxina diftérica (Tabela 2), conforme verificado
através de testes de ELISA. Dcsses, 15 foram
classificados de acordo com o isotipo ¢ analisados
pelas técnicas de ELISA, empregando-se o toxoi-
de diftérico como antigeno, ¢ de Western-blot,
quanto a sua reatividade com a toxina diftérica e
seus fragmentos A ¢ B.

A determinagio de isotipos, por meio de
reagdes de imuno-precipitagio cm gel, permitiu
constatar que todos os Acs.Mns. analisados pos-
suiam cadcia pesada IgGay e cadeia leve K (Kap-
pa).

Na Tabela 3 ¢stdo apresentados os resultados
dos testes imunoenzimaticos empregados para a
caracterizagdo dos 15 Acs.Mns. cstudados. As
diferencas nos tilulos apresentados pelos
Acs.Mns. frente o toxoide diftérico, através de
testes de ELISA, ndo pareceram estar relaciona-
das a intensidade da ligagdo desses anticorpos
com a toxina diftérica, uma vez que, pela técnica
de Western blot, todos apresentaram o mesmo
padrio de reatividade com a toxina diftérica inde-
pendente do titulo obtido nos testes de ELISA.
Todavia, embora o sobrenadante de cultura do
clone 11Bg(Bs) reagisse com o toxéide diftérico,

“

através de teste de CLISA, empregando toxéide diftérico
como antigeno e, de Western Blot, utilizando a toxina diftérica
(TD) e scus fragmentos A (FA) e B (PB).

Reatividade pelo Western Blot®

Clones® Titulo no

Teste de Elisa TD FA FB
11B6 (BS)" =80 . - .
1B3 (B4) 40 + (+) +
103 (B4) 10 + + +
1IES (B4) 40 + + -
1:B8 (D4) 10 + + (+)
1ID2 (D4) 40 + + +)
ID5 (D4) 10 + + -
ID7 (D4) 40 + + -
1ID7 (D4) =80 + + -
1ID8 (D4) 10 + + (+)
IS (D4) 40 + + (+)
IE9 (D4) 10 + (+) -
1E10 (D4) 280 + + (+)
11G6 (D4) 10 + + .
1G8 (D4) 280 + + (+)
a Os testes foram realizados com os Acs.Mns. contidos

em sobrenadantes de cultura

b Quando este Ac.Mn. foi obtido a partir de liquido
ascitico, houve reagdio com a toxina diftérica e, fraca-
mente, com o fragmento B

c -, negativo, +, positivo, (+), fracamente positivo
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Figura 1 - Andlise, através de Western blot, da reatividade dos Acs.Mns. com a toxina diftéricaintacta (A) e coma toxma tratada

com tripsina e 2ME, dando origem aos fragmentos A e B (B).

P(A) - padrio de baixo peso molecular.
P(B) - toxina diftérica tratada com tripsina ¢ 2ME.

B(A ¢ B) - controle; membrana de nitrocelulose contendo antigeno e incubada na auséncia de Acs.Mns.

Sobrenadantes de culturas dos clones:

1) [ID2(D4); 2) IIDS(D4); 3) IE3(B4Y; 4) IG8(D4Y; 5) LIBS(DA4); 6) IE10(D4); 7) IB3(B4Y; 8) IEY(D4); 9) 11)5(1)4), 10) ID7(D4);
11) ID7(D4); 12) HG6(D4); 13) IIES(D4); 14) TIES(B4); 16) IIB6(BS), purificado em DE-52.

ndo apresentou reatividade com a toxina diftérica
intacta, O estudo da afinidade dos 15 Acs.Mns.
com os fragmentos A e B da toxina diftérica (Fi-
gura 1) revelou que 7 reagiram especificamente
com um ou outro fragmento, sendo que 6 clones
produziram Acs.Mns. para o fragmento A (31000
Da) e apenas 1 secretava Acs.Mns. para o frag-
mento B (45000 Da). Por outro lado, 8 clones

produziram Acs.Mns. que reagiam com ambos 0s
fragmentos, embora, em sua maioria, apresentas-
sem diferentes intensidades de reagéo. Seis desses
anticorpos reagiram em maior intensidade com o
f-agmento A, um com o fragmento B e outrd
reagiu igualmente com ambos os fragmentos.

O AcMn. produzido pelo clone 1IB6 (BS)
apresentou um tipo de comportamento muito pe-
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culiar. Este anticorpo, contido no sobrenadante
de cultura do clone | IIB6 (BS5), apesar de interagir
com o toxdide diftérico, em titulo clevado no teste
de ELISA, nio reagiu com a toxina diftérica fnte-
gra e nem com os fragmentos A e B, por Western
blot. Porém, quando o teste de Western blot foi
realizado com o lfquido ascitico obtido de camun-
dongos BALB/C inoculado com o clone I1B6
(BS), houve o aparecimento de 2 bandas: uma
mais intensa, correspondente a toxina diftérica e
outra, de menor intensidade, que correspondia ao
fragmento B. O mesmo Ac.Mn., quando purifica-
do em coluna com DE-52, também revelon uma
reagdo positiva tanto para a toxina diftérica como
para o fragmento B.

DISCUSSAO

As investigagoes sobre a toxina diftérica co-
megaram h4 cerca de 100 anos, sendo que, na
atualidade, a inter-relagdo entre a sua estrutura
molecular e a atividade biol6gica constitui um dos
principais objetos de estudo. Estudos bioquimi-
cos, empregando enzimas proteoliticas e agentes
redutores, revelaram que a toxina diftérica, uma
proteina com PM em torno de 62.000 Da., era
liberada do corpo bacteriano em forma de cadeia
polipeptidica Gnica e funcionava como uma pré-
enzima, a qual sofria ativagdo enzimética por agao
de enzimas proteoliticas contidas no sobrenadan-
te de cultura (4). Através da redugio de uma
ponte de dissulfeto presente na molécula da toxi-
na havia a formagio de 2 fragmentos: fragmento
A de 24.000 Da. e fragmento B dc 38.000 Da. Este
tiltimo, isoladamente, aprescntava-se atéxico pa-
ra células sensiveis, apesar do fragmento A pos-
suir atividade enzimatica capaz de inibir a sintese
proteica em sistema livres de células.

O emprego de anticorpos policlonais, como-

instrumento analitico para o estudo da relagdo
entre a estrutura ¢ a fungfo da toxina, permitiu a
obtengdo de informagGes importantes (3, 10,
11). Entretanto, a ocorréncia de resultados con-
flitantes, atribuidos a heterogeneidade desses an-
ticorpos, limitavam o valor desse tipo de anali-
se.

Por outro lado, o recente desenvolvimento
de anticorpos monoclonais resultou em progresso
que, até entdo, ndo havia sido possivel com o
emprego de anticorpos convencionais. Assim,

sendo, informagdes sobre a relagiio entre um cer-

to dominio molecular e uma determinada fungéo,
podem ser obtidas pela comparagio da estrutura
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reconhecida pelo Ac.Mn. e seus efeitos sobre al-
gum estigio da agdo da toxina.

Tendo em vista as novas possibilidades gera-
das pela tecnologia de hibridomas, no que se re-
fere a biologia molecular da toxina diftérica e ao
diagnéstico laboratorial da difteria, este trabalho
teve como objetivo basico produzir Acs.Mns. con-
tra a toxina diftérica e determinar em que porgio
da molécula estdo os epitopos reconhecidos por
esses anticorpos. Para tal, foram realizadas trés
hibridizagées empregando, como imunégenos,
toxdide e/ou toxina dissociada em fragmentos A e
B. Sessenta e nove clones celulares reagiram com
o toxdide diftérico, pelo teste de ELISA, sendo 15
desses clones selecionados para anélises mais de-
talhadas quanto a sua especificidade para a toxina
diftérica e seus fragmentos A ¢ B. A anilise, atra-
vés de Western blot, permitiu constatar que todos
0s Acs.Mns., obtidos a partir da fusdo de células
ncoplésicas e células esplénicas de camundongos
imunizados com a toxina diftérica clivada em frag-
mentos A e B, reagiram com o fragmento A. Este
achado pode ser interpretado como sendo devido
a elevada’sensibilidade do fragmento B 2 agdo de
enzimas proteoliticas. Observagdes semelhantes
foram descritas por Rittenberg & Col. (11) que,
através da imunizagdo de camundongos com a
toxina diftérica, obtiveram anticorpos que reco-
nheciam, em sua maioria, determinantes antigéni-
cos do fragmento A do toxéide diftérico. Por ou-
wro lado, anticorpos obtidos através do emprego
do toxdide diftérico como imunégeno, foram to-
dos direcionados para o fragmento B, evidencian-
do uma maior estabilidade adquirida pelo frag-
mento B, quando a toxina é submetida ao trata-
mento com formaldeido. Assim sendo, o fato de
encontrarmos diversos Acs.Mns. para o fragmen-
to A, ao contrario dos achados de outros autores
(6, 16, 17) poderia ter sido devido ao emprego da
toxina diftérica fragmentada como imunégeno.

Apesar dos fragmentos A e B da toxina dif-
térica serem imunologicamente distintos (10) fo-
ram, por nés, obtidos alguns clones que produzi-
ram Acs.Mns. capazes de reconhecer ambos os
fragmentos. Esses resultados podem ser explica-
dos pela existéncia de epitopos imunodominantes
repetitivos em diferentes dominios da molécula
da toxina, conforme apontado por. Triebel & col.
(12). Estes autores, estudando a resposta celular
¢ humoral de individuos recém imunizados com
toxdide diftérico, verificaram que um tnico clone
de linf6citos T, estimulado com toxina diftérica,
era capaz de reconhccer um determinante antigé-
nico presente em diversos peptidios do fragmento
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B ¢ que alguns dos sitios de ligagdo da molécula
com os anticorpos cram divididos entre o frag-
mento A e alguns peptidios do fragmento B. Os
Acs.Mns. especificos para o [ragmento A da toxi-
na diftérica, que apresentaram uma baixa afinida-
de para toxéide diftérico (titulo de 1:10), prova-
velmente reconhccem cpitopos expostos nessc
fragmento isolado, mas que teriam uma confor-
macao de dificil acesso ao Ac.Mn. no toxéide ndo
fragmentado. Os anticorpos que rcagiram com
fragmento A e que apresentaram reatividade mais
acentuada (titulo de 1:40 ¢ 1:80) possivelmente
reconhecem epitopos que estdo mais expostos
tanto no toxéide diftérico como no fragmento
enzimaticamente ativo.

Um outro aspecto que merece ser comenta-
do relaciona-sc A afinidade dos Acs.Mns.. O
AcMn. produzide pelo clone 1T B6 (BS) o qual
apresentou titulo igual ou supcrior a 80, para o
toxoéide diftérico, através do teste de ELISA, so-
mente revelou alinidade com a toxina diftérica e
seu fragmento B, através do teste de Western blot,
apds ter sido concentrado. A maior afinidade des-
se anticorpo pelo toxdide diftérico talvez possa ser
explicada, pclo menos em parte, por alteragbes de
conformagdo da molécula conforme ja evidencia-
do na literatura (2). Difcrengas de afinidade fo-
ram também observadas por Niclsen & col. (9),
com Acs.Mns. produzidos contra o toxéide ou
toxina diftérica que apresentavam uma reativi-
dade maior, em (cste de ELISA, com respec-
tivo antigeno que lhes dera origem. A especi-
ficidade do Ac.Mn. produzido pelo clone 1IB6
(BS) pode ser avaliada através de testes de neu-
tralizagio “in vivo”, no qual, cobaias inoculadas
i.p., com Ac.Mn foram desafiadas, por via subcu-
taneas, com toxina diftérica (manuscrito em pre-
paro). Observou-s¢ que animais tratados ante-
riormente com o Ac.Mn. ndo apresecntaram
qualquer sinal ou sintoma do efeito toxico da
toxina diftérica. ‘

As caracteristicas dos Ac.Mn. descritos nes-
te trabatho encorajam seu uso como instrumentos
para investigagdes da toxina diftérica, a nivel mo-
lecular, visando o estudo da sua ligagdo e entrada
em células cucariGticas integras. Além disso, tais
Acs.Mns. poderiam ser tteis na detecgdo da toxi-
na diftérica em culturas ou materiais clinicos, de
forma rapida e especifica, especialmente em 4reas
onde a difteria é endémica ou epidémica e as
infecgdes respiratdrias do trato superior apresen-
tam clevada prevaléncia, principalmente em
criangas. Experimentos estdo sendo realizados
para avaliagdo dessas possibilidades :
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SUMMARY

" Monoclonal antibodies to difhtheria toxin:
production and analysis by immunoenzimatic
techniques

Monoclonal antibodics (MAbs) were produ-
ced by the fusion of murine myeloma cells SP2/0
and spleen cells of BALB/c mice immunized with
toxoid only or toxoid and diphtheria toxin nicked
in fragments A and B. Diphtheria toxoid was pre-
pared by formaldehyde treatment of purified
diphtheria toxin obtained from culture superna-
tants of Corynebacterium diphtheriae PW8 strain,
which was grown on C-Y medium for 5 days at
37°C under shaking condictions. Purified toxin
was obtained from supernatants by precipitation
with 40-70% ammonium sulfate and chromato-
graphy on DE-52 and Sephadex G-100 columns.
Six hibridomas (INNHBS, ITHD2, IVHD4, IVHBG,
IITHB4 and HITHD4), which secreted antibodies
to diphtheria toxin, were obtained from three fu-
sion’s procedures. Three of them (ITHBS, IITHB4
and IIIHD4) were cloned by the limiting dilution
method. The culture supernatants were analysed
for MADbs production by an enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) using diphtheria toxoid
.s antigen. This screening test demonstrated that,
among 138 clones obtained, only 69 secreted
MADbs to diphtheria toxin. Fifteen clones

[IB6(BS), 1B3(B4), IE3(B4), IIE5(B4),
IIB8(D4), 1D2(D4), ID5(D4), ID7(D4),
IID7(D4), TIDS(D4), IIE5(D4), IE9(D4),

1E10(D4), IIG6(D4) and 1G8(D4)] were selected
to be further analysed. These clones were inocu-
lated into BALB/c’s peritoneal cavity for produc-
tion of ascitic fluid. Some of those MAbs were
purificd from ascitic fluid by precipitation with
50%. ammonium sulfate and ion exchange chro-
matography on DE-52. Isotypes were determined
by immunodiffusion with class and sub-class spe-
cificantisera. All of them were shown to belong to
the IgG2b K isotype. Reactivities of the MAbs
werce also assayed by Western blot using diphthe-
ria toxin and its fragments A and B as antigens.
For that, purified intact and nicked diphtheria
toxin were electrophoresed in a 109 sodium do-
decyl sulfate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE)
under reducing conditions or not. The separated
components were then transferred to nitrocellu-
lose membranes and analysed. All MAbs were
shown to be specific to diphtheria toxin and the
majority (14) wasdirected to fragment A. Six of
them were specific to this fragment. Although
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eight of the MAbs reacted with fragment B, only
one clone reacted with this fragment specifically.
The finding of MAbs reacting with both diphthe-
ria toxin fragments rcinforces the idea of the
existence of repetitive immunodominant epitopes
in different regions of the molecule.

10.
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COMPARACAO DE DOIS MEIOS DE CULTURA E VALOR DO EXAME DIRETO NO
DIAGNOSTICO DA INFECCAO INTESTINAL POR CAMPYLOBACTER JEJUNI/COLL.

Heriberto Fernandez!
Luiz Rachid TrabulsiZ

RESUMO

Foram avaliados os meio de Butzler (BU) e de Skirrow modificado (SKM) para
oisolamento de Campylobacter jejuni/coli, bem como, o exame a fresco (microscopia
de contraste de fase), visando selecionar uma metodologia simples e de baixo custo
para o diagnéstico rotineiro da gastroenterite produzida por estas bactérias. Das 706
amostras de fezes semeadas em BU e SKM foi possivel isolar 54 amostras de
Campylobacter (1,6%). Quarenta e sete cresceram no meio BU e 43 no meio SKM e
36 em ambos os meios, simultaneamente. A proporgio de concordéncia foi de 97,4%.
O exame a fresco permitiu o diagnéstico presuntivo destes microrganismos em todos
os casos com cultura positiva. Ndo foram encontrados falsos negativos
apresentando-se, somente, 9 casos {alsos positivos (1,4%). O valor preditivo deste

exame foi de 85,7%.

INTRODUCAQ

As espécies termotolerantes do género
Campylobacter (C. jejuni ¢ C, coli) sdo reconhe-
cidas como agentes de diarréia humana em todos
os continentes (2, 12).

Virios meios de cultura foram desenvolvidos
para o isolamento destas bactérias (4). Embora as
técnicas de diagndstico estejam bem estabeleci-
das, a obtengdo da microaerofilia estrita, necess-
ria ao seu desenvolvimento, exige a utilizagdo de
métodos custosos que dificultam uma maior difu-
sdo destas téenicas. A adi¢do de metabissulfito de
sédio, piruvato de sédio e sulfato ferroso ao meio
de Skirrow (13), além de aumentar a aerotolerén-
cia de Campylobacter em torno de dez vezes (10),
permite a incubagdo do meio em jarra com vela.

Nessas condigdes, a pesquisa de Campylobacter, .

quando acompanhada do exame direto das fezes,
pode ser amplamente facilitada em laboratdrios
COm menos recursos materiais.

Neste trabalho, sdo avaliados dois meios de
cultura para o isolamento de C. jejuni/coli, bem
como o exame direto a fresco, visando proporcio-
nar uma metodologia simples e de baixo custo
para o diagnéstico rotineiro da gastroenterite
produzida por estas bactérias. -

MATERIAL E METODOS
Meios de cultura — Para o isolamento foram
empregados os meio de Butzler (3) e de Skirrow
modificado (13).
Comﬁosigﬁo e preparo dos meios:

Meio de Butzler (BU), férmula g/l

Base: Caldo tioglicolato 135C (BBL)  30g
Agar bacteriolégico (BBL) 20g
Mistura antibidtica (Oxoid): bacitracina 2500U1

1 Instituto de Microbiologia Clfnica, Facultad de Medicina, Casilla 567, Valdivia, Chile
2 Disciplina de Microbiologia, Escola Paulista de Medicina, Rua Botucatu, 862 - Vila Clementino, Sio Paulo SP, Brasil
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novobiocina Smg
colistina 10000U1
cefazolina 15mg
cicloheximida’ Smg
Sangue desfibrinado
(cavalo ou carnciro) 50ml

Meio de Skirrow modificado (SKM), férmula g/1

Base: Agar Brucclla (BBL) . 43g

Mistura antibiética (Oxoid): vancomicina 10mg
trimetoprima Smg
polimixina B 2500U1
ccfalotina (Lilly) 10mg

Suplemento FBP (Merck):

piruvato de sGdio 0,5g
metabissulfito de sédio  0,5g
sulfato ferroso 0,5¢

Sangue desfibrinado

(cavalo ou carneirg) 50ml

Cada meio basc foi esterilizado em autoclave
(121°C por 15min), resfriado a 50°C e, a seguir,
adicionado do sangue ¢ das misturas antibi6ticas
¢ suplemento. Posteriormente, foram distribuidos
em placas de Petri.

Amostragem — Foram analisadas 706 amos-
tras de fezes de criangas de 0-6 anos de idade,
correspondendo a 204 criangas normais e a 502
com diarréia.

Métodos microbioldgicos ~ As amostras fo-
ram semeadas, paralclamente, nos meios BU e
SKM eincubadas a43°C por 48hs numa atmosfera
reduzida. Para o meio BU foi obtida mediante o
sistema GasPak sem catalizador e para o meio
SKM, pelo método da jarra com vela.

As amostras de Campylobacter isoladas fo-
ram identificadas utilizando os testes propostos
por Skirrow ¢ Benjamin (16).

De cada amostra de fezes foi feito exame
direto a fresco com microscopia de contraste de
fase.

Métodos estatisticos — O teste de McNemar
para se estudar a possivel concordéncia entre o
crescimento bacterianio observado nos meios BU
e SKM, com a = 5%. No caso do exame direto,
foram calculados a sensibilidade, especificidade e
valor preditivo (15).
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RESULTADOS

Os resultados obtidos em relagdo ao rendi-
mento dos meios BU e SKM estdo apresentados
na Tabela 1. Verificou-se que dos 54 (100%) casos
positivos, 47 (87,0%) foram isolados no meio BU
€ 43 (79,6%) no meio SKM., O isolamento simul-
tineo em ambos os meios ocorreu em 36 casos.
Em 11, estas bactérias foram isoladas somente do
meio BU e em 7, o isolamento foi obtido apenas
do meio SKM. A anilise estatistica revelou que
nao existe difcrcnga signiﬁcante entre o rendi-
mcento dos dois meios, cuja proporgao de concor-
dancia foi de 97,4%.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados
obtidos no exame a fresco com microscopia de
contraste de fase. Das 706 amostras de fezes ana-

Tabela 1 - Eficiéncia dos meios de Butzler ¢ Skirrow modifi-
cado no isolamento de Campylobacter em 706 amostras de
fezes humanas.

Mcios Amostras positivas % casos
Ne %  positivas

Butzler v 47 6,6 87,0

Skirrow modificado 43 6,1 79,6

Butzler + Skirrow

modificado 54 7,6 100,0

Proporgiio de concordéncia: 97,4%

Tabela 2 - Comparagfio dos resultados do exame direto a
fresco por microscopia de contraste de fase e das coprocultu-
ras na pesquisa de Campylobacter em 706 amostras de fezes
humanas.

Exame a fresco

positivo negativo
Positiva (n = 54) 54 (100,0%) 0 (0,0%)
Negativa (n=652) 9 (1,4%) 643 (98,6%)

Valor preditivo = 85,7%
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lisadas, 54 (7,6%) apresentaram cultura positiva
para Campylobacter. O exame direto permitiu o
diagn6stico presuntivo do microrganismos em to-
dos os casos confirmados pela cultura. Nao foi
diagnosticado casos falsos negativos mas, em 9
amostras de fezes (1,4%) com cultura ncgativa,
observaram-se formas bactcrianas com morfolo-
gia e motilidade em “saca-rolha”, compativeis
com Campylobacter (casos falsos positivos).

Campylobacter foi isolado em 6,9% das.

criangas normais e em 9% das criangas com dia-
rréia, ndo existindo diferengas significantes entre
os grupos (Tabela 3).

C. jejuni foi a espécie mais frequentemente
isolada, com proporg¢des semelhantes nos dois
grupos de criangas. C. coli foi isolado em 28,6% ¢
27,5% das criangas normais ¢ com diarréia, res-

Tabela 3 ~ Freqiiéncia de isolamento de espécics termotole-
rantes de Campylobacter em 706 coproculturas de criancas
normais ¢ com diarréia.

Criangas isolamento (n?)
% de
positivo negativo total positi-
vidade
Normais 14 190 204 6,9*
Com diarréia 40 462 442 9,0*
Total 54 652 706 7,6
*p>001

Tabela 4 - Fregiiéncia de isolamento de C. jejuni e C. coli em
54 criangas com coprocultura positiva para Campylobacter.

Criangas Coprocultura Isolamento
positiva C.  Jjejuni C. coli -
Ne %  Ne %
Normais 14 100 714 4 286
Com diarréia 40 29 72,5 11 275
Total: ' 54 39 722 15 278
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pectivamente (Tabela 4).

DISCUSSAO

A utilizagdo da jarra com vela para o isola-
mento de Campylobacter a partir de fezes huma-
nas, no meio Campy-Bap sem suplemento FBP, e
de fezes de animais, no mesmo meio com suple-
mento, foi avaliada por Wang e col. (18) ¢ por
Luechtefeld e col. (9), respectivamente. Ambos
concluiram que a atmosfera composta de 5% de
02, 8% de CO2 ¢ 87% de N2 oferece methor
condigdo para o isolamento destas bactérias.

Da mesma forma que Megraud ¢ Latrille
(10) e Wang ¢ col. (18), encontramos que a detec-
¢io de Campylobacter a partir de fezes de porta-
dores normais, incubadas em jarra com vela, era
inferior aquela obtida quando uma atmosfera de
microaerofilia estrita é utilizada. Dos 11 casos
positivos que ndo foram diagnosticados com o
meio SKM, 8 correspondiam a portadores nor-
mais; isto explicaria as diferengas observadas nos
meios. Considerando a elevada concordincia en-
contrada (97,4%) e que nio houve diferenga sig-
nificante entre os meios, concluimos que o meio
SKM incubado em jarra com vela pode ser utili-
zado na pesquisa de Campylobacter em pacientes
com diarréia, nos quais estes microrganismgs sio
excretados em grande quantidade (106 - 10° bac-
térias/g de fezes) (10).

O exame dircto das fezes, como elemento
inicial no diagnéstico das infecgGes intestinais foi
recomendado por Koch em 1883 (11) e virios
autores utilizaram-no em pacientes. com diarréia
por Campylobacter (6, 7, 11, 14), De fato, no pre-
sente trabalho, o exame direto a fresco permitiu o
diagndstico presuntivo do microrganismo em to-
dos os casos confirmados pela cultura (sensibili-
dade de 100%); entretanto, formas bacterianas
semelhantes a Campylobacter foram observadas
em 9 (1,4%) das 652 culturas negativas (especifi-
cidade de 98,6%). Karmali e Fleming (7) também
obtiveram uma sensibilidade de 100% no exame
direto por microscopia de contraste de fase. Por
outro lado, Paisley € col. (11), Sazie e Titus (14) e
Ho e col. (6), verificaram que o exame direto
utilizando a microscopia de campo escuro e a
coloragiao de Gram forneciam sensibilidades mais
Laixas (36; 65,5 e 43,5%, respectivamente). Quan-
to a especificidade, alguns desses autores (6, 14)
obtiveram resultados semelhantes aos nossos (95
€ 99,4%, respectivamente).

O valor preditivo do exame direto obtido em
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nossa casuistica (85,7%) foi supcrior aos cncon-
trados por Ho & col. (80%) (6) e Paisley & col.
(62%) (11).

Paisley & col. (11) também encontraram ca-
sos falsos positivos ¢ concordando com eles, acre-
ditamos que a presen¢a de microrganismos de
morfologia e motilidade semelhante as das espé-
cies termotolerantes de Campylobacter, tenham
originado este resultado. Este scria o caso de
outras espécies de Campylobacter, que mesmo
scndo visualizadas no exame direto ndo poderiam
ser recuperadas nas culturas pela incapacidade
de se desenvolverem & temperatura de incubagio
empregada para a cultura das espécics termoto-
lerantes (42°C-43°C) ou por serem inibidas pela
cefalotina contida no meio SKM (12).

Nido houve diferenga signilicante entre as
freqiiéncias de isolamento de Campylobacter das
criangas normais (6,9%) e¢ com diarréia (9%).
Este € um fendmeno comumente observado nos
paises em descavolvimento ¢ que parece estar
estreitamente relacionado com os mecanismos de
defesa do hospedeciro (1, 4).

C. jejuni foi isolado em 71,4% ¢ em 72,5%
das criangas normais e diarréicas, respectivamen-
te. Nos paises descnvolvidos C. coli é isolado em
ndo mais de 5% dos casos de diarréia por estes
agentes (8). No nosso trabalho, bem como naque-
les realizados em outros paises em desenvolvi-
mento (5), este microrganismo foi isolado em mais
de 20% das criangas estudadas. Este fendmeno
poderia estar condicionado 3 existéncia de um
maior contato com animais, possiveis reservaté-
rios naturais desta bactéria (17).

Dos resultados obtidos, podemos concluir
que as espécies termotolerantes de Campylobac-
fer sdo bactérias freqiientes no nosso meio, sendo
o exame direto das fezes um método facil e 1til
para estabelecer um diagnéstico presuntivo, en-
quanto que a pesquisa pode ser facilitada incor-
porando a rotina da coprocultura a utiliza¢do do
meio SKM incubado em jarra com vela.

SUMMARY

Comparison of two culture media and value of
direct microscopic examination for the
diagnosis of the intestinal infection due to
Campylobacter jejunifcoli

Having in mind the selection of a simple and

inexpensive methodology we evaluated the per-
formance of Butzler (BU) and Modified Skirrow
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Mcdia (SKM), as well as direct microscopic exa-
mination, for the diagnosis of the intestinal infec-
tion due to C. jejunifcoli.

From 706 fecal samples seeded on BU and
SKM we isolated 54 (7,6%) strains of Campyio-
bacter,

Forty seven were isolated on BU, 43 on SKM
and 36 on both media simoultaneously with 97,4%
of concordance. .

Direct microscopic examination (phase con-
trast microscopy) allowed a presumptive diagno-
sis in all the cases with positive culture. No falsc
negative cases were found but 9 (1,4%) false po-
sitive cases were observed. The predictive value of
this examination procedure was 85,7%.
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SOBREVIVENCIA DE RHIZOBIUM LEGUMINOSAR‘UM BV PHASEOLI EM
SEMENTES TRATADAS COM FUNGICIDAS

Regina Teresa Rosim Monteiro!

Amilia Baraibar!
Siu Mui Tsai!

RESUMO -

A sobrevivéncia de Rhizobium leguminosarum bvphaseoli em sementes de feijio,
tratadas com benomil, PCNB e thiram foi determinada em laboratério, utilizando-se
de técnica de contagem por diluigdo e plaqueamento e da atividade da nitrogenase
em plantas de [eijoeiro cultivadas em vasos de Leonard. Verificou-se também o efeito
do uso de concentragdes mais elevadas de Rhizobium na semente (5x10° ¢ 5 x 10°.
x semente”), além da recomendada de 5 x 10" células. x semcntc'l, como alternativa
para garantir uma nodulagdo adequada. As duas estirpes utilizadas (CM-01 e
CM-34) diferiam entre si na resposta a toxicidade dos fungicidas, sendo o periodo de
armazenamento do inéculo em contato com o fungicida imiportante para a resposta
a essa toxicidade. A concentragdo de 5x 10% céls x semente” permitiu que as estirpes
superassem a toxidade dos produtos quanto 2 sobrevivéncia, nimero de nédulos €
atividade da nitrogenase, com excegio de thiram que inibiu a atividade dos nédulos

formados pela estirpe CM-34.

INTRODUCAQ

Algumas das principais moléstias do feijoei-
ro sio disseminadas pcla semente. A semente
escolhida e tratada com biocida representa um
papel importante no sucesso da cultura (4). Estu-
dos sobre a biota fiingica de sementes de feijao
dos cultivares mais plantados no Estado de Sao
Paulo, Paran4 e Goias foram feitos por Lasca (10)
e recomendagdes do tratamento com fungicidas
das sementes de feijoeiro sio citadas por Mendes
(14). Singh et al. (18), em trabalho para avaliagio
de pré-tratamento de sementes de soja com fun-
gicidas observaram que todas as combinagdes de
tratamentos com fungicidas aumentaram signifi-
camente a germinagao de sementes e diminuiram
também a taxa de mortalidade de plantulas.

As recomendagdes de tratamento com fun-
gicidas em scmentes de leguminosas enfrentam
uma séria problemaética, quando se pretende ino-
cular sementes com Rhizobium (bactéria fixadora
de nitrogénio). Graham et al. (6) estudaram a
sobrevivéncia de oito estirpes de R. phaseoli na
presencga de captan, PCNB ¢ thiram, observando
que todos produtos provocaram uma diminuigio
do néimero de células vidveis por semente,

A utilizagdo de fungicidas pode afetar tam-
bém a nodulagido e a fixagdo de nitrogénio em
leguminosas, como mostra os estudos de Curley
& Burton (3), Graham et al. (6) e Rennie (17). A
influéncia, no crescimento e na atividade respira-
téria de quatro diferentes estirpes de riz6bio, dos
fungicidas PCNB, metalaxil/mamcozeb e do her-
l()icida trifluralina, foi estudada por Ortiz et al.

15).
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Uma revisdo recente ¢ mais completa sobre
o efeito de fungicidas, inscticidas e herbicidas
sobre a simbiose riz6bio-leguminosas pode ser
encontrada em De-Polli (5) ¢ Lal (9).

Em vista do exposto, o presente trabalho teve
como objetivo principal avaliar a sobrevivéncia na
semente ¢ a capacidade simbi6tica de duas estir-
pes de Rhizobium leguminosarum by phaseoli em
planta de feijociro, na presenga dos fungicidas,
benomil, PCNB e thiram, utilizando taxas de ino-
culacdo de Rhizobium acima da recomendada pa-
ra essa cultura.

MATERIAL E METODOS

Tratamento de sementes - Scmentes de feijdo
cultivar Carioca-80, previamente esterilizadas
com sublimado corrosivo (Hg Clz a 0,05% p/v),
foram tratadas a seco com os fungicidas benomil
(benomil 50%) PCNB (pentaclorinitrobenzeno
75%) e thiram (thiram 75%), a uma concentragio
de 0,2% p/p, do produto ativo por kg da semente,
As sementes foram tratadas em sacos plasticos
individuais, onde foram adicionadas quantidadcs
apropriadas de cada fungicida ¢ misturadas por
agitagdo manual vigorosa. Apds o tratamento as
sementes foram estocadas a temperatura ambien-
te por uma semana.

Preparo do inoculante — Foram utilizadas
duas estirpes de Rhizobium leguminosarum by
phaseoli, CM-01 ¢ CM-34 do laboratoério de Mi-
crobiologia do Solo do CENA, as quais sio nor-
malmente utilizadas em inoculantes comerciais
para feijao. As estirpes foram cultivadas em meio
liquido contendo extrato de levedura e manitol
(YMB), com agitagéo constante a 28-30°C, duran-
te quatro dias. As contagens por plaqueamento
mostraram que o nimero de células para as duas
estirpes eram semclhantcs 5,5x 10 célulasx mi!
paraCM-0le5,6x 10° células x ml™! para CM-34)
partindo desta suspensdo foram feitas diluigdes
paraSx 10% ¢ 5x 10* células'x mlI™. Foi utilizado
com suporte turfa comercial seca, moida, neutra-
lizada a pH 6,8 e acondicionada em saco plastico
de 200g, irradiada a 5 Mrad em, fonte de Cobal-
{o-60. Cada suspensio de bactérlas foi injetada
assepticamente, dentro dos sacos plésticos, atra-
vés de seringas em propor¢io de 40% v/v, mistu-
radas depois manualmente.

Inoculacdo das sementes — Sementes trata-
das com os fungicidas e sementes nio tratadas
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(conlrolc) foram inoculadas com uma pasta ho-
mogcnca deturfae moculante nas concentragocs
de5x10* , 3x 10°e 5x 10% x semente™. A dose de
moculagao foiarccomendada de 5g de inoculante
por kg de semente, umidecida com solugio adesi-
va de sacarose a 10%, p/v.

Avaliag¢do da sobrevivéncia — A sobrevivéncia
das estirpes nas sementes tratadas foi primeira-
mente avaliada em placa contendo meio sélido de
YMA, pela técnica de dilui¢do e plaqueamento.
Duas réphcas para cada tratamento (fungxada) ¢
para cada concentragdo do in6culo 5x10%, 5 x 10°
e 5 x 10% células x semente™ foram plaqueadas
imediatamente (tempo zero) e 24 horas ap0s a
inoculagdo das sementes. Uma subamostra de 100
sementes foi tirada de cada lote de 200 g de se-
mentes tratadas, dxluxdas em 100 ml de salina
(0 85% g NaCl x v ), fortemente agitada por 20
min e posteriormente diluidas em série de 9 ml de
salina, plaqueando-se 0,1 ml do in6culo de cada
d11u1gao A contagem das colbnias foi reallzada
apds incubagio a 28°C por 5 dias.

Avaliagdo da atividade da nitrogenase — A
eficiéncia das duas estirpes na presenca do fungi-
cida foi avaliada em casa de vegetacdo, plantando
assementes tratadas e inoculadas nas trés concen-
tragbes empregadas. Quatro sementes de cada
tratamento, apds 24 horas de contato do inoculan-
te com o fungicida, foram semeadas em vaso de
Leonard; apds a germinagdo, foi feito o desbaste
deixando somente duas plantas por vaso. Semen-
tes nao tratadas, porém inoculadas, serviram co-
mo controle. Foram feitas seis repetigdes para
cada tratamento. Os vasos foram mantidos Gmi-
dos com solugdo nutritiva de Mcknight modifica-
da (1). A colheita foi feita aos 45 dias ap6s semea-
dura, separando-se a parte aérea das rafzes ao
nivel do colo da planta. O sistema total de raizcom
seus nddulos, foi colocado em frascos de 250 ml
de capacidade para determinagao da atividade da
nitrogenase pela técnica de redugéo do acetileno
).

Andlise estatistica — Os dados foram analisa-
dos através de anilise de variincia fatorial e Teste
de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

_ A sobrevivéncia de ambas estirpes inocula-
das, foi afetada por benomil e thiram, mas ndo por
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Quadro 1 ~ Sobrevivéncia de R legurninosarum bv. phaseoli
em sementes de feijio em fungio do tratamento com fungici-
das ¢ tempo de contacto Médias de 12 Ieituras em placas.

Sobrevivéncia  (LOG n%cels.x semente™))

Semente Oh 24 h média
controle 545a 447a 496 A
benomil 4,36b 3,18b 337C
PCNB 505a 445a 4,75 A
thiram 520a 3,500 435B
Média 502X 390Y

C.V.99%

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativa-
mente ao nivel de 5% pelo Teste de Tukey.

PCNB, que ndo diferiu significativamente do con-
trole no tempo zero ou ap6s 24 horas de contanto
fo inoculante com o fungicida (Quadro 1). Beno-
mil mostrou ser o fungicida de maior toxidez sobre
estas estirpes, sendo t6xico no contato imediato
com a bactéria (tempo zero), enquanto que thi-
ram mostrou toxidez apés 24 horas e PCNB nio
teve efeito a zero ou apds 24 horas. Ap6s 24 horas
a taxa de sobrevivéncia do Rhizobium, de um
modo geral, diminui em um fator de 10; portanto,
0 armazenamento de sementes, tratadas com fun-
gicidas, exceto para PCNB, pode acarretar uma
baixa viabilidade do inéculo. ,

A Figura 1, mostra a média de sobrevivéncia
nas sementes tratadas com fungicidas, nas trés
concentragdes do inoculante, no tempo zero e 24
horas, das estirpes CM-01 ¢ CM-34. Tomando
como base asobrevivéncia do inéculo nocontrole,
na dose recomendada para inocula, gao de semen-
tes (C1 = 5x10" células x semente™); nota-se que
benomil e thiram diminuiram a sobrevivéncia de
ambas estirpes. PCNB diminui de certa forma a
sobrevivéncia da estirpe CM-34. Com relagdo as
diferentes concentragdes do indculo a estirpe C-
34 sofreu maior efcito dos fungxcxdas Elevando-
.sea conci:ntragao de 5x 10 para 5x10° células x

semente™, nota-se um melhoria na sobrevivéncia
de ambas estlrpcs Na concentragao méxima (5 x
10® células x semente™) as duas estirpes apresen-
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Figura 1 - Efeito da concentragdo do indculo na sobrevivéncia
das estirpes CM-01 ¢ CM-34 em sementes tratadas com fungi-
cidas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significa-
tivamente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey, dentro de cada
tratamento. Letras minvsculas refere-se a estirpe CM-34 ¢
mailsculas a estirpe CM-01,

taram maior ntimero de células xsemente™! a uma
taxa acima das recomendada para moculantc co-
merciais.

O efeito dos fungicidas na nodulagdo das
plantas de feijoeiro (Quadro 2), apresentou um
contraste marcante entre as duas estirpes. A for-
magao de nédulos e consequentemente, a ativida-
de mtrogcnase da esurpg; CM-34, nas concentra-
goes de 5 x 10* & 5 x 10° células x semente™, foi
completamente inibida na presenga dos fungici-
das, enquanto que CM-01 foi fracaniente mlbldg

por Benomil e thiram. A concentragéo de 5 x 10
células X semente™ permitiu a recuperagio das
duas estirpes, alcangando respostas semelhantes
ao controle na concentragio recomendada, com
excegdo para thiram que se mostrou altamente
téxico para CM-34 ¢ medianamente t6xico para
CM-01.
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Quadroe 2—- Nodulagio ¢ atividade de nitrogenase de estripes de R. leguminosarum bv. phaseoli em
sementes tratadas com fungicidas, em func¢io da concentragiio do indculo inicial, avaliadas em plantas

de feijociro aos 45 dias (médias de 6 repetigoes).

Nodulagdo
Fratamento concentragio Ne@ nédulos x pl’1 ARA (nmol. CoHax pl '1)
CM-34 CM-01 CM-34 % inib. CM-01 % inib.
Ci 48 18,6 152 0,0 150 0,0
controle C 4,0 19,0 164 0,0 529 0,0
G 39,6 673 646 0,0 2677 0,0
Ci 0,0 43 0 100,0 114 23,9
benomil - C2 0,0 253 0 100,0 381 28,0
C3 12,7 31,8 590 8,7 950 64,5
C1 0,0 48 0 100,0 129 13,8
PCNB C2 0,0 34,8 0 100,0 623 0,0
C3 20,3 538 501 224 2364 11,7
Ci . 0,0 0,0 0 100,0 0 100,0
THIRAM C2 0,0 0,9 0 100,0 128 75,9
C 4,6 33,8 0 100,0 464 82,7
C.V. = 685%

Abreviagdes: C1 = 5x 10" células x semente ™!
Cz = 5x10° células x semente !
Ci=5x 10® células x semente -y
p! = planta;
Ara = Atividade da redugdo do acetileno
Inib. = Inibigdo em relagdo ao controle.

Diferengas no comportamento entre difc-
rentes estirpes ¢ espécics de Rhizobium podem
scr obscrvadas em trabalhos dc literatura. Gra-
ham et al. (6) encontraram que PCNB, thiram e
captan reduziram a sobrevivéncia de R. phaseoli
na contagem em placas ¢ cm plantas de feijao no
campo, quando o plantio foi fcito apos 24 horas
da inoculagao, mas nio sofrcram redugio quando
foram imediatamente semcadas.

PCNB mostrou ser indculo para R. japoni-
cum nos trabalhos de Chamber & Montes (2),
Mallik & Tesfai (12) ¢ Ostiz ct al. (15). Entretanto,
esse fungicida mostrou-sc toxico para R. japoni-
cum tanto na sobrevivéncia quanto nodulagio (3).
Esses desacordos cntre resultados sdo principal-
mente devidos a variagio consideravel que existe
entre as estirpes ¢ espécics de Rhizobium (12).

58

A estirpe CM-01 mostrou-se superior a CM-
34 em todos os tratamentos estudados, quanto &
sobrevivéncia, nodulagio e atividade da nitroge-
nase. Esta superioridade pode ser explicada pela
caracteristica da alta resisténcia (14) e de CM-01
aos fungicidas thiram (200ppm) e benomil
(> 1000ppm), quando comparada com CM-34,
que possui baixa resisténcia a thiram (30ppm) e
benomil (1000ppm) (1). Lennox & Alexander
(11) ¢ Ramirez & Alexander (16); demonstraram
que a resisténcia a thiram introduzida em R. pha-
seoli inoculadas em semente de feijao, causou um
aumento substancial do peso e nitrogénio total do
feijoeiro. A mesma espécie, resistente a captam,
foi estudada e sua superioridade na fixagdo de N,
comprovada por Rennie (17) e Kucey & Bonetti

®).
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SUMMARY

Survival of Rhizobium leguminosarum bv
phaseoli on fungicide treated seed

The survival of Rhizobium leguminosarum bv
Pphaseoli on bean seeds treat with benomyl, PCNB
or thiram was measured under laboratory using
standard serial dilution and plate count tecniques
and greenhouse conditions, using bean plants,
grown in Leonard jars. Three concentration rates
of rhizobia (recommcnded) rate 5 x 10* and two
superior rates of 5 x 10° and 5 x 10% cells x seed ™!
were applied to the secds, as an alternative way to
secure a proper nodulation in the presence of the
biocides. The contact with benomy! or thiram on
seeds reduced Rhizobium survival, while PCNB
had little effect. The fungicide toxicity level was
different for both strains utilized in the present
study, and the time of contact (zero or 24 hours),
after application of the fun%'cides showed to be
very important, With 5 x 10* and 5 x 10° cells x
seed™, strain CM-34 had its nodulation comple-
tely inhibited by all fungicides, while strains CM-
01 had a marked reduction nodulation in the pre-
sence of benomyl and thiram, The concentration
of 5 x 10% cells x seed™!, allowed the strains to
overcome the fungicide effects on survival, nodule
number and nitrogenase activity, except for strain
CM-34 which showed no-active nodules in contact
with thiram. ’
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SUCESSAO FUNGICA EM FOLIAS DE QUERCUS ROBUR L. (CARVALHO)
SUBMERSAS EM UM LAGO SITUADO NO MUNICIPIO DE ITAPECERICA DA
SERRA, SP

Iracema Helena Schoe:nlcin-Crusius1
Carmen Lidia Amorim Pires’
Adauto Ivo Milanez!

RESUMO

A finalidade deste estudo preliminar foi comparar a micota autéctone em folhas
de Quercus robur imersas em condigdes de clima tropical coma de tlima temperado;

verificar a presenga de fungos zoosporic
de micota encontrada nas folhas ¢ na agu

os na sucessdo flingica € comparar ess¢ tipo
a. Folhas recém-caidas de Quercis roburL.

foram colocadas em sacos de tela de ngilon (20x10cm x1mm) ¢ submersas em um
lago situado no municipio de Itapeccrica da Scrra, SP. Mensalmente, de janeiro a
junho de 1988, foram coletadas amostras de folhas ¢ de dgua para o isolamento dos
fungos utilizando-se: lavagem de discos de folhas e plaqueamento das mesmas em
meio de batata-dextrose-gar ¢ meio de maltose pentosada; observagio direta de
folhas incubadas em 4gua destilada esterilizada; iscagem com palha de milho,
celofane, ecdise de cobra, exoesquelcto de camarao, grios de polen, fios de cabelos,
sementes de canhamo e de sorgo. As placas de Petri foram mantidas em temperatura
ambicnte (25-30°C) e apds scte dias realizou-se a contagem do niimero de unidades

formadoras de coldnias. Os fungos prese
com as mesmas téenicas utilizadas para os
sendo 8 fungos zoosporicos, 8 Hyphomyce

ntes nas amostras de 4dgua foram isolados
discos de folhas. Foram isolados 36 taxons,
tes aquéticos, 17 Hyphomycetes terrestres

e 3 Zygomycetes. Fungos considerados terrestres diferentes dos autoctones foram
isolados nas folhas mesmo’apbs meses de submersio. Hyphomycetes aquéticos
colonizaram o substrato apds o segundo més de submersio, enquanto os fungos
zoosporicos foram observados principalmente ap6s 0 terceiro més de decomposigao.
. A maioria dos fungos zoosp6ricos isolados nos discos de folhas também foi observada

nas amostras de 4gua.

INTRODUCAO

As folhas representam a maior fragéo de
- matéria orgénica aloctone incorporada nos am-
bientes aquéticos (17). Quando sdo colonizadas
por fungos decompositores podem ter a sua pala-
tabilidade aumentada, facilitando a agao dos de-
tritivoros. Além disto, se constituem em impor-

1 Instituto de Botanica, Secdo de Micologia e Liquenologia,

tante fonte de indcalo ¢ alimento para o €cossis-
tema (3). No Brasil, o primeiro estudo de sucessao
fangica na 4gua foi realizado em folhas submersas
de Ficus microcarpa em um lago situado no Par-
que Estadual das Fontes do Ipiranga em Sao Pau-
lo. A micota autéctone presente nas folhas recém-
cafdas resistiram durante muito tempo na 4gua.
Fungos considerados tipicos de solo e de folhas

Caixa Postal 4005, 01051 Sdo Paulo SP, Brasil
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foram isolados no substrato, meses apés a sub-
mersdo (22). Estes resultados corroboraram as
afirmagdes de que os corpos d’4gua possuem um
grande potencial de inéculo nccessdrio para a
decomposigio de matéria orgdnica al6ctone (7,
35), podendo até conter fungos terrestres incor-
porados ao ambiente aquitico por meio de chuvas
e substratos vegetais (19).

As folhas de Quercus spp., geralmente muito
abundantes em regides de clima temperado, tém
sido comumente empregadas em estudos relati-
vos a ciclagem de nutrientes ¢ composi¢do quimi-
ca (30); em ensaios sobre a capacidade enzimatica
de fungos que as decompdem (29); quanto 2 in-
fluéncia da sua colonizagio por fungos sobre a
atividade detritivora de determinados animais (1,
2, 3) e em levantamentos dc fungos de filoplano
em rcgides mediterraneas (33),

Os objetivos deste estudo foram:

a. comparar a micota autdctone presente em
folhas de espécie exdtica imersas em condi-
¢oes de clima tropical com aqucla em clima
temperado:

b. verificar a presenca de f ungos zoosporicos na
sucessao fingica;

C. comparar as micotas de fungos zoospéricos
do substrato com a da dgua.

MATERIAIS E METODOS

O local de estudo foi um lago artificial com
uma area de aproximadamente 7.000m? e 2 a Sm
de profundidade, temperatura da dgua de 17 a
24°C e pH médio de 6 a 7, situado em uma reserva
particular localizada no municipio de Itapecerica
da Serra, SP. As {olhas provicram de um exemplar
de Quercus robur L. com aproximadamente 25
anos, 25 a 30m de altura ¢ didmetro do tronco de
40 a 50cm na altura do peito. Em janeiro de 1988
foram coletadas em torno de 100 folhas de carva-
lho recém-caidas em coletores de plistico sob a
arvore. Quinze amostras com 5 folhas secas ao ar
livre foram colocadas em sacos de tela de néilon
de 10x20cm ¢ 1mm de diimetro,

Nolago foram escolhidos 3 pontos de coleta,
sendo que cada um reccheu 5 sacos de tela de
néilon contendo folhas de Quercus robur L., amar-
rados com fio de néilon e dispostos a uma profun-
didade minima de 20cm.

Mensalmente, colctaram-se trés sacos de fo-
lhas, um de cada ponto de coleta. No laboratério,
as folhas foram retiradas dos sacos, sendo que
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algumas foram submetidas a técnica de lavagem
de discos de folhas (20), que elimina os propigu-
los aderidos 4 14mina foliar, seguida de incubagio
em meios de cultura comumente utilizados para
os fungos terrestres como batata-dextrose-4gar
(8, 11) e maltose pentosada (6) utilizada para
alguns fungos zoospéricos. Aproximadamente 20
discos de folhas lavados foram incubados em 4gua
destilada esterilizada com diversas iscas como
palha de milho, celofane, ecdise de cobra, exoes-
queleto de camardo, graos de p6len, fios de cabe-
los, sementes de cinhamo (Cannabis sativa L),
(18) e de sorgo (Sorghum), substratos comumente
utilizadas para o isolamento de fungos zoospéri-
cos. Trés a quatro folhas inteiras, ndo lavadas,
também foram incubadas em dgua destilada este-
rilizada com os mesmos substratos para o isola-
mento dos fungos zoospéricos e utilizadas para a
observagio direta do desenvolvimento  de
Hyphomycetes aquaticos na superficie foliar,
Fungos zoospdricos presentes nas amostras de
dgua de todos os pontos de coleta foram isolados
€om os mesmos substratos que os discos de folhas
de carvalho e as folhas inteiras. As colonias foram
isoladas em meio de batata-dextrose-4gar e de
maltose pentosada e identificadas, sempre que
possivel, & nivel de espécie com auxilio de litera-
tura pertinente (4, 5, 9, 15, 16, 23, 26). O niimero
total de coldnias observadas nos discos de folhas
foi estabelecido mensalmente para cadaponto de
coleta.

RESULTADOS"

O experimento foi conduzido durante 6 me-
ses, de janeiro a junho de 1988, quando entio as
folhas j4 se encontravam em avangado grau de
decomposigio.

Nio foram. verificadas grandes diferengas
entre a quantidade e variabilidade dos fungos
isolados de folhas submersas nos trés locais de
coleta. Deste modo os fungos isolados naqueles
locais foram estudados em conjunto.,

Foram isolados 36 t4xons, sendo que 8 foram
fungos zoospéricos, 8 Hyphomycetes aquaticos,
17 Hyphomycetes terrestres ¢ 3 Zygomycetes, Na
Tabela 1 foram ordenados os fungos isolados nes-
te experimento, que constituiram a sucessio fiin-
gica,

Nas folhas recém coletadas, antes da sub-
merso foram isolados Epicoccum nigrum, Fusa-
rium semitectum, Trichoderma viride, Penicillium
Jrequentans, Mucor hiemalis, Aspergillus flavus e



Schoenlein-Crusius, I.H. et al Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(1), 1990

Tabela 1 — Distribui¢do mensal dos tdxons na sucessdo de fungos em folhas de Quercus robur L. submersas em um lago no
municfpio de Itapecerica da Serra, SP, no perfodo de janeiro a junho de 1988.
Simbolo: * ocorréncia do tdxon.

Hyphomycetes terrestres

Epicoccum nignun Link

Fusarium semitecturn Berk & Rov
Trichoderma viride Pers: Gray

Penicillium sp.

Aspergillus flavus Link

Alternaria alternata (Fr)Keiss!
Diplococcium sp.

Paecilomyces coleopterum Samson & Evans
Aspergillus niger v.Tieghem

Fusarivm udum Butler

Pestalotia sp.

Verticillium sp. ot
Cephalosporium sp. )
Cladosporium olivaceum (Pers) Link
Monocillium sp.

Penicillium frequentans Westling
Tilachlidium sp.

Curvularia sp.

* * X % * =
*
[ 4
*
»

% % X ¥ % »
»*

Hyphomycetes aquaticos

Lemonniecra aquatica Wild
Tetrachaetum elegans Ingold
Isthmotricladia sp.

Lunulospora curvula Ingold
Trichodochium sp.

Triscelophorus magnificus Petersen
Triscelophorus monosporus Ingold ¥
Camposporium pellucidum Ingold '

Oomycetes, Chytridiomycetes e Hyphochytridiomycetes

Achlya sp. e

Achlya prolifera C.G.Nees F o ¥
Diplophlyctis sarcoptoides (H.E.Petersen) Dogma
Cladochytrium replicatum Karling
Nowakowskiella elegans (Nowak) Schroeter
Rhizophlyctis sp. (7) '
Rhizidiomyces sp.

Pythium sp.

#* * X R 0w

Zygomycetes

Mucor hiemalis Wehmer ¥
Zygorrhynchus moelleri Vuillemin
Mucor circinelloides v.Tieghem

1988 Jan Fevc Mar Abr Mai Jun
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Tabela 2— Némero de col6nias em 15 placas de petri contendo
discos de folhas de Quercus robur L. submersas, de janciro a
junho de 1988.

Simbolos: BDA = meio de batata-dextrose-dgar; MP-5 =
meio de maltose pentosada.

mescs nimero total de coldnias

1988 BDA MP-5
fevereiro 87 78
margo 104 78
abril 27 24
maio 36 37
junho 5 5

Alteraria alternata, perfazendo 7 téxons. Os qua-
tro primeiros foram isolados durante virios meses
de decomposi¢do ¢ os trés Gltimos ocorreram
apcenas esporadicamente no substrato submerso.

Em fevereiro, o niimero de téxons isolados
passou de 7 para 15, ja scndo obscrvada a coloni-
zagdo do substrato por fungos tipicamente aqua-
ticos como Achlya sp., Diplophlyctis sarcoptoides,
Cladochytrium replicatum, Pythium sp., Lemon-
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niera aquatica ¢ Tetrachaetum elegans ao lado de
fungos tipicamente terrestres como Diplococcium
sp., Paecilomyces coleopterum, Aspergilus niger,
Fusarium udum, Pestalotia sp. e Verticillium sp.

Ap6s um més o niimero de téxons isolados
permancceu 0 mesmo, no cntanto foi isolado um
maior nimero de Hyphomycctes aquéticos, den-
trc os quais Lemonniera aquatica, Tetrachaetum
elegans, Isthmotricladia sp., Lunulospora curvila,
Trichodochium sp., Triscelophorus monosporus ¢
T. magnificus.

O maior nimero de tdxons -21- foi isolado
em abril, terceiro més de submersio das folhas. A
partir deste més surgiram_ 4chlya prolifera, Nowa-
kowskiclla elegans, Rhyzophlyctis sp., Rhizidiomy-
ces sp., ao lado de fungos terrestres como Clados-
porium olivaceum, Monocillium sp., Penicillium
Jrequentans, Tilachlidium sp., Curvularia sp. e
Mucor circinelloides.

No quarto més de decomposigio foliar, fo-
ram isolados 13 tdxons dentre os quais Campos-
porium pellucidum e Zygorrhynchus moelleri sur-
giram pela primeira vez.

No ltimo més do experimento foram isola-
dos 12 téxons, ndo ocorrendo algum téxon exclu-
sivo daquele més.

Na Tabela 2 estdo os valores da contagem dq
niimero de colbnias que se desenvolveram nos
discos plaqueados em meio de batata-dextrose-
agar ¢ maltose pentosada. Verificou-se uma ten-
déncia de diminuigdo do niimero de coldnias nas
ltimas coletas,

Tabela 3 - Distribuicdo mensal dos fungos zoospdricos em amostras de dgua colctadas em um lago no municipio de Itapecerica

da Serra, SP, no perfodo de janciro a junho de 1988.
Simbolo: * ocorréncia do tdxon.

Catenophlyetis variabilis (Karling) Karling
Achlya sp.

Achlya proliferoides Coker

Achlya prolifera C.G . Nees

Pythium sp.

Nowakowskiella elegans (Nowak) Schroester
“Cladochytrium replicatum Karling

Diplophlyctis sarcoptoides (11.E.Petersen) Dogma
Rhizidiomyces sp.

Saprolegnia parasitica Coker

* *
*
* * *
* *
*
x
*
* * b d

1988

Fev Mar Abr Mai Jun
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Achlya sp., Achlya prolifera, Diplophlyctis
sarcoptoides, Cladochytrium replicatum, Nowg-.
kowskiella elegans, Rhizidiomyces sp. e Pythium
foram encontrados tanto nos discos de folhas de
Quercus robur, Tabela 1, como nas amostras de
dgua colctadas proximas as bolsas de tela de néi-
lon, Tabcla 3. Por outro lado, Rhizophlyctis sp. foi
observado apenas nos discos de folhas enqnanto

Saprolegnia parasitica, Achlya proliferoides e Cate-

nophlyctis variabilis apareceram somente nas
amostras de 4gua.

DISCUSSAO

Emregides de clima temperado, as folhas de
carvalho geralmente se decompdem totalmente
ao redor de 32 semanas (30), no entanto, no pre-
sente estudo, a esqueletizagdo da 1dmina foliar foi
detectada apds 23 semanas.

A micota autoctone das folhas de Quercus
robur possui representantes considerados cosmo-
politas tais como, Tiichoderma viride, Mucor hie-
malis e Alternaria alternata (5). Estas espécies,
juntamente com Epicoccum, Fusarium e Penici-
{lium também foram encontradas em folhas cole-
tadas em clima temperado (10, 29) e ¢cm folhas de
outras espécies nos tropicos, como em Ficus mi-
crocarpa submersas no lago do Parque Estadual
das Fontes do Ipiranga (22). Monocillium sp. e
Tilachlidium sp.sio géneros pouco conhecidos no
Brasil ¢ merecem estudos mais aprofundados pa-
ra a identificagdo a nivel de espécie.

A micota autéctone foi considerada especi-
fica para cada tipo de folha (10, 13). Segundo
Petersen & Cummins (21), isto decorre em fungéo
das diferengas bioquimicas peculiares de cada
substrato; hd os que discordam, afirmando que
existe uma micota sapréfita nas folhas, presente
antes mesmo da senescéncia e que pode englobar
espécies cosmopolitas (3, 27, 28). O sucesso da
colonizagio das {olhas antes de sua queda, ofere-
ce vantagens iniciais aos fungos pioneiros diante
dos invasores oriundos do ambiente (12). Os re-
sultados obtidos no presente estudo confirmam
esta Gltima afirmagio. ’

Lemonniera aquatica, Lunulospora curvula e
Tetrachaetum elegans foram isolados nas folhas de
Quercus robur L. e nas de Ficus microcarpa em
estudos anteriores (22). Em folhedo coletado na
Cachoeira do Altarijo e no Horto Florestal “Na-
varro de Andrade” no municipio de Rio Claro, no
Recanto dos Nefelibatas na cidade de Aguas de
Lind6ia e na Reserva Biol6gica no Alto da Serra
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em Paranapiacaba foram observadas as tnesmas
espécies de Hyphomycetes aquéticos encontra-
das nas folhas de Quercus robur no presente estu-
do (comunicagiio pessoal). A partir destes resul-
tados concluiu-se que os Hyphomycetes aquéti-
cos observados até o presente momento no Brasil
ndo apresentaram especificidadé quanto ao subs-
trato, concordando com as afirmagdes de outros
autores (3, 24, 31) de que a especificidade destes
fungos ¢ baixa, apesar de sua quantidade variar
conforme a velocidade de decomposigio do subs-
trato (7, 32). Na Tabela 1 observou-se que os
fungos considerados tipicos de solo e folha cons-
tituiram aproximadamente 50% da micota obser-
vada no substrato, tendo sido intensivamente iso-
lados nas folhas submersas durante todo o expe-
rimento. Tal resultado pode indicar que estes re-
presentantes adaptam-se bem ao ambiente aqua-
tico, tal como foi visto anteriormente em folhas de
Ficus microcarpa (22). Apesar do estabelecimen-
to e resisténcia dos fungos considerados terres-
tres, cuja maioria foi isolada pela primeira vez nas
folhas j4 submersas, os Hyphomycetes aquéticos
conseguiram fixar-se no substrato a partir do se-
gundo e terceiro més na sucessdo. O fato das
folhas em decomposi¢do ndo terem sido comple-
tamente colonizadas no inicio pelos fungos aqué-
ticos foi concordante com os resultados obtidos
por outros autores (3, 25, 35).

A técnica de lavagem de discos de folhas
empregadas neste estudo foi considerada tio efi-
ciente quanto outras técnicas seletivas que evitam
o isolamento de propagulos e esporos inativos (3,
17, 30). No entanto, as técnicas culturais favore-
cem.o isolamento dos fungos considerados terres-
tres, como ocorreu em fothas de Quercus alba e
Caryaglabra apesar do predominio dos Hyphomy-
cetes aquaticos nestes substratos (29).

Os fungos zoospoéricos t&m sido pouco re-
portados em estudos sobre sucessio flingica, ape-
sar de Newton (35) ter comprovado a sua habili-
dade saprofitica. A vantagem dos fungos zoosp6-
ricos em relagdo aos outros € a possibilidade de
escolherem o substrato favorével pela mobilida-
de das suas unidades de dispersao (14). No pre-
sente estudo aproximadamente 25% da micota foi
constituida por fungos zoospéricos, sendo obser-
vados com maior abundincia ap6s o estabéleci-
mento dos Hyphomycetes aquaticos nas folhas
(Tabela 1). Observou-se na Tabela 3, que apesar
do maior niimero de espécies presentes na dgua
ter sido isolada no segundo més, nas folhas, estes
fungos foram mais intensamente isolados a partir
do terceiro més de_submersdo, (Tabela 1). Isto
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parece indicar que os fungos zoosp6ricos coloni-
zam o substrato apds este ter sido metabolizado
pelos fungos aut6ctones e os Hyphomycetes aqua-
ticos, que séo fungos de colonizagdo extremamen-
te rdpida (3). Tal como os fungos zoosp6ricos, os
Zygomycetes também surgiram em estagios mais
tardios na sucessdo, Tabela 1. Apesar destes gru-
pos terem sido considerados pioneiros nas suces-
soes de fungos em um substrato e consumidores
de agticares primarios (34), aparentemente nao
conseguem competir com os Hyphomycetes te-
rrestres ¢ aquéticos no inicio da decomposigio,
aparecendo no substrato nas etapas finais, quan-
do h4 agficares disponiveis originados na degra-
dagdo de celulose ¢ hemicelulose. A razio de
Rhizophlyctis ter sido isolada somente nas folhas
e ndo na 4gua pode ser justificado pela grande
atividade celulolitica desempenhada por este fun-
go, também reportado para Karlingia rosea e No-
wakowskiella considerados decompositores mui-
to importantes de folhas (35). Estes fungos tam-
bém foram isolados em folhas submersas de Ficus
microcarpa (22). Newton (35) isolou Saprolegnia
delica e Pythium foram isolados em fothas de
Salix, apesar da existéncia de vasta micota pré-
existente na mesoéfilo foliar, aparentemente
melhor adaptada ao substrato. Em folhas de
representantes de Quercus, Alnus e Fagus uti-
lizadas como iscas, o mesmo autor isolou
Phytophthora, Pythium, Saprolegnia, Achlya e
Dictyuchus monosporus ativos na deccomposicio
foliar.

A partir destes resultados conclui-se que a
auséncia de fungos zoospéricos na sucesséo {in-
gica em folhas ndo se deve a falta da atividade dos

representantes deste grupo, mas sim s técnicas -

de isolamento empregadas, que dificilmente per-
mitem a detecgdo da presenga destes fungos, es-

pecialmente os Chytridiomycctes. Para o isola-

mento do maior niimero de fungos ativos na de-
composi¢ido de folhas submersas, ¢ necessério
consorciar técnicas culturais com as de iscagem e
observagio direta, tal como havia sido proposto
em estudos anteriores (22).

O niamero total de coldnias isoladas, Tabela
2, aumento do primeiro para o segundo més, de-
crescendo em seguida. Observou-se a tendéncia
da variabilidade dos tdxons acompanhar a quan-
tidade total de coldnias, no entanto, para confir-
mar esta hipotése maiores amostragens e estudos
durante maiores periodos de tempo seriam neces-
sarios. A auséncia de dados similares na literatura
ndo permite a comparagio dos atuais resulta-
dos. '
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SUMMARY

Fungal succession en Quercus robur L. leaves
submerged in a lake in the municipality of
Itapecerica da Serra, SP

The aim of this study was to compare the
inhabiting micota of Quercus robur L. leaves, sub-
merged in tropical climatic conditions with the
micota of the same substrate cited for temperate
zones; to verify the presence of zoosporic micota
of the submerged leaves with that in the aquatic
environment. Newly fallen oak leaves were dispo-
sed in nylon mesh litter-bags (20x10 x 1mm) and
submerged on three sites in a lake located in the
municipality of Itapecerica, Sdo Paulo State, Bra-
zil. Leaves and water samples were taken monthly
from January to June of 1988, for fungal isolation
by the following methods: leaf discs washing met-
hod with plaiting in potato dextrose agar and pen-
tose malt agar; direct observation of leaves incu-
bated in sterilized distilled water and baiting with
corn straw, snake skin, hemp (Cannabis sativa L.)
and Sorghum sp. seeds, hair and cellophane.
Counting of the total colony number was carried
out after 7 days of incubation of the plates at room
temperature (25-30°C). The majority of the zoos-
poric fungi present in the water samples and the
leaf disks were the same. Thirty-six taxa were
isolated, 8 zoogporic fungi, 8 aquatic Hyphomyce-
tes, 17 terrestrial Hyphomycetes and 3 Zygomyce-
tes. The leaf-inhabiting pioneer micota isolated in
Quercus robur L. leaves in tropical climate condi-
tions seems to be very similar to that reported for
the temperate zones. Typical soil fungi were isola-
ted from the submerged leaves even after months
of submergence. Aquatic Hyphomycetes coloni-
zed the substrate after 2 months, whereas the
zoosporic fungi were observed after 3 months of
leaf decomposition. Almost all zoosporic fungi
isolated from leaf disks were also observed in the
water samples.
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PRELIMINARY STUDIES OF TIIE ANTIBIOTIC ACTIVITY OF SOME NEW
ACYLSEMICARBAZIDES AND ACYLTHIOSEMICARBAZIDES

Rita.dc Céssia S.B. Caldas Barbosa!
Astréa M. Giesbrecht!

Carlos A. MontanariZ
Joseph Miller?

SUMMARY

The. antifungal and antibacterial activities of 8 new acyl and
acylthiosemicarbazides substituted in N-1 and N-4 were investigated. The
4-methoxy-3-nitrobenzoyl derivatives were completely inactive whereas the
4-chloro-3-nitrobenzoyl derivatives showed good activity that was modified by the

nature of the substituents in N-1 or C-3.

INTRODUCTION

The title compounds are of special interest
in the synthesis of mesoionic compounds (7), an
arca in which we have an on-going programme. At
thc same time, they are a likely source of com-
pounds possessing biological activity (1-4).

In the present work we investigated, as a
preliminary study, the antibiotic activity of a series
of ncw N -acyl-N4-arylsemicarbazides and N'-
acyl-N4-ary]lhiosemicarbazidcs.

MATERIAL AND METHODS

The structures of the new compounds are
presented in Figure 1. Their purity was verified by
standard mcthods, the melting points, elemental
analysis and spectroscopic data being given else-
where together with their preparation (8).

The microbiological tests were carried out
against bacteria (Bacillus cereus ATCC 14579,

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococ-
cus epidermis ATCC 12228, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) yeasts (Candida albicans ICB 12, Candida
glabrata 1CB 51, Candida tropicalis 1CB 19,
Cryptococcus neoformans 1ICB 59, Rhodotorula ru-
bra ICB 36), aflatoxin producing fungi (Aspergillus
flavus 1CB J-210, Aspergillus parasiticus ICB J-
218) and dermatophytes (Microsporum canis ICB
A-01, Trichophyton rubrum 1CB B-2-11, Epider-
mophyton floccosum ICB A-07.

Assays with bacteria and yeasts werc carried
out by the cupplate agar diffusion method (6),
using respectively Trypticase soy agar (Difco) and
Sabouraud-dextrose agar (Difco). The com-
pounds were dissolved in dimethylsufoxide and
tested in a concentration of 1mg/ml. The plates
were incubated at 37°C and the activities measu-
red as the diameter (in mm) of the zone of inhibi-
tion surrounding the agar well, after 24 and
48hs,

A two-fold serial dilution method in liquid

1. Instituto de Ciéncias Biom¥dicas ~ USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 1524, 05508 Sao Paulo SP, Brazil
2 Depto. de Qufmica Fundamental, Instituto de Quimica — USP, Av. Prof. Lincu Prestes, 758, 05508 Sio Paulo SP, Brazil
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medium (Trypticase soy broth - Difco) (6) was
employed for determining the minimal inhibitory
concentrations (MIC) of the active compounds.
The latter method carried out in Sabouraud-dex-
trose medium was also employed for antifungal
testing with dermatophytes and Aspergillus strains
and the concentration of samples ranging from
400 to 6,2mg/ml. Two sets of controls were used,
the organisms control without samples added to
the medium and the solvent control. Antibiotic
samples (streptomycin sulfate or nistatin
0,5mg/ml) were also tested in the agar diffusion
method.

Qualitative evaluation of the antifungic acti-
vies was also accomplished using a bioautography
assay (5). Samples containing 50mg of the test
compound were spotted on silica gel plates (Alu-
folicn, Merck) and sporces of Cladosporium sphae-
rospermum suspended in a medium containing
glicose and mineral salts were sprayed onto the
plates. Inhibitory zones on the plates appearcd as
white zones on a dark background, after 72hr of
incubation in a moist atmosphere at 25°C.

RESULTS

The results of assays with Gram-positive bac-
teria, Candida albicans and Cryptococcus neofor-
mans arc summarized in Table 1. The results
for Gram-negative bacteria and other yeasts arc
not listed since none of the compounds showed

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(1), 1990.

activity.

Compounds 1 to 4 were inactive against all
the cultures studied. Compounds 5 to 8 were acti-
ve against onc or more of the Gram-positive bac-
teria studied, the minimal inhibitory concentra-
tions (MIC) being 500mg/ml for all compounds.

Compounds 6 and 8 were active against
yeasts and showed clear inhibition zones on the
thin-layer chromatograms sprayed with spore sus-
pensions of Cladosporium sphaerospermum. They
also inhibit the growth of dermatophytes, the MIC
(mg/ml) being as follows:

Epidernnophyton floccosum:
Microsporum canis:
Trichophyton nibrum:

compound 6 (100); 8 (25)
compound 6 (100); 8 (25)
compound 6 (200); 8 (12,5)

DISCUSSION

Several Nl-acyl-N4-arylthiosemicarbazides
are reported as possessing antimicrobial proper-
tics (1-4).

All compounds assayed are Nl-acyl-N4-aryl—
scmicarbazides or Nl-acyl-N4-arylthioscmicarba-
zides. Compounds 1-4 are 4-methoxy-3-nitroben-
zoicacid derivates and compounds 5-8 are 4-chlo-

- ro-3-nitrobenzoic acid derivatives (Fig. 1).

Bhat ‘et al investigated the “in vitro” anti-
fungal activity (against C. albicans, T. rubrum and
T. mentagrophytes) of several 4-nitrobenzoyl- or
3-nitrobenzoyl-thiosemicarbazides substituted in

Table 1 - Antibiotic activity of acylsemicarbazides and acylthiosemicarbazides (1mg/ml) measured as the mean (N = 3) diameter

of the zone of inhibition (mm). i

N = number of assa'ys
- no inhibition up to 1000 ug/m!

Compound B. S. S. C. C.
cereus aurcus epidermidis albicans neoformans
1 - - - - -
2 - - - - -
3 - - - - -
4 - - - - -
5 9 9 10 -
6 10 10 11 8 9
7 9 9 8 - -
8 7 - - - 8
solvent - - - - -
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1]
X— C-—bll—-N H—C—~NH~AT

ID‘ 1 2 3 L]
02N

Compound X Y R Ar
1 OCH3 0 CH3 C6H5
2 OCH3 S CH3 CéHS
3 OCHy; 0  CHy C,gH,
4 OCH3 S C6H5 C6H5
5 cl 0 CHy  CHg
6 cl S CHy CgHg
7 Cl ¢] CH3 C10H7
8 Cl 0 C6H5 C6H5

Figure 1 — Chemical structures of the acylsemicarbazides and
acylthiosemicarbazides assayed.

nitrogen-4 and verificd that none of the com-
pounds showed any significant activity (1).

Our results showed that the introduction
of a methoxy group in position para of the 3-ni-
trophenyl ring did not grant activity since all 4-
methoxy-3-nitrobenzoyl derivatives (compounds
1-4) were inactive against bacteria and fungi.

However, with the introduction of a chloro
substituent in position para (compounds 5-8), ac-
tivity was observed against Gram-positive bacte-
ria. Their activity was modified by the nature of

substitution in nitrogen-1 or by replacing 0by Sin

carbon-3. Hence, the replacement of a methyl.
group by a phenyl group (as in compound 8)
decreased the antibacterial activity but increased
activity agaisnt fungi. The replacement of 0 by S in
carbon 3 (as in compound 6) increased the spec-
trum of activity, the compound now being active
against yeasts, dermatophytes and C. sphaerosper-
mum. The nature of the substituent in nitrogen-4
seemed not change the activity.

Rev. Microbiol., Sio Paulo, 21(1), 1990

RESUMO

Estudes preliminares da atividade
antimicrobiana de novas acil-semicarbazidas e
aciltio-semicarbazidas.

Investigou-se a atividade antibacteriana e
antifGingica de 8 novas acil-e aciltio-semicarbazi-
das substituidas em N-1 e N-4. As substincias
derivadas do 4cido 4-metoxi-3-nitrobenzoico
mostraram-s¢ completamente inativas enquanto
que as derivadas do 4cido 4-cloro-3-nitrobenzo6i-
co mostraram boa atividade que variou de acordo
com os substituintes em N-1 ¢ C-3.
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TRATAMENTO ANAER(‘)BIOAEM DUAS FASLES, DE SUSPEN§OES AMILACEAS IL
FASE METANOGENICA. INFLUENCIA DA ADICAO DE CN°

Marney Pascoli Cereda!
Agusti Flors Bonet?
Salvador Valles?

José Alberola?

RESUMO

Simulou-se a composigdo de residuo liquido de indistria processadora de
mandioca, através de uma suspensio de amido de batata e sais mincrais. Optou-se
por digestdo anacrébia em separagdo de fases devido as caracteristicas do substrato.
Trabalho anterior dos mesmos autores descreve a fase dcida, realizada a 30°C, por
fermentagdo a partir de enzimas de microrganismos da flora natural de fécula de
mandioca. A fase metanogénica, de que trata o presente trabalho, empregou um
reator de leito fixo, mantido entre 32° ¢ 33°C. O indculo foi esterco bovino
previamente digerido em reator de mistura completa. Ap6s alcangar estabilidade,
obteve-se cerca de 85% de redugio do DQO de alimentagéo (6,25g/1). O tempo de
residéncia hidr4ulico médio foi de 3,5 dias e segundo o modelo de Contois parece
ndo haver previsdo de aumento de produgdo gasosa com tempo de residéncia
hidraulico superior a 5 dias. A produgfio de metano foi de 0,43 l/g de DQO
consumido, o que representa 60% do rendimento teérico. O teor minimo de metano
no gés foi de 92%, valor bastante superior aos dados da literatura. A tentativa de
adaptagdo da mctanogénese ao cianeto, cuja presenga em 4gua residual de
industrializagdo de mandioca no Brasil ultrapassa os 100 ppm, resultou invidvel. A
adigdo de 50 ppm dc CN na forma de sal-sédico ocasionou imediata paralizagdo da

produgao de gas, devida a inibigdo de parte dos microrganismos presentes.

INTRODUCAO

A literatura sobre tratamento anaerébio de
residuos liquidos tem dedicado grande atengio
aos reatores-de fluxo ascendente. Entretanto esse
modelo nem sempre é o mais indicado para alguns
tipos de residuos liquidos, como de inddstrias
processadoras de plantas amil4ceas, para os quals
a degradabilidade ¢ tdo répida que pode ocasio-
nar a acidificagio da coluna.

- Ghosh & Pohland (7) comentam que o pro-

jeto tradicional dos reatores de digestao anaer6-
bia coloca os dois grupos de microrganismos (aci-
dogénicos e metanogénicos) no mesmo ambiente
fisico e quimico. Conseqilentemente a operagio
desses processos dependia inteiramente das ca-
racteristicas de sensibilidade e cinética de cresci-
mento das bactérias metanogénicas, com tempo
de geragido estimado entre 2 e 11 dias sob condi-
¢bes do processo convencional. Além disso, outra
desvantagem deve-se a possibilidade de desequi-
Ifbrio na atividade dos microrganismos formado-

1 Depto. de Tecnol. dos Prods. Agropccuénos, Faculdade de Ciéncias AgronOmicas, UNESP - Caixa Postal 237, 18600

Botucatu SP, Brasil

2 Instituto de Agroqu:mlca y Tecnologia de Alimentos, Jaime Roig, 11, Valencia, Espanha
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res de 4cidos e metano, cujo controle e prevengio

pode ser dificil, ou mesmo impossivel, levando ao -

colapso do processo.

Alguns pesquisadores, reconhecendo as di-
ferengas fisioldgicas entre os dois grupos de mi-
crorganismos sugeriram a necessidade da separa-
o fisica do processo de digestdo anaer6bia em
distintos reatores. Com. este modelo é possivel
manter condigdes 6timas de desenvolvimento pa-
ra cada grupo, melhorando em geral o desempe-
nho do processo.

Para Zeevalkink & Maaskant (17) a digestao
anaerdbia é adequada ao tratamento de efluentes
facilmente degradaveis e portanto para efluentes
de indistrias de amido. As dificuldades encontra-
das, porém, sdo vérias. Quando emprega-se re-
ator de fluxo ascendente, torna-se dificil ¢ onero-
so manter o pH dentro dos limites de seguranga.
Os reatores que operam com residuos amildceos
costumam apresentar baixa taxa de aplicagio e
dificuldades na separagdo da biomassa, que se
traduz na perda de lodo e instabilidade.

Staffanstorp (15) comenta que varios mode-
los de reatores tém sido propostgs para tratamen-
to de 4guas residudrias de inddstrias de extragio
de amido. Citam os resultados obtidos pelo uso de
reator de contacto (mistura completa), com reci-
clo, no tratamento de efluentes de processamento
de milho.

A batata ¢ bastante utilizada na Europa co-
mo matéria prima para extragio de fécula. A
modernizagdo destas inddstrias, adotando pro-
cessos tecnoldgicos adequados, tem diminuido a
porcentagem de amido que € arrastado para as
dguas residuais, diminuindo também o seu volu-
me. Os subprodutos sdo economicamente utiliza-
dos devido ao alto teor proteico, em alimentagio
animal e humana e na fabricagdo de um tipo de
xarope de melago para alimentagio animal, dimi-
nuindo assim-os custos do sistema de tratamento
(13).

Hemens & cols (9) lembram que os residuos
resultantes da produgédo de amido e seus deriva-
dos a partir do'mitho, contém quantidades consi-
derdveis de materiais fermentesciveis e portanto
uma clevada demanda de oxigénio. A literatura
mostra que esses efluentes podem scr satisfatoria-
mente tratados por processos aer6bios, Caso ndo
seja possivel o tratamento, a disposigao final desse
resfduo pode-se constituir em sério problema. Os
mesmos autores citam que até 1962 esses residuos

vinham sendo dispostos em lagoas ou solos poro-

so0s, provocando o desenvolvimento de odores in-
desejéveis, mas que é possivel seu tratamento
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através de reator modelo CLARIGESTER, que
combina um tanque de sedimentagéo e um diges-
tor de manta de lodo, obtendo-se 90% de redugio
do DQO do efluente com tempo de retengio
hidrdulico de 2,5 a 4,5 dias, operando a
23°C.

Anrain (2) cita que entre as atividades cau-
sadoras de degradagdo ambiental no Estado de
Santa Catarina, destacam-se as fecularias, cujos
efluentes de caracteristicas predominantemente
organicas com elevados teores de DQO e DBO,
sdo responséveis por graves danos a faunae a flora
dos corpos de 4gua, onde sdo inadequadamente
langados. As unidades em geral sdo de pequeno e
médio porte, e neste caso o tratamento dos efluen-
tes implica em grandes investimentos. A autora
utilizou o sistema - UASB, por ser usado com
sucesso em indistrias similares na Europa.

Além da elevada carga orgénica comum a
cfluentes amil4ceos, a d4gua residual de indastrias
de processamento da mandioca € também téxica,
principalmente pela presenga da linamarina, glu-
cosfdeo encontrado na mandioca e que, segundo
Godoy (6) d4 origem A glicose, acetona e 4cido
cianidrico. A enzima linamarase ocorre na pré-
pria planta, mas a hidrélise pode também ser
realizada por enzimas microbianas (6, 10) ou ain-
da por agentes fisicos e quimicos (12).

Yang & col (16) relatam o efeito do ion
cianeto na fermentagdo metanogénica a 35°C,
com tempo de retengdo hidraulico de 50 dias,
empregando-se culturas alimentadas com acetato
como (nica fonte de carbono. Para cianeto origi-
nério de efluentes de inddstrias galvanométricas,
o limite de inibigéo foi de 1 mg/l,

Smith, Lequerica & Hart (14) estudaram o
efeito inibitério de NaCN no crescimento e meta-
bolismo de Methanosarsina berkeri 227, tendo
comprovado a agdo do CN” em bactérias metano-
génicas crescendo em acetato. O mecanismo da
inibigdo estaria dirigido especificamente ao cata-
Lolismo, porque o crescimento ¢ mctanogénese
em H2-CO2 e metanol ndo foram inibidos. Entre-
tanto, segundo os autores, o cianeto nio tem agio
especifica e seu efeito “in vivo” na metanogénese
néo foi relatado,

O objetivo do trabalho foi de avaliar o efeito
do fon cianeto no modelo de fermentagio meta-
nogénica-adotado, como tentativa de extrapolar
os resultados para o tratamento de dgua residual
de mandioca, que possui teores elevados deste
téxico. Na programagio elaborada, uma vez al-
cangada a condigdo de estabilidade do reator, era
intengéo introduzir o radical cianeto (na forma de
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ciancto de sodio) em concentragdes crescentes
através do substrato obtidos em fermentagio 4ci-
darelatada em trabalho anterior de Cereda & col

4).
MATERIAL E METODOS

O reator foi uma coluna de plexiglas, com
volume ttil de 6,5 1, recheada de anéis de plastico
de PVC rigido de 3 x 2 cm de didmetro. A coluna
era alimentada através de uma bomba peristaltica
que garantia a manutengéo regular do fluxo. A
coluna era dotada de parede dupla, através da
qual circulava 4gua mantida A temperatura con-
trolada (32-33°C); a saida dos gases era adaptada
a gasOmetro tipo telescdpio, no qual era medida a
produgio gasosa. A leitura da temperatura da
coluna era feita através de termdmetro cujo bulbo
estava imerso na coluna,

O substrato foi uma suspensdo de amido de
batata e sais, com a seguinte composi¢io (g maté-
ria seca/litro): 1,71 a 9,49 g dc amido, 1,23 g
NH4CI; 0,37 g de K2HPOg; 0,07 g de KH2POq,
0,17 g de NasS. A suspensio foi submetida a fer-
mentagio natural a 30°C, pH 5,5 2 6,0 (Cereda &
col, 3), razdo pela qual as quantidades de amido
digeridas foram varidveis. O substrato obtido
apresentou DQO de 4,57 a 10,69 mg/l, com valor
médio de 7,34 ¢ a seguinte composic¢io (g/1) média
(méxima e minima) em 4cidos orgnicos (média
de 9 fermentagdes):

acético 1,60 (0,65-3,09);
propidnico 1,46 (0,23-2,29);
butfrico 0,69 (0,09-1,58);

iso-valérico 0,03 (0,01-0,16);
valérico 0,06 (0,02-0,30).

O substrato previamente fermentado, dilui-
doavalores de DQO aoredor de 5gDQO/le com
pH ajustado a 7,0 era bombeado até a extremida-
de interior da coluna metanogénica, ocasionando
safda de igual volume de efluente. A coluna fun-
cionou de forma continua por 5 semanas com
tempos de residéncia hidraulicos (8) variando de
3,07 a 4,14 dias.

No substrato e efluente eram feitas periodi-
camente determinagdes de pH ¢ demanda quimi-
ca de oxigénio (DQQO), permitindo que por clcu-
lo fosse avaliado 0 DQO consumido. A medida da
produgdo gasosa era feita pela elevagio da cam-
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pana coletora e a amostragem na ligagio entre
reator ¢ gasOmetro, através de seringas apropria-

- das. .

Foi programada a adiagdo gradual de ciane-
to de s6dio ao reator, juntamente com o substrato,
nas dosagens de 50 a 250 ppm, com intervalos de
adaptagdo de 3 vezes o tempo de residéncia hi-
draulico. O inicio da adigdo de cianeto foi feita a
partir do reator estabilizado.

A determinagdo de metano no gés foi feita
por cromatografia gasosa em aparelho Perkin El-
mer modelo 116E, dotado-de detector de condu-
tibilidade térmica, através de técnica descrita por
Mindrup (11). As anélises eram feitas em triplica-
ta e comparadas com amostras de gases padrdes
de concentragdo conhecida.

Para determinar a demanda quimica de oxi-

~ génio, utilizou-se a metodologia de dicromato de

potéssio (Apha, (1)), modificado pela substitui-
¢do da digestao por refluxo por digestio a 150°C,
por duas horas em tubos fechados por tampa de
rosca (Sovirel n® 15). O valor do pH foi determi-
nado por método potenciométrico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O reator funcionou em condigGes de relativa
estabilidade pelo periodo de 5 semanas (Tabela
1). O fluxo de alimentagdo variou de 1,57 a 2,12
litros/dia, ocasionando flutuagio do valor do tem-
pode retengéo hidraulica (TRH). Influiu também
o fato de que a carga orgénica variou, uma vez que
o substrato era obtido por fermentagdo natural,
como € possivel observar na Tabela 1, pelos valo-
res de carga de entrada (DQOe). Os valores mé-
dios apresentados na mesma Tabela mostram que
o indice de tratamento (redugdo DQO) sempre
esteve acima de 70%, obtendo-se o valor méximo
de 89,45%, que pode ser considerado muito bom,
uma vez que foi obtido em um perfodo onde o
TRH apresentou o menor valor de témpo aplica-
do ao reator. O valor obtido para tratamento é
compardvel aos valores citados na literatura para
condigdes semelhantes. Hemens & col (9) citam
redugbes de 90% de DQO, com de 2,5 a 4,5 dias,
operando reator de fluxo ascendente alimentado
com resfduo lquido de indtstria de extragio de
amido de mitho. :

O grau de tratamento obtido pode ainda ser
considerado bom, uma vez que a carga (DQOe¢)
aplicada foi mais elevada que a empregada por
Staffanstorp (15) com efluente de inddstria de
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Tabela 1 - Médias semanais de resultados obtidos em fase metanogénica conduzida em reator de leito fixo, alimentado com
substrato de fécula de batata estabilizada por fermentagiio prévia (32-33°C).

Semanas DQOe DQOs F(I/d) Vgds(l/d) Dias CHi(92%)

g DQOd 1.CH4 1.CH4 Redugdo DQO

L. (DQOe -DQOs).F gDQOe gDQOd %
12 10,16 1,57 1,82 4,40 3,57 4,05 8,59 0,22 0,47 84,55
22 5,76 1,50 1,57 2,56 4,14 2,36 6,69 0,26 0,35 73,35
3 5,78 0,61 2,12 445 3,07 4,09 10,96 0,33 0,37 89,45
42 4,42 0,57 1,80 4,43 3,61 4,08 6,93 0,51 0,59 87,10
50 5,20 0,63 1,97 3,67 3,30 3,38 9,00 - 0,65 0,38 87,88
Valor 6,26 0,98 1,86 - 3,90 3,54 3,59 8,43 0,39 0,43 84,67
Médio

DQOs = substrato DQOe = cflucnte DQOd = destruido

trigo tratado em reator de contacto com reciclo,
em condigbes semelhantes de temperatura. Com o
uma carga variando de 0,6 a 3,4 g de DQO/], o 0,54
autor obteve em média 71,0% de redugado, com S o4
rendimento de 0,511de gas/g de DQO e, contendo S o
68% de metano, Zeevalkin & Maaskant (17), tra- 3 0o
tando 4gua residual de inddstria de extragdo de 3
amido de milho em reator de fluxo ascendente em ,
separagdo de fases, com carga e temperatura se- 0 | H
melhante ao adotado, obtiveram 0,36 1 de gas/g de
DQO, com 60 a 80% de metano.

Nas condigoes de laboratdrio, observa-se na
Tabela 1 que os rendimentos de gis atingiram seu
méximo na 4?2 semana, com 0,59 I de metano/g de
DQO destruida.

Para liquido residual de fecularias de man-
dioca, Anrain (2) usou reator de fluxo ascendente,
ajustando o pH do residuo a 7,0, na alimentagao.
Operando 2 temperatura semelhante 3 adotada
no trabalho, DQO de entrada de 6,15 g/l, conse-
guiu redugdes de 90% com TRH de’ dois dias. O
rendimento de gés foi baixo, com 0,44 1 de gis/g

0,14

L]
3 4 _ 5 é 7 dias
TEMPO DE RESIDENCIA HIDRAULICA

Figura 1 - Producéo de gds, por grama de DQO de alimenta-
¢do (DQOe), em relagdo ao tempo de residéncia hidrdulica,
em reator de leito fixo alimentado com substrato de fécula de
batata fermentada (32-33°C).

de alimentagéo segue as previsdes do modelo de
Contois, na forma proposta por Chen & Hashimo-

de DQO de entrada.

Alto rendimento de gés em geral ¢ incompa-
tivel com alto grau de tratamento, uma vez que
requer tempo de retengao hidréulica mais prolon-
gado. Na Figura 1, que expressa .a variagdo do
rendimento de gs em relagdo a variagdo do tem-
po de residéncia hidraulica observa-se que para
os valores de TRH obtidos, a produgio de gas,
expressa em litros de metano por grama de DQO
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to (5). Considerando-se vélido o modelo, ndo ha-
veria aumento na produgdo de gis com TRH
superior a 5 dias, embora o grau de tratamento do
resfduo provavelmente aumente.

Uma vez alcangada a estabilidade, foram
adicionados 50 ppm de cianeto de s6dio ao subs-
trato. A coluna sofreu paralizagdo imediata da
produgéo gasosa, levando a suspensio do progra-
ma pré-estabelecido. Apesar da paralizagdo da
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coluna, quanto & produgdo de gés, resultados do
cultivo dos microrganismos (Cereda & col, 2)
evidenciaram que encontravam-se inibidos, As
contagens efetuadas antes ¢ ap6s a adigdo de CN”
mostraram uma redugio geral de cerca de 10%.
A maior diferenga encontrada foi no grupo de
formadores precoces de gés, provavelmente Clos-
tridium sp. Esses resultados encontraram com-
provagao c¢m rclatos da literatura sobre inibigio
de bactérias metanogénicas por fon cianeto e sua
recuperagao.

Os resultados obtidos sdo compardveis aos
relatados por Yang & col (16) que observaram em
tratamento de residuos que continham 4gua de
processos galvanométricos que a metanogénese
pode aclimatar-se e remover cianceto em concen-
tragdes superiores aquelas consideradas lctais.
Com aclimatagdo os filtros anacrébios resistem
melhor e podem suportar 20 a 40 mg/l de cianeto,
sem inibigao na produgio de metano. Uma dose
tnica de 700 mg/l em um reator aclimatado com
um dia de tempo de retengéo hidraulica provocou
imediata e severa inibi¢do na produgio de meta-
no, recuperando-se ao final de 4 dias a produgio
normal. Conclui-se que o sistema nio estava
“morto”, mas sim inibido, com a biomassa do
sistema bloqueada porém vidvel, até que ocorra a
destoxicagdo ou aclimatagio. Quando o liquido
que contém CN” era removido e substituido por
igual volume sem toxico, o sistema se recuperava
mais rapidamente do que quando o CN™ perma-
necia.

Os resultados de Smith, Lequerica & Hart
(14), detalham o mecanismo dc agdo do téxico e
mostras que NaCN (10mM) inibiu o catabolismo
de grupos metilicos 8 CH4 ¢ CO2 mas ndo inibiram
a metanogénese de metanol, CO3, e outros subs-
tratos. Os resultados apontam o CN como inibi-
dor “ in vivo” da desidrogenase do CO.

Pode-se concluir que além de que a micro-
flora do reator ndo se encontrava adaptada ao
cianeto, como ocorre com 0s microrganismos das
dguas residuais de fecularias de mandioca no Bra-
sil, resta o fato de que o ciancto na forma de sal
de s6dio tem um comportamento muito diferente
do glucocianeto da mandioca. Nesta o radical
cianeto esta preso ao radical orgnico através de
uma ligagdo beta, e sabe-se que ¢ menor o niimero
de microrganismos que possuem enzima capaz de
desfazer essa ligagdo. Assim, parece que a hidr6-
lise do glucosideo cianogénico da mandioca ocor-
re mais lentamente, permitindo que ocorra uma
adaptagdo. Comprovam esse fato o trabalho de
Anrain (2), onde constatou-se a viabilidade da
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digestdo anaerébia de dgua residual de indistrias
de processamento de mandioca com teores muito
acima dos 50 ppm usados no presente tra-
batho.

SUMMARY

A two-phase anaerobic treatment of starch
suspensions II, Methanogenic phase. Influence
of CN" addition

A liquid waste from cassava processing
plants was simulated using potato starch and mi-
nerals. Anaerobic digestion in separate phases
was chosen due to waste characteristics. The
starchy liquid waste was easy fermented causing
an accumulation in volatile acids. This fact causes
lower hydraulic retention time in the acid phase
than in the methanogenic one and the anaerobic
treatment was affected. A previous paper by the
same authors describes the acid phase at 30°C
fermented by natural microorganisms from cassa-
va starch. The methanogenic phase discussed in
tLis paper, used an up flow fixed-bed reactor of
6,5 1, kept between 32-33°C. The substrate was
adjusted to 7,0. The innoculum was sludge from a
completly mixed reactor feed with cattle manure.
The reactor was functioned by 5 weeks and after
reaching stability an 85% reduction in COD (6,25
g/l) was observed. The average time of hydraulic
retention was 3,5 days; and according to Contois
model it seems not to have growing prevision of
gas rate production in more than 5 days of hydrau-
lic retention time. The methane production mesu-
red by cromatographic method was 0,43 /g of
consumed COD what represents 60% of the theo-
retical rate. The minimum amount of methane in
gas was 92%, much higher than those present in
literature, but adequated to the reactor modell
adapted. The attempt to adapt methanogensis to
cyanide, which content in liquid waste from-cas-
sava industrialization is above 100 ppm, was infea-
sible. The addition of 50 ppm of CN™ as a sodium
salt caused an imediate paralyzation in g4s pro-
duction as a consequence of partial inhibition in
microbial activity. The microrganisms examina-
tion showed that the inhibition was due to 10% of

- the total .number and to acidogenic prior than

methanogenic microorganisms. This action stop-
ped the methanogenic to receive the substract for
the anaerdbic process.
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MODELLING ALCOITOL PRODUCTION AND CELL VIABILITY IN A CASCADE
REACTOR WITH IMMOBILIZED CELLS

Aldo A. Milanese-Rubilar!
Francisco Maugeri1

SUMMARY

Alcohol production and cell viability performance were modclized in a cascade

- reactor with cells immobilized in polycthylene foam. Alcohol production could be

predicted with a model based on apparent kinctic constants related to the free cells

in the reactor cffluent. Viability of cells was shown to be a function of both cthanol

concentration and cell residence time in the reactor. The models are quite simple
with kinctic constants, readily obtained {rom continuous culture data.

INTRODUCTION

The use of immobilized cells in alcoholic
fermentation has been studied by many authors in
recent years. Many advantages of this system have
been described, high cell density in the reactor
and high ethanol productivity being the most im-
portant ones. Natural polymers, like carrageenan
and Ca alginate, have been most frequently used
because they are easy to prepare and allow for the
immobilization of living cclls (4, 5, 6, 9). However,
some authors (1, 2, 3) have been studying
polycthylene foam as support for cell immobi-
lization. This technique was shown to be promis-
ing because it is quite simple (immobilization
takes place by natural attachement to the support)
and leads to high productivities and high cell den-
sities. Modelling of ethanol production by immo-
bilized cells has been carried out recently with
special attention to the internal and external mass
transfer (5, 8, 12). However, there has not been
much attention given to the viability of cells and
its relation to the cthanol production. The objec-
tive of the present work is the modelling of ethanol
production in a cascade reactor with cells immo-

bilized in polyethylene foam, without taking into
account mass transfer and diffusion problems.
The model is based on frec cells, ethanol and
substrate concentrations in the effluent. A

model for the free cells viability was also
developed.
MATERIALS AND METHODS

Microorganism - The yeast strain used in this
work was Saccharomyces cerevisiae 1Z-888 from
the Instituto Zimotécnico of the ESALQ,
Piracicaba, Brazil.

Medium — A semij-syntethic medium was
used containing 150%.1'1 of sucrose, 1,0g.1" of
yeast extract, 2,0gl” of KH2POQy4, 10.0g.l'1 of
(NH4)2804 and 1.5gI1" of MgSO47H20. After
sterilization at 120°C for 15 min., 10ppm of Buzan
887, a bactericide from Buckman Laboratério
Ltda., was added to the medium.

Culture conditions — The temperature was
33°C and the pH at the inlet was 4.5.°

1. Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP, 13081 Campinas SP, Brazil
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1. Medium reservoir

Figure 1 — The cascade reactor.

Reactor - The reactor is shown in Figure 1. 1t
contains six stages, each containing one litre
volume bed of 5mm cubes of polyethylene foam.
A centrifugal pump promotes homogeneization at
each stage. The working volume considered at
each stage was 1,275ml.

Immobilization — The immobilization was
carried out by natural attachment of the cells to
the polyethylenc foam.

' Biomass determination - Biomass dry
weights were performed using 0.45m pore Sar-
torius membranes, dried in a vacuum oven at 60°C
for 24h,

Substrate determination — Sucrose was deter-
mined by the dinitrosalicylic acid method,
described by Miller (11), after previous hydrolisis
with 1IN HCl at 100°C for 10 min.

Ethanol determination — The ethanol was
determined by gas chromatography, using butanol
as the internal standard.

Viability ~ Yeast viability was estimated by
the method described by Lee et al. (7).

Steady state — Determination of steady state

2. Feed pump

3. Recycling pump
4. Reactor stages
8. Outlet gas

6. Effluent

in the reactor was carried out by means of the CO2
produced and measured during a given time inter-
val. It was considered that steady state had been
achieved when the CO2 production rate was con-
stant. ,

RESULTS AND DISCUSSION

Modelling cell growth and ethanol production
-~ The reactor was operated with increasing dilu-
tion rate from 0.054h™ up to 0.84h™%, considering
an individual stage. The experimental results ob-
tained are shown in Figure 2. Biomass concentra-’
tion represents only the free cells in the reactor,
the immobilized cells were not considered for
modelling purpose. The cell concentration (X)
increases from stage to stage but decreases with
increasing dilution rate (D). Substrate concentra-
tion (S) and viability (V) increase with increasing
D. Maximun conversion, about 75%, was achieved
at D equal to 0. 054! and the viability is almost
100% at a dilution rate greater than 0. 3hl, The
ethanol concentration (P) increases from stage to
stage and decreases with increiismg D. Thc maxi-
mun concentratlon was44.7g.1" at the 6' stage for
D equal to 0. 054h™%,
The model that best fitted the experimental

data is represented by the following equation:
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Figure 2 - Effects of the dilution rate (D) on the biomass (X), substrate (S), and ethanol (P) concentrations and on the viability

(V%), in each stage (1-6).

app  app S

Pmax-1)*
U ='“max ( max )

Ks + S P

™

where 4®PP is a hypothetical specific growth rate,
#eBE  a constant that has a practical meaning as
the critical #®PP value when P = Ppax and r
depends on the inhibiton effects.

The constants 455 , Pmax and r were deter-
mined by plotting In #®PP vs In (Pmax/P-1), con-
sidering S/(Ky +S) equal to 1-(Figure 3).

The value of Pmax was found according to the
best correlation obtained from the linear regres-
sion of the data. v

It was previously verified (10) by means of
stimulus-response techniques, that each reactor
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=
-

v {(36-1)
P

. Figure 3 — Graphical determination of the kinetic constants,
,ua'w;x' Pmaxand r.

stage acted as a CSTR. Then, the cell mass

balance in each stage at lhe steady state gives the
following equations for 4*F

" DXi.1 - DXi +u?PPiXi = 0
then

L i D (Xi-Xi) @)
: Xi

At the first stage Xi.1 = 0, SO
#*PP =D

Values for #?PP in Figure 3 were determined
from data of all experimental trials, using the
equation 2. Values for #2PP below 0.02h™! were not
considered due to low accuracy. Therefore, the
siope of the curve in Figure 3 gives the r value and
the intercept, u%B8 which are 1.22 and 0.0788h"!,
respectively. The bcst lincar correlation lcads to
Pmax equal to 56g. it

Comparison of the model with experimental
data is shown in Figure 4.

The model predicts quite well the X
values, while the P and S values are slightly
different from the model’s prediction, par-
tlcularly at high %

Modelling cell viability — The model was
developed considering the average cell residence
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Tigure 4 — Comparation of the model with experimental data.

time in each stage, and ethanol ¢oncentration. The
cell residence time is defined as

Te = cell mass in the reactor _ VX

cell with drawn rate FX

However, the reactor has more than one stage, so
that the total cell mass, VX, is represented by V
(X1 +..Xi), since all the stages have the same
working volume. So, the cell residence time for
cells leaving the i™" stage, ¢, is represented by the
cquation (3).

Te] = total cell concentration from 1% toi™ stage

cell with drawn rate at the i"" stage

= V(X1+..+Xi)
TR )

The model that best fitted to the experimental
data is represented by the following equation:

100exp(-c(zciP)™ @
Pmax-P

V% =

Pmax was considered equal to 56g.l'1, as previously
determined, while the other constants, ¢ and m,
were determined taking the double logaritm of
expression (4),
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Figure 6 - Cell viability predicted by the model as a functioa
of the average cell residence fime in cach reactor (7.1) and the
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(V%) _ ¢ @em” N
In =
100 PrmaxP

and

1n (-1n (V%)) = 1nC + m1n (Téi'P)
100 Pmax - P
(©)

and plotting In(~1n (V%) vs 1n’ (zcip) as shown
10 ~P__-P

m

in Figure 5.

The slope of the curve gives the m value and the
intercept, the ¢ value, which are 0.0047 and 0.953,
respectively. ,

The tridimensional graphic shown in Figure
6 represents the variation of cell viability as func-
tion of the cell residence time and ethanol con-
centration, as predicted by equation (4).

It can be seen from Figure 6 that with in-
creased ethanol concentration and increased cell
residence time in the reactor, cell viability is
decreased. ,

Nomenclature

constant (model for cell viability)
dilution rate (h'l) ’ ‘
substrate limitation constant (g.I™!)
exponent of the model for cell viability
ethanol concentration
ax €thanol concentration above which cells do
not produce ethanol (g.l'l)
exponent of product inhibition term (model
for immobilized cells)
substrate concentration (g.l'l)
cell viability percentage
cell concentration (g.™!)
working volume (1)
flow rate (l.hjl)

MU RUe

(Y

R

Greek letters

4% apparent specific growth rate (h?)

Mapp critical apparent specific growth rate (h'l)
Tc cell residence time (h)

Subscripts ,
i indicates the reactor stage (1to 6)
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RESUMO

A produgio de 4lcool e a viabilidade celular
foram modeclizadas em reator cascata com células
imobilizadas em esponja de polictileno. A
produgio de 4lcool pode ser prevista a partir de
um modelo baseado em constantes cinéticas
aparentes, relacionadas as células livres presentes
no cfluente do reator. A viabilidade mostrou ser
fungdo tanto da concentragio alcéolica como do
tempo de residéncia celular no reator. Ambos
modelos sdo simples, com constantes cinéticas
facilmente obtidas a partir de dados de culturas
contfnuas.
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PRODUCAO DE BIOMASSA DE SPIRULINA MAXIMA PARA ALIMENTACAO
HUMANA E ANIMAL

Rogério Lacaz Ruiz!
Eduardo do Nascimento Més?

RESUMO

Spirulina maxima 6 uma cianobactéria filamentosa pluricelular fotossintetizante;
cresce naturalmente em lagos alcalinos com altas concentragbes de sais. Sua
biomassa é extrafda do Lago Texcoco (México) e Lago Tchad (Tchad) e consumida
como suplemento proteico. A partir da década de 70 scu cultivo foi otimizado no
Lago Texcoco incluindo-se um sistcma de bombeamento para agitagao da cultura,
Posteriormentc a biomassa ¢ entdo concentrada, pasteurizada, filtrada, lavada e seca
(processo scmi-natural). Muitos paises (e.g. Itdlia, Japdo, EUA) iniciaram a
produgio utilizando meio de cultura definido (sintético). A produgdo de biomassa
desta cianobactéria é resumidamente descrita nesta revisio, e sua utilizagdo como
fonte proteica alternativa nio pode ser desprezada pelos paises carentes de

alimentos.

INTRODUGAO

A necessidade proteica ¢ uma constante na
alimentagfo humana e animal. Se conseguirmos
produzir maior quantidade de proteina por 4rea
em fungido do tempo e satisfazer.as necessidades
proteicas minimas de animais, e em Gltima anélise
do homem, ¢ razoavel que ndo descartemos este
fato como possivel solugdo para o problema da
fome em algumas regides (Ciferri, 1983).

A produgio de proteina de microrganismos
cultivados “in vitro” para alimentacdo € uma via
alternativa de disponibilidade de fonte proteica.
Este tipo de proteina é conhecida como proteina
unicelular, do inglés “single cell protein” (SCP), e
abrange os fungos, as algas, as bactérias e, par-
ticularmente as cianobactérias  (Litchfield,
1977).

Tacon & Jackson (1985) enumeraram as se-
guintes vantagens'das cianobdctérias como fonte
alternativa proteica: 1. capazes de utilizar fontes
de carbono inorgénico e orginico; 2. possuem em
torno de 40-70% de proteina bruta em fungio da
espécie; 3. tempo de geragdo curto em condigbes
6timas (bactéria dobra a biomassa em 0,5-2h, le-
vedura em 1-3h e alga 2-6h); 4. facilmente cultiva-
das em pequenas 4reas com produgdo continua;
5. passiveis de manipulagdo genética para alterar
a composigdo nutricional desejada.

Tomemos entio o caso singular das Spirulina
spp., que possuem de 50% a 72% de proteina
bruta na matéria seca, com uma produgio de até
20g/metro quadrado/d (Clément, 1975; Oron et
alii, 1979).

Existem atualmente no mundo quatro inds-
trias que produzem espirulina em larga escala:
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uma no Japdo, uma na China, uma na Tailindia e
uma no México, sendo que a tltima produz 200
toncladas dessa cianobactéria seca por ano (Ya-
nagimoto & Saitoh, 1982).

Classificacgiio de Spirulina maxima

Spirulina maxima é uha cianobactéria fila-
mentosa pluricelular fotoaut6trofa, de ambiente
aquitico de elevada salinidade e alcalinidade, nio
heterocistada, que se divide somente em um pla-
no, compreendida na Segéo ITI de RIPPKA et alii
(1979) com teores de guanina e citosina (G+C
mol%) igual a 44-54,

Segundo Florenzano (1984), as espirulinas
ndo fixam nitrogénio.

Misheskaya et alii (1983) encontraram na
parede celular de Spirulina maxima lipopolissaca-
rideos das bactérias gram negativas, diferindo so-
mente na auséncia do 4cido beta-hidroximirfstico.
Também na parede celular de Spirulina maxima,
Kataoka & Misaki (1983) encontraram 56% de
proteina, 22% de lipideos, e 10% de carbaidratos
(D-glucose [6,1%]; D-galactose [27,8%]; D-xi-
lose [5,6%)] e pequena percentagem de L-ram-
nose).

Distribuicéo geograifica

As espirulinas vivem em meios liquidos es-
pecificos ricos em sais minerais compostos prin-
cipalmente por bicarbonato e carbonato de s6dio,
com pH de 8 a 11. As regides propicias sio as
tropicais e subtropicais quentes e ensolaradas.
Isoladas no México, Tchad, Eti6pia, Quénia, Zai-
re, Zambia, etc., constituindo um dos raros exem-
plos de cianobactérias continentais utilizadas na-
turalmente como alimento humano e animal. (Ab-
din El Sherif & Clément, 1982).

Em outras regides do globo, como na Repi-
blica Arabe do Egito, foram isoladas no ano de
. 1977 espécies de espirulina crescendo em estado
natural. Os lagos. Abou Gobara e El Khadra, si-
tuados na depressio de Wadi el Natroun no nor-
deste egipcio, sdo somente explorados pela rique-
za salina, poderdo ter mais uma fonte de proteina
como a espirulina conforme estudos de Abdin El
Sherif & Clément (1982).

Espirulina como alimento
O interesse suscitado pela pesquisa de novas

fontes de protefna levou numerosos pesquisado-
res a estudar as Spirulina spp., ja utilizada como
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alimento no México e Africa desde tempos ime-
moréveis. Possui elevados teores protéicos, con-
tendo todos os amino4cidos essenciais em pro-
porgdes que satisfazem as recomendagdes da
Food and Agriculture Organization (FAO), exce-
to metionina, cujos niveis estdo abaixo dos reque-
ridos para 0 homem (Kosaric et alii, 1974).

O uso de Spirulina spp. na dieta humana e
ragdo animal ja foi descrito na literatura. Os se-
guintes casos merecem citagdo, pois ilustram bem
a diversidade de experimentos e descobertas ja
realizadas.

A biomassa de espirulina seca era consumi-
da pela populagado asteca residente nas proximi-
<!ades do Lago Texcoco na época da colonizagio
espanhola. Tenochtildn (atual cidade do México),
densamente povoada na época da colonizagdo
espanhola, possufa pragas e mercados onde a es-
pirulina era vendida com o nome de “tecuitlatl”
Diaz Del Castillo (1983).

Uma série dc textos histéricos abordam o
tema do tecuitlatl, posteriores a Diaz Del Castillo
e estdo reunidos em Farrar (1966). Neste artigo, o
autor cita a solugdo de continuidade no costume
de ingerir espirulina e responsabilidade a ocupa-
¢do espanhola, que trouxe novos habitos, associa-
da aos repetidos surtos de doengas nos nativos,
como principais causas do abandono no consumo
do tecuitlatl.

No estado natural, as espirulinas cresciam
nas 4guas alcalinas do Lago Texcoco, ricas em
bicarbonato e carbonato, formando aglomerados
de biomassa na superficie da 4gua. Esta biomassa
era entdo recolhida com ajuda de uma malha de
tecido e seca ao sol na superficie das pedras e
consumida com o nome de “tecuitlatl” i.e. excreta

de pedras no dialeto local (Clément, 1975).

A espécie Spirulina maxima existe atualmen-
te em estado semi-natural no lago Texcoco, e vem
sendo extraida por uma indistria que produzuma
tonelada por dia de matéria seca. Seu cultivo, a
semelhanga do estado semi-natural, é feito em
meio sintético e dependente de grande superficie
de exposigdo a luz. Etapas sucessivas de concen-
tragdo, pasteurizagao, filtragao e lavagem, segui-
da de secagem, sdo realizadas na obtengdo de um
produto final rico em pigmentos carotenoides ¢
proteina (Durand-Chastel, 1980).

Segundo Asturias (1977) a espirulina esteve
esquecida durante cinco séculos, i.e. desde que os
costumes europeus chegaram ao continente ame-
ricano. Em 1967, ténicos do Institut Frangais du
Pétrole (IFP) forneceram assessoria 3 companhia
Texcoco Sosa SA, que, a partir de setembro de
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1972, produz 1 ton/d de espirulina seca e pasteu-
rizada. Tecuitlatl - assim denominavam os nativos
a espirulina - ressurge como uma nova riqueza na
regido, sendo seu uso bastante difundido na ali-
mentagdo mexicana atual.

O continente africano possui uma grande
quantidade de lagos salgados (Beadle, 1974) € o
primeiro relato de que se tem noticia da presenga
de espirulina nestes lagos foi o de Jenkin (1929).
Em uma carta ao editor da Nature, comenta suas
observagdes nos lagos alcalinos do Vale Rift no
Quenia. Notificou a presenga de Spirulina sp. nos
lagos Crater, Elmenteita ¢ Nakury, e no interior
do estdmago de um flamingo.

Rich (1931) justificou a presenga de Arthros-
pira (=Spirulina) platensis nos lagos do Vale Rift
no leste de Africa como principal fonte alimentar
de pequenos flamingos (Phoenicopteca sp.) habi-
tantes desta regido. Comentando o artigo de Jen-
kin (1929), acrescentou o ciclo completo de maté-
‘ria orgénica na cadeia alimentar, envolvendo a
espirulina. As cianobactérias sio ingeridas pelos
copépodos ou pelos cladoceros, que posterior-
mente servem de alimento aos peixcs ¢ finalmente
as aves.

Em 1940, Dangeard rclatou a presenga de
Arthrospira ( = Spirulina) platensis no Lago Tchad
na entdo Africa Equatorial Francesa, hoje Repi-
blica do Tchad. Essa biomassa de “alga azul espi-
ralada” era vendida seca em um mercado de Mas-
sacory a 50km do Lago Tchad, para ser entdo
utilizada como molho acompanhante da dicta pa-
drdo de milhete.

Brandily (1959), em um artigo de divulgagio
do potencial das algas microscdpicas, tece alguns
comentérios dos hébitos alimentares da tribo Ka-
nem ao norte do Tchad e, particularmente, 0 mo-
do de manipular a biomassa (“douhé” do Lago
Tchad.

A expedigio liderada por Petiniot que atra-
vessou a Africa, do Oceano Atlintico ao Mar
Vermelho pelo deserto do-Saara, nos anos de
1964-5, teve suas observagdes recolhidas em um
artigo no Nature escrito por Léonard (1966), um
dos participantes da exploragdo. Curiosamente, o
autor tem a preocupagdo meramente descritiva, e
redescobre a espirulina sem saber dos relatos de
Jenkin (1929), Dangeard (1940) e Brandily
(1959). Uma torta verde achatada, vendida com o
nome de “dihe” - descreve o autor - pode ser
comprada no mercado de Fort Lamy, atual N'dja-
mena (Tchad), proveniente de manchas verdes,
que aparecem sazonalmente no Lago Tchad e que
sdo secas e consumidas pela populagdo local.
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Duas amostras, uma do Lago Tchad e outra de
uma lagoa na cidade de Ounianga Kebir, analisa-
das por Compére a pedido de Léonard (1966) sdo
tidas como Spirulina platensis.

Com estas informagdes, tudo leva a crer que
a amostra proveniente do Lago Tchad estudada
por Clément et alii (1967) consiste de Spirulina
DPlatensis e nao Spirulina maxima.

Delpeuch ct alii (1975) e Sautier & Trémo-
licres (1975) efetuaram revisdo que demonstram
o interesse nas pesquisas com a espirulina nesta
regido do planeta e a perspectiva desta fonte pro-
teica natural e o exemplo desta populagio que
praticamente substitui a carne pela espirulina co-
mo fonte de proteina. :

Em 1963, o Institut Frangais du Pétrole (IFP)
iniciou os estudos com espirulina em meio sinté-
tico a partir das observagdes feitas em suas col-
nias na Africa, e concluiu que este microrganismo
possui um crescimento mais rdpido se comparado
as plantas superiores; é rico em protefna - 70%
PB/MS-; vem sendo consumido desde tempos
imemoréveis pelos astecas e tribos do Tchad, sen-
do portanto atéxico {(Clément, 1971). O IFN tem
grande interesse em aproveitar os gases prove-
nicntes da combustdo dos derivados do petréleo
com fonte de carbono para microrganismos fotos-
sintetisantes, visando desta maneira reduzir a po-
luigdo atmosférica por compostos t6xicos e obten-
do uma biomassa que gere oxigénio e repre-
sente uma excelente fonte de proteina alimen-
tar, :
Jacquet (1976) descreve a possibilidade de
utilizagdo de espirulina na nutrigdo humana e
também animal (moluscos, peixes, aves € mamife-
ros).

Garcia-Badell (1985) inclui as Spirulina spp.
entre as algas cultivadas possivel de serem utiliza-
das na dieta humana e ragio para peixes como
fonte proteica.

A espirulina j4 foi testada como complemen-
to na ragdo de vérias espécies. Bicho da seda,
animais de laborat6rio, sufnos, ruminantes, peixes
c aves sao alguns exemplos, conforme observamos
nos seguintes estudos.

Hou & Chen (1981), concluiram que a espi-
rulina liofilizada pode substituir o farelo de soja
em niveis de 20-40% da ragéo de larvas do bicho
da seda (Bombyx moris). A vantagem da espiruli-
na sobre a soja é que nio exige o tratamento
complexo e custoso para retirada de substincias
inibidoras do crescimento, presente nesta legumi-
nosa.

Bourges et alii (1971) testaram a tolerancia
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de ratos de laboratdrios & ingestdo de dieta rica
em espirulina num perfbdo de 100 dias. Nenhuma
anormalidade histolégica foi encontrada em todas
as visceras examinadas.

Chung et alii (1978) produziram biomassa de
espirulina a partir de efluentes de biodigestor
carregados com fezes de suinos. Os objetivos fo-
ram os de verificar a possibilidade deste tipo de
excreta ser utilizado como meio de cultura ¢ tam-
bém o,de analisar a composigao quimico-nutritiva
da biomassa de espirulina produzida nos efluen-
tes de biodigestores com fezes suinas como ali-
mento para ratos de laboratério. Os ratos que
ingeriram espirulina, ndo apresentaram qualquer
alteragdo histopatolégica no figado, pulmaio,
rim, coragdo, bago, estdmago, intestino e
linfonodos.

Devi & Venkataramam (1983) utilizaram es-
pirulina na ragdo com niveis protéicos de 10e 15%
para ratos albinos. Estes autores nio observaram
diferenga no crescimento dos ratos quando com-
parados com o controle sem espirulina. Os niveis
de colesterol reduziram-se de 14% nos animais
com ragdo de 15% PB de espirulina. O efeito
hipocolesterolémico é devido ao 4cido eicosapen-
taendico [EPA], presente neste microrganismo.
Trata-se de um 4cido graxo poli-insaturado capaz
de diminuir os niveis séricos de colesterol (Klaus-
ner, 1986).

Février & Séve (1975) substituiram parcial-
mente a fonte de proteina tradicional da ragio de
leitdes por biomassa seca de Spirulina maxima. Os
niveis de substituigdo ndo podem, segundo estes
autores, exceder 25% da dieta total proteica. Os
leitdes de 1 a S dias sdo mais sensiveis aos niveis
de substituigdo acima de 25%, pois a espirulina
compromete o ganho de peso destes animais por
fornecimento insuficiente de substincias digesti-
veis. Trabalhando também com suinos, Rodler
Cabrera et alii (1975) utilizaram espirulina como
fonte proteica. Concluiram que é:factivel o uso
desta ciano bactéria no arragoamento suino,
considerando porém a necessidade de adi-
cionar lisina sintética como . amino4cido limi-
tante.

Yap et alii (1982), relataram que Spirulina
maxima se mostrou apta para ser oferecida aos
leitdes de 4-8 dias de idade quando fornecida
como 50% da fonte proteica em substituigdo a
soja. Nao houve redugio no ganho de peso quan-
do comparados com animais alimentados i base
de farelo de soja-milho-leite em pd. Os exames
histopatol6gicos dos 6rgaos do trato gastrointes-
tinal, rins, adrenal ¢ fémur nio demonstraram
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qualquer alteragdo anatomopatoldgica.

A espirulina também foi utilizada com suces-
so, como substituta do concentrado proteico na
racdo de bezerros e novilhos (Calderon-Cortés et
alii, 1976).

Matty & Smith (1978), observaram que a
truta arco-iris (Sa/mo gairdnecii) é capaz de se
alimentar de Spinilina maxima a nivel de 40% por
perfodos superiores a 10 semanas sem alteragdes
anatomopatolégicas. O estudo do valor especifico

- da proteina para truta sugere niveis ndo supe-

riores a 25% na ragio para evitar um crescimento
inferior Aqueles dos padrdes zootécnicos.

Atack et alii (1979), com o objetivo de testar
fontes de proteina ndo convencionais, utilizaram
Spirulina maxima como tGnica fonte proteica para
carpa (Cyprinus carpio). Os resultados do experi-
mento demonstraram que Spirulina maxina €
comparével a soja (Glycine max) como fonte pro-
teica, e que existem outros probidticos mais efi-
cientes do ponto de vista microbiolégico e zootéc-
nico, com melhor conversio alimeritar e ganho de
peso. -

Tacon & Jackson (1985), assinalam a possi-
bilidade de se utilizar Spirulina maxima como
fonte proteica para peixes, sendo o aminoécido
essencial limitante a metionina.

Hirano & Suyama(1985) balancearam uma
ragdo para o peixe ayu (Plecoglossus altivelis),
substituindo parcialmente a fonte proteica de fa-
rinha de peixe e farelo de soja por niveis de 50%
de Spirulina sp.. Os resultados do tratamento com
niveis de 50% de cianobactéria demonstram mu-
dangas positivas e caracteristicas na coloragdo de
pele, aumento no ganho de peso, comprimento €
altura, quando comparados com o controle sem
espirulina.

Os salmonideos sdo incapazes de sintetizar
pigmentos e satisfazem as suas necessidades atra-
vés da ingestdo de crustdceos e insetos. Em con-
digdes artificiais de manejo, este pigmento € su-
plementado na ragdo. A utilizagdo de espirulina
dentro deste contexto apresenta a vantagem de
poder ser incorporada na ragio também como
fonte de proteina, lipideo e vitamina. Choubert
(1979) estudando o efeito pigmentante de espiru-
lina, concluiu que a mesma & totalmente eficaz
como fonte de pigmento por este nio ser total-
mente incorporado em truta em niveis satisfaté-
rios (Salmo gairdnerit).

" Klausner (1985) relata em seus estudos as
vantagens de fornecer espirulina-na dieta de sal-
monideos ap6s verificar 0 aumento da proporgio
de fémeas e o atraso na maturidade sexual dos
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machos. Estes dois fendmenos sdo almejados den-
tro da aqiiicultura.

A utilizagao de espirulina como fonte portei-
co-pigmentante na ragdo de aves é amplamente
difundida.

Cuca (1974), obscrvou que a espirulina na
dieta de frangos de corte substitui com éxito os
corantes naturais ou sintéticos adicionados na ra-
¢éo por possuir 1,5g de xantofila por quilograma
de protcina seca, oferecendo vantagem econdmi-
ca ao produtor por se tratar de uma fonte protei-
co-pigmentante.

Sdo as xantofilas (zeaxantina ¢ luteina) pig-
mentos que podem ser utilizados pelas aves, ape-
sar de ndo possuirem nenhuma atividade nutritiva
fisiolégica (Dobon, 1986).

O elevado tcor de protefna (50-60% PB/MS)
e xantofila (1,5g/Kg) fazem da espirulina uma
excelente fonte protcico-pigmentante para galin-
has de postura. Bezares-Sansores et alii, (1976)
utilizaram os niveis de 7,5 e 10,0% na ragdo de
poedciras, proporcionando uma coloragio ama-
rela intensa no bico, tarso e pele, enquanto as
gemas dos ovos ficaram avermelhadas. Nio houve
nenhuma alteragio na taxa de postura, peso mé-
dio dos ovos e conversdo alimentar, Estes fatos
confirmam o poder pigmentante da espirulina pa-
ra aves poedeiras. Niveis inferiores, como os de
2-3% equivalem a 30-45mg de xantofila por quilo-
grama de alimento, o que confere indices acei-
tdveis de coloragio da gema a nivel de
mercado.

Marquez et alii (1974) verificaram que a
substituigdo da soja (Glycine max) por espirulina
(Spirulina maxima) é vantajosa até niveis de 25%,
levando-se em conta o ganho de peso, consumo
de alimento e conversdo alimentar de frango de
corte. )

A adigdo de espirulina a nivel de 5% em
dietas de frango-de corte, confere boa pigmenta-

- ¢do no tarso dos animais e ndo interfere no ganho
de peso e conversao alimentar, Testes com valores
percentuais de 10 a 15% demonstraram que é
necessario um novo balango energético para que
os animais ndo percam peso (Bezares-Sansores et
alii, 1977). -

Brune (1982) administrou Spirulina maxima
como (nica fonte proteica para frangos de corte
e concluiu que: (1) o efeito inibit6rio do cresci-
mento padrdo da linhagem em estudo é compen-
sado total ou parcialmente pela adigdo de vitami-

' na A e suplementagio de metionina; (2) a espiru-

lina se mostrou efetiva como promotora de cres-

cimento ap6s a retirada do extrato etéreo; (3) o
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fator limitante do crescimento provavelmente es-
t4 no extrato etéreo da cianobactéria.

A fragao do extrato etéreo que atua como
fator limitante do crescimento do frango de corte
¢ passivel de ser removida (Vincenzini et alii,
1984).

Composig¢ao quimica

Paoletti et alii (1981) trabalhando com 10
cepas de Spirulina maxima de origem africana e
centro-americana em cultura massiva ao ar li-
vre, obtiveram os seguintes valores médios
percentuais; proteina bruta, 60,0; lipideos,
15,0; carboidratos, 16,0; cmzas, 9,0; éc1dos nu-
cléxcos 4,3,

Podemos observar para]elamente os valores
obtidos por Soeder (1981): proteina bruta, 56,0-
74,0, lipideos totais, 6,0-7,0; lipideos insaponifica-
veis, 1,2; carboidratos, 16,0-18,0; 4cidos nucléicos,
4,0; cinzas, 4,0-5,0.

Dentre as caracteristicas de Spirulina maxi-
ma, podemos assinalar os altos teores de proteina
ue boa qualidade, lipfdeos, carboidratos e pig-
mentos (clorofila a, caroten6ides e ficobilinas) -as
ficobilinas sdo responsaveis pela coloragio verde
azulada -,

Vincenzini et alii (1984), ao estudarem a pos-
sibilidade de retirar da bicmassa os pigmentos
demais fragdes, obtiveram os seguintes valores:
fracdo lipidica (15%) e fragdo proteica (85%,
sendo que 5,5 por mil de ficocianobilina e 80% de
proteina incolor).

Léonard & Compére (1967) foram os pri-
meiros a verificarem o elevado teor proteico de
Spirulina platensis, em torno de 50% da matéria
seca.

Clément et alii (1967) obtiveram teores de
proteina em torno de 62 a 68% na matéria seca
quando cultivaram a espirulina em laboratério
com meio de cultura sintético e iluminagio artifi-
cial.

Os teores de PB/MS variam em fungio da
técnica de produgio utilizada, chegando até 75%.

" Teores de nitrato, método de secagem e descolo-

ragdo, sdo fatores técnicos que influenciam deci-
sivamente o nivel e qualidade da proteina do pro-
duto final (Clément, 1975).

Voronkova et alii (1980) descreveram com-
plexos proteico-pigmentantes onde um est4 inti-
mamente ligado ao outro. Os amino4cidos podem
ser encontrados livres ou na forma de proteinas.
Os pigmentos ligados as proteinas na forma de
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complexos, nas espirulinas sdo: clorofila, carote-
ndides, ficocianina ¢ aloficocianina.

A ficocianina 6 o principal pigmento acess6-
rio dafotossintese, podendo ser separada em duas
biliproteinas: a c- ficocianina e a aloficocianina. O
interesse no estudo dos pigmentos das cianobac-
térias é grande, tanto pelo efeito pigmentante
como proteico, uma vez que as biliproteinas com-
preendem grande parte da proteina total capaz de
ser metabolizada pelos homens e animais (Bous-
siba & Richmond, 1979).

Os pigmentos carotendides de Spirulina ma-
xima foram quantificados por Paoletti et alii
(1981) ¢ aprescntam os seguintes valores em g\Kg
de biomassa seca: beta-caroteno (1,40); echineno-
na (0,40); criptoxantina (0,09); 4-queto-3’-hidro-
xi-beta-caroteno (0,45); zeaxantina (0,68); mixo-
xantofila (1,68); oscillaxantina (0,30), com um
contctido de 5,0 g\Kg de carotendides totais ¢ 13,0
g\Kg dc clorofila a (responsével pela coloragio
verde).

O pigmento ficobiliproteico, que confere a
coloragéo verde azulada, ¢ tido como substincia
de reserva de fotopigmento ¢ proteina (Florenza-
no, 1984).

A quantidade de 4cidos nucléicos em Spiru-
lina maxinia ¢ de 2,63g/100g de biomassa seca
~ (Jassey et alii, 1971).

Soeder (1981) obteve os seguintes valores
percentuais de 4cidos nucléicos nos diferentes
microrganismos: 18 para Pseudomonas methylo-
tropha, 4 para Spirulina maxima, 8 para Candida
lipolytica ¢ 3-4 para Scenedesmus acutus.

O teor de 4cido nucléico da farinha de espi-
rulina é 6%, sendo que a quantidade de ARN
(4,5%) é superior a de ADN (1,5%) (Anusuya
Devi & Venkataraman, 1984).

A espirulina contém também o dcido gamma
linoléico, considerado um dos melhores princi-
pios ativo hipotensivo (Clément, 1971).

Materassi et alii (1974) foram os primeiros a
considerar as espirulinas como fonte cianobacte-
riana de vitamina B12,

Paoletti et alii (1981), sugeriram Spirulina
maxima como suplemento vitaminico por apre-
sentar a seguinte composi¢do de vitaminas li-
possoliveis em mg/Kg de peso seco: provita-
mina A (1400); vitamina E (140); vitamina K
(90); vitamina F (1300); vitamina B1 (54); vita-
mina B2 (41); vitamina B6 (3); vitamina B12
(6); biotina -(0,4); inositol (340); 4cido folico
(0,6); pantotenato de célcio (11) e vitamina C
(70)
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Meio de Cultura

O crescimento de qualquer ser vivo depende
dc uma fonte de carbono e de energia. Os nutri-
entes podem estar disponiveis no estado na-
tural ou serem fornecidos em um sistema artifi-
cial. ’

A espirulina necessita de ions s6dio, associa-
dos aos ions bicarbonato e carbonato, que assegu-
ram o fornecimento de carbono.

O cultivo de espirulina ocorre de uma manei-
ra natural, artificial ou ambas no caso semi-natu-
ral.

Difcrentes meios de cultura foram testados
e descritos na literatura, com objetivos e resulta-
dos bastante variados. Garcia-Badell (1985) reco-
menda os seguintes sais (g/1): K2HPO4, 0,5; NaH-
CO03, 16,0; NaNO3, 2,7; MgS04, 6,0; FeS04, 6,0;
K2S04, 1,0; NaCl, 1,0.

Os espirulinas respondem com um aumento
de producao de cisteina sem afetar os teores dc
metionina quando o sulfato ¢ substituido pelo
sulfito como fonte de enxofre (Pushparaj et alii,
1975). Trabalhos como este demonstram quc €
possivel alterar na prética, a composigdo dec ami-
noécidos desta cianobactéria sem alterar o geno-
ma.

Clément et alii (1968) sugerem a utilizagio
do gas carbdnico produzido pela combustio dos
derivados do petroleo como fonte de carbono na
fotossintese de Spirulina maxima. Q gis carbdnico
na atmosfera estd na concentragio de 0,03% em
volume. A utilizagdo dos gases provenientes da
combustio funcionam como nutrientes para o cul-
tivo de cianobactérias (Kosaric et alii, 1974).

Faucher et alii (1979) foram os primeiros a
experimentar a utilizagdo da dgua do mar para o
cultivo de Spirulina maxima, ¢ obtiveram as se-
guintes conclusdes: (1) a 4gua do mar tratada com
NaHCO3 e/ou Na2CO3 para remover 0 eXcesso
de ions cdlcio ¢ magnésio, suplementada com
K2HPO4, NaNO3 ¢ FeSO4, constitui um meio de
cultura tdo bom quanto o melhor meio sintético
para Spirulina maxima; (2) uréia cristalizada ou
polimerizada pode substituir NaNO3 em menores
quantidades para produzir o mesmo resultado em
biomassa produzida; (3) os resultados sdo confir-
mados tanto para pequena cscala em frascos de
Roux como em grande escala em tanques abertos,
biorreatores do tipo 130L.

Agua do mar ou sal marinho como fonte de
micronutrientes, € nitrato de s6dio puro ou “sal
pedra” {NaNO3-74,5%; KNO3-21,5%; Na2SO4-
1,25%; NaCl-1,1%; MgS04-0,41%; H3Bo3-
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0,25%; 12-0,0025%)] como fonte de nitrogénio,
atendem a produgéo de biomassa, semclhante ao
controle com mcio sintético (Ayala & Bravo,
1982).

Posteriormente Ayala et alii (1985) fizeram
um balango das vantagens e desvantagens do uso
do mar como mcio de cultura para Spirulina ma-
xima: possui 35g de sal por litro; é uma boa fonte
de micronutrientes; suporta a manutengio de cul-
turas de cianobactérias ndo marinhas; exige trata-
mento prévio, pois ocorre competicao pelos nu-
tricntes entre a cianobactérias ¢ outras formas de
vida marinha, ¢ o sal marinho pode ser transpor-
tado ¢ depois reconstituido sem maiores proble-
mas. Sendo o meio de cultura sintético, é invidvel
para a produgio em larga escala, e os resultados
em escala piloto sdo positivos, devemos aguar-
dar os trabalhos anunciados por estes autores
para um futuro préximo de produgio de espiruli-
na em escala industrial utilizando a 4gua do
mar.

Edwardson ct alii (1981) assinalaram a van-
tagem do ponto de vista energético (cnergia bru-
ta requerida por tonclada em Giga Joules —
GER/GJ) do sistema de produgdo de microrga-
nismos fotossintéticos cultivados em efluentes or-
ginicos, quando comparados com aqueles culti-
vados com sais inorginicos do meio de cultura
totalmente sintético. Os valores de 115 contra 252
demonstram claramente o beneficio do primeiro
em relagfio ao segundo.

Como os efluentes municipais sdo ricos em
nitrogénio e fésforo, Kosaric et alii (1974) traba-
tharam no sentido de utilizar este material como
meio de cultivo para Spirulina maxima. Desta
maneira, evitaram a proliferagio de algas indese-
jéveis nos efluentes e removeram o N e P com
produgdo econdmica de biomassa para consumo
humano e animal. A remogdo de nitrogénio é
praticamente total e a de fésforo chega a 64%
ap6s 8 dias de cultivo. O aumento dos teores de
f6sforo no meio composto por cfluentes ndo altera
avelocidade de utilizagdo de N ¢ P, Este fendmeno
explica os elevados teores de nitrogénio na bio-
massa em relagdo ao fosforo (N = 10,0% e P =
0,5 a 1,0%). A alcalinidade do meio liquido per-
mite a ocorréncia de pequena fragdo nitrogenada
na forma gasosa de aménia. O Gnico incoveniente
apresentado pelos autores é o de incompatibilida-
de do sistema de tratamento de efluentes com o
do aproveitamento de gases provenientes da com-
bustdo, uma vez que o pH é regulado pelo fluxo
de-gas carbdnico no meio de cultura. A incompa-
tibilidade dos sistemas de produgio de espirulina
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em efluentes com o diéxido de carbono como
fonte de carbono se deve a uma limitagéo fisiol6-
gica de Spirulina maxima. O pH do efluente que
scrve como fonte de nitrogénio ¢ fésforo para
espirulina est4 entre 6,8 € 7,3, e os valores limites
de crescimento de Spirulina maxima séo valores -
de pH superiores a 8,0 ¢ inferiores a 11,0. A Gnica
maneira de aumentar o pH e fornecer carbono, é
adicionar bicarbonato de sédio e nio diéxido de
carbono que acarreta a uma diminuigdo do pH.
Adicionando CO2 & cultura ocorre a formagio de
4cido carbdnico que diminui o pH (Fox, 1983).

Shapiro (1973) demonstrou que as cianofi-
ceas sdo mais eficientes no aproveitamento de
di6xido de carbono em baixas concentragdes no
meio liquido quando comparadas com as algas
verdes. Em circunsténcias em que o pH ¢ acima
de 9,0 as cianoficeas sdo predominantes.

Richmond (1983) também concluiu que al-
tos teores de bicarbonato de s6dio ¢ baixo supri-
mento de CO2 sdo identificados como principais
fatores mantenedores de culturas monoespecifi-
cas de Spinulina sp.

Florenzano (1977) esclarece o perigo de ndo
se utilizar microalgas e cianobactérias especificas
no tratamento de efluentes urbanos, uma vez que
estes sao ricos em nitrogénio ¢ f6sforo que permi-
tem o crescimento de algas indesejaveis por pos-
suirem principios t6xicos, comprometendo poste-
riormente seu consumo.

A espirulina apresenta ainda a vantagem de

‘produzir penicilinase (beta-lactamase) (Kusher

& Breuil, 1977), o que facilita a utilizagdo de fezes
animais, independente de estarem ou ndo em tra-
tamento medicamentoso, como meio de cultura
para o crescimento cianobacteriano.

Rogers (1978) inclui Spirulina maxima den-
tre as SCP com as seguintes caracteristicas quan-
do utilizadas no tratamento secundério ou tercia-
rio de efluentes rurais: (1) crescimento lento; (2)
exige alteragdo nos modélos dos fermentadores;
(3) apresenta limitagdo luminosa; (4) 64-70%
PB\MS; (5) ndo patogénica e:nio toxica; (6) acei-
tavel como suplemento protsico.

Spirulina maxima foi cultivada em fase liqui-
da de fezes de bovinos (Oron et alii, 1979), com o
objetivo de produgdo de proteina unicelular de
alto valor nutritivo e alta digestibilidade. Estes
autores concluiram que: (1) é possivel a utilizagdo
de fezes de bovinos para produgdo de biomassa
de espirulina a ser utilizada, apds secagem e este-
rilizagio para alimentagao animal; (2) a produgio
estd em torno de 3g/litro de sélidos totais; (3) a
degradacdo de matéria orginica pelas bactérias
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celuloliticas ¢ um processo lento; (4) o tempo de
retengdo para a produ¢io de biomassa pode dimi-
nuir, utilizando cfluentes de biodigestor, onde os
componentes orgdnicos estdo lisados pelas bacté-
rias metanogénicas no interior do biodigestor
anaerobio, e prontamente disponiveis para a cia-
nobactéria.

Como ha um investimento enorme do ponto
de vista encrgético na fabricagdo de fertilizantes
usados na produgdo da ragio animal, e grande
parte dos nutrientes sdo perdidos nos excretas, é
uma necessidade reaproveita-los. A producio de
biogés permite aproveitar parcialmente a energia,
utilizando o metano, porém o efluente fermenta-
do € rico em nitrogénio e fosforo. A utilizagéo
deste cfluente como fonte de nutricntes para a
producdo de Spirulina maxima foi feita por WU
& Pond (1981), que testaram liquor de efluentes
a partir de excrctas de bovinos, suinos ¢ aves.
Estes autores ndo encontraram diferengas entre
os aminogramas de biomassa de Spirulina maxima
crescida nos eflucntes, quando comparados com
o da espirulina crescida em meio sintético. O teor
de proteina foi em média de 63,5%; 71,8% para
fezes de aves, e 60,1% na de bovinos. Estes valores
estdo diretamente relacionados com os teores de
NH3-N dos excretas.

Com o objetivo de aproveitar os efluentes
municipais, Saxena et alii (1982) utilizaram como
meio de cultura material, proveniente de esgoto
municipal acrescido de bicarbonato de s6dio co-
mo fonte de carbono e nitrato de s6dio ou uréia
como fonte nitrogenada. Os teores proteicos fo-
ram em torno de 10-20% inferiores, quando
comparados aos 55-60% de PB/MS no meio sin-
tético.

O resultado do trabalho de Saxena et alii
(1983) ¢ que Spirulina ssp. pode crescer adequa-
damente em excretas avicolas em meio liquido
suplementado com uma mistura de bicarbonato e
nitrato.

E possivel, scgundo Ferraz et alii (1986),
utilizar a vinhaga diluida e clarificada como fonte
de nutrientes para obtengio econdmica de bio-
massa de Spirulina maxima.

Condigdes de Cultivo

Existem diferentes estados de cultivo de es-
pirulina: natural, como ocorre na Africa; semi-na-
tural, no caso do lago Texcoco; ¢ o artificial com
meio sintético. '

Gordon (1970) coloca cinco condigbes basi-
cas ¢ indispensaveis para o bom crescimento des-
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tcs microrganismos fotossintetisantes: (1) supri-
mento de diéxido de carbono; (2) presenga de
elementos minerais em concentragdes adequa-
das; (3) iluminagio com luz de apropriado com-
primento de onda e intensidade; (4) manutengdo
de temperatura 6tima em fungdo do microrganis-
mo; (5) agitagdo adequada das células para previ-
nir a scdimentagdo e assegurar a distribuigio de
diéxido de carbono, nutrientes ¢ luz.

Dentre os vérios sistemas artificiais de culti-
vo de Spirulina maxima existe o sistema tubular
descrito por Torzillo (1981). Trata-se de um méto-
do de cultivo onde o crescimento ocorre no inte-
rior de tubos transparentes com fluxo continuo. O
motivo que levou o autor a estudar este sistema foi
o de controlar a temperatura da cultura. Os resul-
tados obtidos foram bastante satisfatérios, com
diminuigdo porém dos niveis protéicos nunca in-
feriores a 50% de PB na MS.

Schaim (1977) estudou o comportamento de
Spirulina maxima em um aqudrio de paredes fos-
cas e com iluminagéo solar na ldmina liquida su-
perior. Comparou o crescimento em condigdes de
aqudério coberto e descoberto, com vantagem do
primeiro em relagdo ao segundo. A cobertura
transparente, além de proporcionar um cresci-
mento mais acentuado observado a densidade
Optica, diminui a evaporagdo da 4gua tdo escassa
em algumas regides de cultivo artificial.

A agitacdo do meio de cultura é necesséria
para homogencizar o cultivo, No interior de um
recipiente de cultivo ocorre uma diminuigdo da
intensidade luminosa nas regides mais profundas
pois as cianobactérias das camadas mais superfi-
ciais fazem sombra nas camadas mais profundas,
prejudicando as cianobactérias que naturalmente
precipitam. A movimentagio do meio de cultura
propicia uma melhor distribuigdo daluz e também
do calor, ocorrendo desta maneira condigbes uni-
formes aos seres que nele se desenvolvem
(Schaim, 1977).

Clement et alii (1968) observaram que a agi-
tagdo € necessdria para evitar a floculagio das
bactérias, havendo assim uma melhor efic4cia fo-
tossintética.

Condigdes de crescimento

Kosaric et alii (1974) determinaram os valo-
ros limites no que diz respeito ao pH. Houve boa
produgdo de biomassa entre os valores 9,0 e
10,0 com pH 6timo 9,5. Foi observada redu-
¢do de crescimento em pH 11,0 e inibigdo total em
pH 8,0.
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Os valores limites de temperatura. para o
crescimento de Spirulina maxima sio de 10 ¢ 45
graus Celsius. Obscrvou-se um bom crescimento
entre 30 e 40 graus Celsius no mcio sintético e 25
a 35 graus Celsius nos cftuentes. Os autores com-

plementam cstes cstudos analisando outro fator -

como o tempo de iluminagdo. Compararam o
crescimento com iluminagdo continua ¢ 12 h de
luz incidente na cultura, concluindo que a ilumi-
nagdo continua permitc uma performance me-
lhor.

Mcio alcalino, com grande quantidade de
bicarbonato ¢ carbonato de sédio, pH entre 8,5
¢ 11,0 e temperatura de 32 graus Celsius sdo
as condigdes descjdveis segundo Clement (1975).

Santillan (1982) coloca os seguintes limites
para o crescimento: pH 9 - 11; salinidade 3 - 8%;
temperatura da cultura 7 - 30 graus Celsius.

Garcia-Badcll (1985) assinala 33 graus Ccl-
sius como temperatura ideal de crescimento, a
salinidade dcve ser clevada (até 56 g/l) e o pH de
8,5a11,0.

~ Produgio

O estudo de Clement et alii (1968), utilizan-
do o gés carbonico como fonte de carbono para
Spirulina maxima, relata niveis de produgao na
ordem 15g/metro quadrado/ dia.

A produgio de espirulina utilizando efluen-
tes como mcio de cultura estd na ordem de 24300
kg/ha/ano, i.e. 6,6g/metro quadrado/dia. (Oswald,
1973).

Clement (1975), tomando como base o pe-
rfodo de um ano e utilizando meio sintético, ob-
teve a produgio média de 12g/metro quadra-
do/dia; ou seja, 40 ton/ha/ano, 28 ton de protei-
na/ha/ano.

Aaronson & Dubinsky (1982) compararam
os valores de produgdo de proteina de espirulina
(10-20g MS/metro quadro/d) de 39530Kg/ha/ano
com a produgao de carne, leite ¢ gramineas. Estes
valores da espirulina equivalem, segundo os auto-
res, a 59 vezes mais que as gramineas, 395 vezes a
producido do leite, e 658 vezes a produgdo de
carne bovina, levando em conta a mesma area e a
tecnologia atual em todos os casos.

A produgio de biomassa utilizando efluen-
tes urbanos foi em torno de 7,3 a 9,7g/metro qua-
drado/dia em cultivo ao ar lxvre (Saxena et alij,
1982).

Garcia-Badell (1985) assinala o rendimento
de 4Kg/dia/100 metros quadrados, i.e. 4,1g/metro
quadrado/dia.
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Aspectos técnicos e econdémicos

Tomaselli et alii (1969) ao relatarem as “pri-
me esperienze in Italia di cultura de Spirulina
platensis” ressaltam a importéncia do estudo das
cianobactérias como base para o progresso neste
campo; do melhor rendimento produtivo das cia-
nobactérias (processo continuo) em relagdo a
agricultura (processo descontinuo); da proteina
produzida como principal produto da fotossinte-
se.

Do ponto dc vista econdmico, podemos levar
em conta os valores apresentados por Oswald
(1973). Em seu trabalho com efluentes para pro-
dugédo de biomassa de microrganismos fotossinte-
tisantes, afirmou que ¢ requerido 2% da é4rea,
10% da 4gua, 61% da energia, 20% do investimen-
10 € 2% dos recursos humanos comparados com
a agricultura convencional para produzir igual
quantidade de material orgnico disponivel.

Contaminacio da cultura ao ar livre

A cultura de Spirulina maxima a céu aberto
¢ habitualmente contaminada por bactérias e fun-
gos anemdfilos. Esta cianobactéria produz subs-
tancias extracelulares (compostos nitrogenados,
4cidos orglnicos, vitamina, fatores de crescimen-
to, inibidores, ativadores, etc) que propiciam o
desenvolvimento de uma microbiota heterétrofa
em culturas nio estéreis.

Apecsar de Spirulina maxima ndo possuir
qualquer principio téxico, Jacquet (1976) estudou
a microbiota associada a biomassa de Spirulina
snp. com o objetivo de verificar a potencialidade
do produto final como fonte para transmissdo de
microrganismos. Os principais microrganismos
isolados foram:

algas: Naviculata sp e Arterionella sp.

protozoérios: Stylonychia mytilus e Spiromo-
nas angusta

bactérias: Bacillus subltilis, B.brevis, B.circu-
lans, B. cereus, B. coagulans, B. firnus e-B. mega-
terium;, Streptococcus faecium e Enterobacter cloa-
cae, Citrobacter sp., Proteus sp. e E. coli.

fungos: Rhodotorula sp., Cladosporium her-
barum, Aspergillus fumigatus, Penicillium sp., Sco-
pulariopsis sp. € Mucor sp. '

O produto seco armazenado tende a dimj-
nuir a contagem microbiana em fungéo do tempo,
e 0s anaerdbios sdo os mais resistentes. -

Vonshak et alii (1982) observaram que a pro-
dugio de espirulina em tanques ao ar livre possui
na prética os seguintes limites: (i) concentragio
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de nutrientes; (ii) variagio sazonal didria de tem-
peratura e radiagio solar; (iii) grau de manuten-
640 de uma cultura monocspecifica. Os microrga-
nismos contaminantes podem cstar estreitamente
relacionados ao tricoma ou dispersos no meio
liquido.

Pelosi et alii (1975) verificaram que a pro-
porgdo de microrganismos bacterianos e ciano-
bacterianos ndo excede 1:500; e Flavobacterium,
Serratia, Chromobacterium, Pseudomonas e Mi-
crococcus sdo habitualmente encontrados no
meio liquido de cultura. Dentre os contaminantes
mais probleméticos de uma cultura a céu aberto,
temos Chlorella spp. ¢ Anabaena spp.. Estes mi-
crorganismos competem pelos nutrientes do meio
de cultura e muitas vezes produzem metabdlitos
toxicos para o homem e animais domésticos, tor-
nando o produto final fora dos padrdes de quali-
dade de espirulina propriamente dita.

Richmond et alii (1982) constataram que o
principal contaminante das culturas ao ar livre de
espirulina (procarioto) é Chlorella vulgaris (euca-
rioto). Analisando o efeito dos niveis de di6xido
de carbono e bicarbonato na competigio entre
espirulina e clorela em condigdes de laboratério,
concluiram que altos teores de bicabornato e bai-
xo suprimento de gas carbdnico sdo os principais
fatores que mantém a cultura monoespecifica de
espirulina (Richmond, 1983). Vonshak et alii
(1983) sugerem a concentragio de bicarbonato a
0,2 molar ¢ manutengio da temperatura superior
a 25 graus Celsius, para manutengio de uma cul-
tura monoespecifica ao ar livre.,

A biomassa produzida com meio de cultura
a partir de fase liquida de efluente de biodigestor
contendo excretas animais, apresentou-se conta-
minada com vérios tipos de microrganismos, To-
das apresentavam coliformes e bactérias esporu-
‘ladas; Shigella e Salmonella foram isoladas so-
mente da biomassa produzida a partir de excretas
suinos (Wu & Pond, 1981).

Secagem da biomassa

Apbs a filtragdo, a biomassa de cspirulina
possui 90% de umidade, apresentando sérios pro-
blemas de armazenamento e deterioragio. Estes
problemas sdo resolvidos com a secagem do ma-
terial (Baranowski et alii, 1984),

Os diferentes métodos de secagem interfe-
rem na qualidade da proteina (Clément, 1975).

Dentre os diferentes métodos empregados,
(secagem em estufa a 130 graus Celsius; secagem
em superficie de tambor a mesma temperatura
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que estufa; liofilizagdo -30/ + 25 graus Celsius; se-
cagem por calor provenientes da energia solar
temperatura de 47-58 graus Celsius), a secagem
em superficic de tambor foi a mais eficiente, pro-
porcionando maior disponibilidade de lisina e di-
gestibilidade (41,9 mol/100000g de proteina -
89,2% de digestibilidade) quando comparados
com os outros métodos, ou mesmo o produto “in
natura” (30,0 mol/100000g de proteina - 65,9% de
digestibilidade) (Baranowski et alii, 1984).

CONCLUSAQ

No Brasil, Ferraz et alii (1985) foram pionei-
ros nos estudos destes microrganismos em cultura
em laboratdrio. Esta revisdo 6 apenas o primeiro
passo dado - para adiantar o caminho daqueles
que se interessem por este microrganismo tdo
singular.

A pesquisa costuma proporcionar subsidios
aqueles que desenvolvem a produgio em larga
escala. A divulgagao serve como atalho e degrau
aos que iniciam o estudg. A espirulina nio serd
somente o alimento dos astronautas, dos obesos,
dos hipertensos; constituird sim, um suplemento
da alimentag¢io do homem e dos animais.
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RESUMO

Estudou-se o efcito da adigdo de doses cumulativas de vinhaga tipo caldo misto,
durante seis anos, em 18 pardmetros em Latossolo Vermelho-Amarelo textura
média, de 0-15cm de profundidade, em drea de cerrado, localizada no municipio de
Corumbdta13, SP. Determinaram-se em amostras mensais, os teores de K+ Mg
Ca*? A3, PO43, CTC, C orgénico, N total, relagdo C/N, pH, matéria orgamca,
as atnvxdades da celulasc, invertase, amilase e urease e o nimero de unidades
formadoras de coldnias de bactérias, actinomicetos e fungos filamentosos. Os
resultados obtidos foram analisados com os testes de varidncia com réplicas e com
dois fatores e o de Tukey. O método de coeficiente de correlagdo possibilitou a
proposigdo de dois modelos, um para o solo testemunha e outro para aquele tratado
com doses cumulativas anuais de vinhaga tipo caldo misto, durante seis anos
consecutivos. Foram discutidas as correlagbes encontradas no solo testemunha € as
alteragdes das mesmas no solo tratado com o residuo. A vinhaga acarretou mudangas
nas correlagdes entre os fons, mas ndo aquelas entre os microrganismos e as

atividades enziméticas.

INTRODUCAQ

A dreade cerrado estudada possui 16 alquei-
res e localiza-se no municipio de Corumbatat, SP,
nas coordenadas entre os meridianos 47° 10° e 22°
15’ de latitude sul, extraido de Folha Corumbataf,
escala 1:50000 (2). Possui altitude maxima de 850
metros e aminima dc 790 metros, tendo vegetagio
com vérios aspectos desde o campo limpo até o
cerradio. Dentro dessa 4rea, em uma sub-4drea
com vegetagdo tipo cerrado “sensu strito” foram
delimitadas quatro parcelas ao acaso, sendo que

diras receberam anualmente doses cumulativas de

vmhaga tipo caldo misto (6), com volume de 20
I/m?/ano de 1981 a 1983 e de 50 I/m*/ano de 1984
a 1986 (9, 22, 25).

Virios parémetros tém sido estudados nessa
érea (7, 10), porém existe maior nimero de estu-
dos do efeito de adi¢do de vinhaga sobre a micro-
biologia do solo em culturas de cana-de-agticar

(12, 20).

Este trabalho tem como ObjetIVO estabelecer
modelos ecolégicos baseados no método de coe-
ficiente de correlagdo (23) dos pardmetros estu--
dados no solo da sub-4rea acima citada, com ou
sem adigdo de doses cumulativas anuais de vinha-

1. Depto. de Bcologia, IB-UNESP, Caixa Postal 178, 13500 Rio Claro SP, Brasil
2. Instituto de Boténica, Caixa Postal 4005, 01000 Sio Paulo SP, Brasil
3. Depto. de Estatistica, IMEC-UNICAMP, Caixa Postal 6065, 13100 Campinas SP, Brasil
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¢a tipo caldo misto, durante seis anos consecuti-
vOs.

MATERIAL E METODOS

A vinhaga tipo caldo misto foi obtida na
Usina Sdo Jodo, Araras, SP, adicionada a quente,
80-85°C, anualmente no més de julho no periodo
de 1981 a 1986, sobre a serapilheira do solo sob
vegetagdo de cerrado “sensu strito”, no municipio
de Corumbatai, SP. As coletas de amostras com-
postas foram mensais, trés por parcela, em solo
submetido a dois tratamentos, com e sem adigio
de vinhaga, realizadas sempre até 15cm de pro-
fundidade, utilizando-se arado apropriado para
este tipo de amostragem. Durante as coletas fo-
ram medidas a témperatura ¢ umidade relativa do
ar com termoigrometros ¢ as temperaturas do
solo até 5 ¢ até 20cm de prolundidade do solo,
com termdmetro de solo tipo haste.

As amostras de solo foram levadas para o
laboratério, onde foram imediatamente processa-
das para o estudo dos demais pardmetros. A umi-
dade foi determinada com o peso constante das
amostras ap6s terem sido deixadas a 105°C e a
matéria orginica por combustio a 450°C, durante

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(1), 1990.

4h (19). O pH foi medido em suspenséo de solo
em 4gua ou em solugdo salina, na proporgéo 1:0,5,
agitada por 30 minutos e a determinagao poten-
ciométrica realizada em pHmetro digital (16). As
anilises quimicas trimestrais foram realizadas no
Dcpartamento de Solos, Geologia e Fertilizantes,
ESALQ, Piracicaba, SP, fornecendo dados em
porcentagem de carbono orginico e nitrogénio
total, € em milicquivalentes/100g de terra de f6s-
foro (PO4™), potéssio, cdlcio, magnésio, aluminio,
hidrogénio e capacidade de troca catidnica.

As técnicas das atividades das enzimas, celu-
lase (24), amilase (26), invertase (13) ¢ urease (18)
foram realizadas mensalmente, sendo que para as
trés primeiras determinou-se a presenga de agi-
cares redutores e para a Gltima, a de uréia pelo
método de azul de indofenol (18). O calculo foi
realizado em mg de produto obtido por 100g de
solo, peso seco.

O ntimero de microrganismos do solo foi
determinado utilizando-se o método indireto
(21), com a técnica de diluigdo em série a partir
de 10g de solo, peso imido, em 90ml de solugdo
salina (NaCL-0,85%), agitando-se a suspensio
durante 30 minutos. Para as bactérias utilizou-se
o meio de cultura agar nutriente (14), dilui¢do de
10'7, tempo de incubagio de 48h; para os actino-

Tabela L - Valores méximos (M) ¢ minimos (m) dos par&metros microclimdticos, do pI, umidade e da matéria orgénica do solo,
0-15cm de profundidade, das parcclas com (C) ou sem (S) adigdio de doses cumulativas de vinhaga, na drea de cerrado no

municipio de Corumbataf, SP, no periodo de 1983 a 1986.

Parémetros 1983 1984 1985 1986
C S C S C S C S
umid. rcl. ar M 91,0 91,0 90,0 85,0
(%) m 58,0 45,0 40,0 75,0
temp.doar M 30,0 28,0 25,0 23,0
C) m 18,0 10,0 10,0 17,0
temp.solo M . 26,0 28,0 35,0 10,0 25,0 25,0 23,0 22,0
Sem (%) m 18,0 18,0 10,0 10,0 10,0 10,0 15,0 15,5
temp.solo M 24,0 24,0 25,0 22,0 240 22,0 23,0 21,0
20em (%) m 14,0 12,0 12,0 12,0 8,0 8,0 14,0 14,0
umidade M 13,0 12,8 13,0 12,2 15,0 14,0 20,0 13,0
(%) m 8,2 8,2 78 72 6,0 7,0 9,2 9,0
mat.org. M 7,6 7.9 6,5 58 6,5 6,3 10,0 6,2
(%) m 58 55 54 5,1 50 51 6,0 5,0
pH M 38 38 43 39 44 3,7 3,7 39
m 3,6 3,6 3,6 3,7 3,6 2,6 36 36
ApH M 0,0 0,1 0,0 0,2 0,1 0,1 - -
m 0,7 0,2 0,4 0,2 0,6 -1,1 - -

100
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Tabela 2 — Valores mdximos (M) e minimos (m), dos nutricntes do solo, 0—15cm de profundidade, das parcelas com (C) ou sem
(S) adigdo de doscs cumulativas de vinhaga, na drca de cerrado no municipio de Corumbatati, SP, no perfodo de 1983 a 1986.

Pardmetros 1983 1984 1985 1986
C S C S. C S C S
(mec./100
g de solo)
Ca*? M 08 0,3 038 0,3 14 0,3 14 0,6
m 0,4 0,2 0,6 0,2 0,3 0,1 0,5 0,3
Mg*? M 07 04 1,0 0,4 0,7 03 0,6 03
m 0,3 0,1 0,4 0,1 0,3 0,1 04 0,1
K* M 0,5 0,1 0,7 0,2 1,5 0,1 1,5 0,2
m 0,3 0,1 0,7 0,1 1,5 0,1 0,2 0,1
Al M 27 2,8 29 3,0 28 31 36 38
m 2,2 2,5 2,0 2,0 0,9 2,0 2,3 3,0
1’04'3 M 0,14 0,08 0,12 0,08 0,10 0,08 0,10 0,08
m 0,07 0,04 0,05 0,02 0,04 0,03 0,08 0,06
Crc M 13,0 10,5 14,0 11,0 11,7 11,1 14,5 13,0
' m 10,0 8,6 9,2 8,5 8,8 9,0 13,0 12,0
Corg. (%) M 44 4,5 3,6 33 42 4,2 5,0 33
m 33 3,1 3,0 28 28 3,0 15 14
Niotal (%) M 048 0,49 0,31 0,29 0,34 0,34 0,40 0,30
m 0,29 0,28 0,19 0,23 0,24 0,25 0,15 0,12
Relagéo M 11,8 11,8 11,8 11,7 11,6 11,7 11,6 11,6
C/N m 114 11,4 11,5 114 11,3 114 11,6 11,6

Tabela 3 — Valores mdximos (M) ¢ minimos das atividades das enzimas ¢ dos m'lméros de unidades formadoras de coldnias
(NUFC) de microrganismos do solo, O~15cm de profundidade, das parcclas com (C) ou sem (S) adigido de doses cumulativas
de vinhaga, na drca de cerrado no municipio de Corumbatai, SP, no periodo de 1983 a 1986

Pardmetros 1983 1984 1985 1986
C S C S C N C S
Mg glicose/
100g solo : -
invertase M 24,0 14,1 16,0 70 10,0 10,3 9,0 95
m 4,5 39 1,5 20 38 4,0 7,0 79
amilase M 14,2 11,9 8,0 78 6,4 4,2 32,0 12,0
m 39 1,5 1,2 1,1 1,1 1,1 13,0 30
celulase M 12,0 2,0 4,0 25 1,5 14 11,0 10,0
: m 1,5 1,2 1,5 1,5 0,2 0,1 9,0 4,5
mg-N-NI14/100g solo
urecase M 1,5 1,6 0,5 0,8 1,2 0,6 2,0 2,0
m 0,6 0,6 0,1 0,1 0,3 0,4 18 1,5
NUFC
bactéria M 42 2,9 68,6 24,2 85,2 80,9 250,0 100,0
(107) m 6,3 0,2 08 1,0 2,2 14 70,0 80,0
fungo filam. M 158 11,9 08 28 82 33 9,0 15,0
(10%) m 2,1 04 0,9 .03 24 04 6,0 03
actinomicetoM 10,5 7,3 30,7 12,8 16,1 14,4 100,0 200,0
(105) m 1,2, 0,6 24 1,5 1,8 14 50,0 20,0
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Tabela 4 — Andlise estatistica com o teste do cocficiente de correlagio dos pardmetros estudados mensalmente, no periodo de
1983 a 1986, em Latossolo Vermelho-Amarelo textura média, de 0-15¢m de profundidade, em parcelas com ou sem adiglio de
doses cumulativas anuais de vinhaga, no municipio de Corumbatat, SP.

Pardmctros Cocficicnte da correlagio a 5% e a 1%
Latossolo Vermelho-Amarela

com vinhaga sem vinhaca
umidade x cdlcio -0,5980* -0,5180n.s.
umidade x carbono org,. -0,3960n:s. -0,6370*
umidade x (ésforo 0,6051* 0,39%08n.s.
umidade x mat. org,. -0,4140n.s. -0,6230*
umidadc x nitrog,. total -0,41630n.s. -0,6210*
mat. org. x CI'C 0,5828* 0,7145**
mat. org. x carbono org. 0,9907** 0,9823**
mat. org. x hidrogénio 0,5807 0,8238**
mat. org, x cdlcio 0,5282n.s. 0,6232*
CTCx carbono org. 0,5983* 0,7462**
CTCx hidrogénio 0,8259** 0,9085**
CTC x f6sforo 0,2778n.s. 0,5714*
mat, org. x nitrog. total 0,9990** 0,9990**
nitrog. total x CI'C 0,5874* 0,7128**
nitrog. total x carbono org. 0,9908** 0,9824**
nitrog. total x hidrogénio 0,5855* 0,8231**
nitrog,. total x célcio 0,5270* 0,6224**
aluminio x célcio -0,5660* 0,0951n.s.
aluminio x f6sforo 0,7193** 0,8014**
aluminio x pH1 -0,8943** -0,8860**
aluminio x CI'C 0,4916n.s.

0,7426**

micetos o meno de cultura foi agar amido (7),
diluigdo de 10 » tempo de incubagdo de 6 dias;
para os fungos o meio de cultura foi o de Martin
com estreptomicina (14), diluigio de 10° >, tempo
de incubagdo de 72h ¢ para os microrganismos
capazes de crescerem ¢m meio mineral (14) com
amido, sacarose ou carboximetil celulose, como
tnica fonte de carbono utilizou-se a diluicio de
10%¢co tempo de incubagdo de 6 dias.

Com os resultados obtidos, foram realizados
célculos do coeficiente de correlagio (23), utili-
zando-se as médias dos valores obtidos durante o
periodo de 1983 a 1986. As correlagdes estatisti-
camente significativas a 1 e a 5% entre os parAme-
tros foram consideradas para a proposi¢do dos
modelos, um estabelecendo o mecanismo da di-
nimica dos nutricntes em solo sob cerrado, teste-
munha, e o0 outro para demonstrar as alteragdes
desse mecanismo nesse solo quando tratado com

doses cumulativas anuais de vinhaga durante seis .

anos, em uma reserva da FAPESP localizada no
municipio de Corumbatai, SP.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A anilise estatistica dos resultados obtidos
demonstrou que doses cumulativas anuais de vi-
nhaga acarrctaram acréscimo da capacidade de
troca catidnica, do pH, do potéssio, do célcio, do
magnésio, do fésforo, das atividades da amilase ¢
da celulase e do ntimero de unidades formadoras
de coldnias de fungos filamentosos. Antes da adi-
¢do da quinta dose anual, também este efeito foi
verificado para os teores de matéria orginica,
carbono orgénico, atividade da amilase e dos nii-
meros de unidades formadores de bactérias e de
actinomicetos. Houve decréscimo do teor de alu-

.minio trocével e a partir da sexta dose anual de

vinhaga houve ainda aumento do teor da umidade
do solo. -

Para melhor entendimento foram citados os
valores maximos ¢ minimos de cada pardmetro
estudado, em cada ano do periodo de estudo, sem

se importar com os valores mensais de cada um
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Tabela § — Andlisc estatistica com o teste de cocficiente de correlagiio dos pardmetros estudados mansaimente, no perfodo de
1983 a 1986, em Latossolo Vermelho-Amarclo textura média, 0~15c¢m de profundidadc, em parcelas com ou sem adi¢do da doses
cumulativas anuais de vinhaga, no municipio de Corumbataf, SP.

Pardmetros Cocficiente da corrclagio a 5% ¢ a 1%

Latossolo Vermelho-Amarela

com vinhaga sem vinhaga
aluminio x magnésio -0,9990** -0,0640n.s.
aluminio x potdssio -0,9999** -0,4050n.s.
célcio x fésforo -0,6140n.5. 0,2841n.s.
cdlcio x magndsio 0,8427** 0,7349**
pll x cdlcio 0,5801* ~ 0,0318n.s.
plIx CIC -0,4740n.s. -0,5520*
fésforo x pll -0,6930** -0,7220**
‘fésforo x temp. 20 cm 0,3805n.s. 0,6482*
carbono org. x hidrogénio 0,6239* 0,5888**
carbono org. x cdlcio 0,5186n.s. 0,6423*
carbono org. x potdssio 0,4752n.s. 0,5544*
potdssio x cdlcio 0,6121* 0,9991**
potdssio x pl 0,3922n.s. 0,6412*
magnésio x potdssio 0,6122* 0,9995**
temp. S cm x temp. 20 cm 0,7736** 0,8319**
aluminio x bactéria -0,9998** -0,2529n.s.
aluminio x fungo 0,9755** 0,3253n.s.
aluminhio x-actinomiceto 0,5709* 0,9999**
aluminio x amilase 0,9992** 0,2116n.s.
cdleio x bactéria 0,9998** 0,5822*
.célcio x fungo 0,9931** 0,0769n.s.
cdlcio x invertase 0,9860** 0,5590n.s.

deles, dentro das parcelas com os dois tipos de
tratamentos utilizados, na arca de cerrado em
pauta (Tabelas 1, 2, 3).

A anilise estatistica com o teste de corrcla-
¢do (Tabelas 4, 5, 6) possibilitou a proposigdo de
dois modelos c'colégico_g, bascados somente nas
correlagdes significativas entre os pardmetros es-
tudados. Os resultados apresentados somente se
referem as correlagdes significativas encontradas
no solo tratado ou naquele que serviu como teste-
munha. Quando nio ocorreu, em nenhum tipo de
solo, essas corrclagbes significativas, os valores
encontrados ndo foram citados. As correlagdes
significativas positivas foram consideradas diretas
ou diretamente proporcxonals cas negatlvas, indi-
retas ou inversamente proporcmnaxs repre-
sentadas graficamente com os sinais + ou -, res-
pectivamente.

No Latossolo Vermelho-Amarelo  textura

média, de 0-15¢m de profundidade, sob vegetagao
de cerrado foi proposto o modelo ecoldgico ba-
seado nas correlagoes significativas entre os para-
metros em estudo (Figura 1). Este solo sendo
tratado com doses cumulativas anuais de vinhaga
tipo caldo misto, no periodo de 1981 a 1986, apre-
sentou outro modelo, também baseado somente
nas correlagdes significativas (Figura 2). Em am-
bos os modelos ndo foram consideradas as corre-
lagdes ndo significativas estatisticamente entre os
parametros em estudo.

Determinaram-se correlag(‘)es positivas alta-
mentc significativas entre os fons Ca’ “ com o
Mg*? ¢ ambos com o K*, Figura 1. Estes fons
estdo intimamente relacxonados no solo, podendo
o acréscimo de um deles representar o aumento
dos demais ou vice-versa. O K* quando encon-
tra-se em excesso no solo, entretanto, pode facili-
tar a lixiviagio dos outros dois (16), este efeito ndo
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Tabela 6 — Andlise estatistica com o teste do coeficiente de corrclagio dos pardmetros estudados mensalmente no perfodo de
1983 a 1986, em Latossolo Vermetho-Amarelo textura média, 0-15cm de profundidade, em parcelas com ou sem adigio de doses

cumulativas anuais de vinhaga, no municipio de Corumbatai, SP.

Pardmetros

Coeficiente de correlagio a 5% e a 1%

Latossolo Vermelho-Amarcla

com vinhaga sem vinhaga
cdicio x celulase 0,9958** 0,2712n.5.
fésforo x celulase 0,9707** 0,1002n.s.
magnésio x amilase 0,9927** 0,0810n.s.
potdssio x bactéria 0,9999** 0,2163n.s.
potdssio x amilasc 0,9832+* 0,2458n.s.
bactéria x invertase -0,9872%* -0,1101n.s.
bactéria x celulase -0,1123n.s. -0,6710n*
bactéria x amilase -0,5262* -0,5523*
fungo x invertase 0,9996** 0,6108*
fungo x mat. org. 0,6140* 0,6214*
fungo x celulase 0,9757** 0,3422n.s.
fungo x urease 0,5495n.s. 0,9999**
actinomiceto x mvcrtase -0,6930* -0,9999**
actinomiceto x celulase -0,6198* -0,6028*
invertase x mat. org. -~ 0,6463* 0,0782n.s.
invertase x celulase 0,9999%* 0,6018*
invertase x amilase 0,9991** 0,6178*
invertase x urcase 0,6976* 0,0503n.s.
mat, org. x cclulase 0,6056* 0,60091*
mat. org, x amilase 0,6078* 0,6202*
mat. org. x urease 0,6203* 0,9999**
celulase x urease 1 0,9999%* 0,6129

foi observado no solo em pauta, onde o primeiro
apresenta-se em quantidades deficientes (24).
Quando ocorre acréscimo do K+ h4 aumen-
-to do pH e concomitantemente decréscimo do
Al*3 e do PO47, esse comportamento demons-
trado pelas correlages encontradas e que confir-
maram os dados da literatura que propdem que
elas sdo decorrentes do processo de imobilizagag
que ocorre entre esses fons no solo (16). O Al™*3
tem importéncia fundamental na dinimica do solo
sob vegetagdo de cerrado, no qual encontra-se em
€Xcesso, € seu aumento & acomganhado pela alta
acidez, imobilizando o K * ,Ca™"e Mg , impe-
dindo que estes fons sejam soluvcxs para a planta
¢ para a biota do solo. Os valores de pH no solo
em estudo foram extremamente baixos, chegando
em média ao valor de 3,9 (22, 25), abaixo do
observado para a malorla de outras Areas de cer-
rado (16).
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Outras correlagdes demonstraram que
maior quantidade do fon PO4™ no solo sob vege-
tagdo de cerrado pode ser decorrentc da hbera-
¢do do mesmo dos fons K¥, Cat? e Mg*
apresentam a capacidade de imobiliz4-lo (16), ao
se tornarem insoltveis pelo Al™ 7, resultando no
aparente acréscimo do primeiro.

Outras correlagdes demonstradas na Figura
1, possibilitaram verificar que o -decréscimo dos
fons Ca* e K™ foi dirctamente proporcional aos
teores de N total, CTC, carbono orgénico, HY e
da matéria orgénica do solo. Esta Gltima é consi-
derada fonte de nutrientes do solo e no inicio de
sua decomposigio ocorre decréscimo do pH (17).
Essas afirmagdes foram demonstradas nas corre-
lagdes observadas na Figura 1, enfatizando a im-
portincia da matéria orgénica no solo sob vegeta-
Ao de cerrado. ‘

O namero de fungos filamentosos foi direta-
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Figura 1. Modelo bascado no método de cocficicnte de correlagio dos pardmetros estudados no solo sob vegetagsio do cerrado,

sem adigdo de vinhaga, no mumcfplo de Corumbataf, SP
----- correlagfio inversa;
correlago significativaa 5% e

mente proporcional ao tcor dc matéria orgénica
no solo em estudo e no més de dezembro, no
periodo chuvoso ¢ quente, houve decréscimo de
ambos juntamente com a CTC do solo, esta tltima
calculada pelo A pH (25). Nessa mesma época

ocorreu ainda diminuigdo das atividades da ami-

lase, celulase e da invertase no solo, sendo-estas
diretamente proporcionais ao nimcro de fungos
filamentosos e ao teor de matéria orgéinica, Figura
1. Entre as enzimas verificou-se que a atividade da
invertase € dirctamente proporcional a da urease.
Proporcionalidade inversa foi verificada entre 6
nmero de bactérias com as atividades da celulase

e da amilase e do nimero de actinomicetos com

as atividades da celulase e da invertase. Nio foi
encontrada correlagdo entre a atividade da amila-
se com a da urease, Figura 1, confirmando que no
-solo estudado ocorre a auséncia da mesma, como
em outros tipos de solos (8) As correlagdes entre
o niimero de microrganismos -com a atividade
enzimética nem sempre foram encontradas (4).

Os fungos filamentosos no solo da dreaem

— correlagdo dlreta;
correlagdo significativaa 1%

estudo, demonstraram evidéncias de serem mais
ativos quanto a degradagéo de possiveis substra-

 tos, nos quais atuariam as enzimas aqui determi-

nadas Foi proposto anteriormente que esses mi-
crorganismos seriam os primeiros a intervir, como
“tropa de ataque”, decompondo a matéria orga-
nica no solo (1). De fato, eles apresentam capaci-
dade de romper a estrutura da parede celular,

_atacando a celulose por apresentarem, alguns de-
les, trés enzimas que atuam neste substrato, en-
- doenzima, celobiohidrolase e a celobiase. Outros

fungos e algumas espécies de bactérias apresen-
tam somente as endocelulases, precisando de ou-

-tros microrganismos para utilizarem a celulose,

como fonte de carbono (5).
Doses cumulativas anuais de vinhaga, tipo

_ caldo misto adicionadas no solo em estudo duran-

te 1981 a 1986, na profundidade de 0-15cm altera-
ram ou ndo algumas das correlagGes citadas ante-
riormente para o solo testemunha, Figura 2.
Permanecem iguais as correlagdes entre ma-
téria organica ou nitrogénio total com o carbono
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Figura 2. Modelo baseado no método de coeficiente de correlagio dos parimetros estudados'no solo sob vegetacdo de cerrado,
com adigdo de doses cumulativas de vinhaga, no municfpio Corumbataf, SP.

---- correlagdo inversa;
correlagfo significativa a 5% e

orgénico, a CTC com H""2 0 Al*3 com PO43 ou
pH, 0 Ca® com MMg* , 0 pH com POs>ca
temperatura até Scm de profundidade com aquela
até 20cm de profundidade. Doses cumulativas
anuais de vinhaga durante seis anos, portanto, nio
alteraram os processos relacionados com essas
correlagdes, no solo sob vegetagio de cerrado de
0-15cm de profundidade. Outras correlagdes que
permaneceram inalteradas, porém com menor no
grau de significincia utilizado na anélise estatfsti-
ca foram, a matéria orgz’inica com CTCouH™,a
CTC com carbono orgénico, o N total com CTC

+ +
ouH™ e oCorginicocomH™. A correlagio que
teve seu grau ¢ de significincia acrescido foi o N
Total com Ca ™% Assim nos processos que parti-
cipam essas correlagoes avinhaga parece ter con-
tribuido para promover algumas alteragdes, po-
rém ndo dctectadas com a anélise estatfstica utxh-,
zada.

Algumas das correlagoes encontradas no so-

106 -

— correlagdo direta
correlagdo significativa a 1%

lo testemunha, ndo foram encontradas no solo
tratado com esse residuo, como aquela entreé a
umldade com N total, a matérna orgamca com
Ca*2 a CTC com PO4™, 0 Al*3 com CTC, o
PO4™ com temperatura até 20cm de profundlda-
de, o C orgénico com Ca*? ou K* ¢ este tiltimo
com pH. Os resultados demonstraram que mesmo
ocorrendo acréscimo da matéria orginica ou do
C orgénico, esse efeito ndo f01 acompanhado na
mesma intensidade parao H*, CTC, Ntotal, K *
Ca*?e pH, como foi observado para o solo testc-
munha.

A vmhaqa aumentando a umidade do solo,.

‘ap6s seis anos consecutivos de sua aplicagdo na

mesma 4rea, contribui para maior lixiviagio do
fon Ca™*?, ao contrério do PO4, Figura 2, permi-
tindo maior acidez do solo.Q fon Ca™ “ tem capa-
cidade de imobilizar o PO4™, a celulase, a inver-
tase ¢ a amilase, sendo que-o. decréscimo do pri- -
meiro pode produzir o acréscimo dos tltimos (5).
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Esse mecanismo foi obscrvado, Figura 2, ocorren-
do juntamente a diminuigdo do nimero de bacté-
rias € aumento do niimero de fungos filamentosos.

O decréscimo do niimero das bactérias é
atribufdo a grandc quantidade de A3 que além
de contribuir para a acidez do solo, também ¢é
toxico para esscs microrganismos (11). A imobili-
zagao da amilasc pode serrealizada pela presenga
deK" edoMg? 2 (10), daf resultar a correlagdo
ncgativa da amilasc com o nimero de bactérias e
este Gltimo sendo diretamente proporcional ao
teor de K™, demonstrou quca primeira fox ipver-
samente proporuonal aos fons K ¢ Mg*?, de-
monstrando que a enzima pode ser 1mob1hzada
por estes Gltimos (4).

No solo tratado com doses cumulativas de
vinhaga se¢ mantiveram iguais as corrclagbes dos
nimeros de microrganismos com as atividades
das enzimas estudadas, comprovando que com ou
secm o residuo sdo os fungos filamentosos que
atuam primeiramente na decomposicido de mate-
riais ricos em cclulose no solo sob vegetagéo de
cerrado, como foi acima citado. Anteriormente
ndo foi estabelecida corrclagiio entre o tipo de
ecossistema e a densidade das populagdes celulo-
liticas e entre ¢ssa Gltima ¢ a atividade de enzima
(15). A adigdo de um determinado residuo pode
causar aumento considerdvel do niimero de mi-
crorganismos, porém a decomposigdo da matéria

orgdnica através dos pioneiros pode ter curta du--

ragdo, devido as relagdes de competigdo, ambiose
(3) e a predagio (4).
Ainda pouco se conhece do cfeito cronico
_sobre os microrganismos do solo com taxas de
residuos por longos perfodos de tempo. A vinhaga
durante scis anos, acarrctou mudangas nas corre-
lagbes entre os fons, mas ndo aquelas entre os
microrganismos ¢ as atividades enzimadticas,

SUMMARY

Ecological model of nutrients, microorganisms
and enzymatic activity of soil in a cerrado area
. treated with vinasse, Corumbatai, SP

The effect of annual cumulative doses of
vinasse on eighteen parameters in reddish-yellow
latosol medium texture, 0-15¢m deep, in a cerrado
area located at Corumbatai city, Sao Paulo state,
was studied. Air temperature and relative air mis-
ture were determined during the sampling pe-
riods. Monthly soil samples and meteorological
measurements were taken from 1983 to 1986. The

Rev. Microbiol., Sao Paulo, 21(1), 1990.

soil paramcters measured were: temperature by 5
and 20cm deep, moisture, potassium, magnesium,
calcium, aluminium, phosphorus, organic carbon
contents, total N and organic contents, cation ex-
change capacity, pH, C/N rate and cellulasc, amy-
lase, invertase and urease activities were determi-
ned as well as the bacteria, actinomycetes and
filamentous fungi colony forming units. The re-
sults obtained were analysed by test of variance
and tukey tests. The vinasse caused an increase in
the values of the pH, cation exchange capacity,
potassium, calcium, magnesium and phosphorus
contents, amylase and cellulase activities and
number of filamentous fungi. An alteration in the
number and diversity of fungi was found, as well
as a decrease on the cxchangeable aluminium
content. For the others, the vinasse caused decrea-
sed in number of actinomycetes. Through the cor-
relation coeficient method it was possible to sta-
blish two ecological models: one to the control
area and another to the area treated with cumula-
tive doses of vinasse, yearly applied from 1980 to
1986. The correlations found in the control area
and the modifications in the soil treated with the
waste were discussed. The vinasse broght about
changes in the ion correlations, but not for the
microorganisms and the enzimatic activities.
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RESUMO

Helicobacter (Campylobacter) pylori tem sido associado 2 patologia digestiva

humana alta. Nesse sentido, foram estudados 50 pacientes consecutivos (19-75 anos),
nos quais proccdeu-se o exame endoscépico ¢ retirada de 4 fragmentos de bidpsia
na regido de antro géistrico para estudos bacterioldgico e histopatoldgico. A pesquisa
de H. pylori foi rcalizada através do teste da urease pré-formada, dirctamente na
bidpsia; da bacterioscopia pelo método de Gram ¢ da cultura. Cortes de fragmentos
de bidpsia fixados pela formalina foram corados pela Hematoxilina & Eosina e pelo
método de Steiner. Doze pacientes apresentaram exame endoscopico normal, € em
38 foram obscrvadas alteragdes do trato digestivo (gastrite crbnica em 19, tlcera
péptica em 11 ¢ outras patologias ecm 8). Foi observada estreita correlagdo entre a
presenga de H. pylori ¢ gastrite cronica em atividade (100%). H. pylori foi detectado
no antro géstrico de todos os pacientes portadores de Glcera péptica. A urease foi o
teste laboratorial com maior sensibilidade diagnéstica (31/34), seguido do Gram
(27/34), impregnacao argéntica (27/34) e cultura (17/34).

INTRODUCAQ

Apesar da presencga de bactérias espiraladas

- em mucosa gistrica humana jé ter sido assinalada

desde o inicio do século (4, 6, 12) somente a partir

do trabalho de Marshall & Warren (16) desper-

tou-se um interess¢ maior na avaliacdo do real
significado clinico desse achado.

Warren (24) notou uma estreita correlagio

entre a presenga de bactérias, denominadas ini-

cialmente de “campylobacter-like organism
(CLO)”, e certas alteragdes histopatologicas
compativeis-com gastrite crénica em atividade,
traduzidas por infiltrado linfocitério, de células
plasmaéticas e notadamente de polimorfonuclea-
res. :

Marshall (15) partindo do principio de que
se tratava de uma das espécies do género Carnpy-
lobacter, empregou técnicas cldssicas de isola-
mento, que consistiram no cultivo de fragmentos

1. Depto. de Bacteriologia, Instituto Oswaldo Cruz ~ FIOCRUZ, Caixa Postal 926, 20010 Rio de Janeiro RJ, Brasil
2, Setores de Anatomia Patoldgica Cirtrgica e de Endoscopia Digestiva, Hospital Sdo Vicente de Paulo, Rua Dr. Satamini,
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de bidpsia cm agar chocolate ¢ ¢cm atmosfera
amida de microacrofilia, obtendo crescimento de
microrganismos classificados como Campylobac-
ter pyloridis, Campylobacter pylori ¢ atualmente
denominados Helicobacter pylori (7).

Marshall & Warren (16), num cstudo pros-
pectivo de 100 casos, obscrvaram a presenga da
bactéria cm 95% dos pacientes com gastrite crd-
nica cm atividade, inclusive nos 13 com tlccra
duodcenal, ¢ cm 18 dos 22 com tlcera géstrica.
Subscqiicntemente, a cvidenciagdo de H. pylori
cm mucosa gastrica foi confirmada por numero-
sos trabalhos (1, 10, 13, 21).

H. pylori possui polente urcasc (14, 20) pro-
duzida de modo constitutivo, o que permitiu o
descnvolvimento de testes presuntivos (9, 18) para
a detecgio da presenga da bactéria, dirctamente
dos fragmentos de bidpsia gastrica.

Essc trabalho tem por objctivo detectar a
presenga de H. pylori na mucosa gistrica de pa-
cientes com queixas referentes ao trato gastroin-
testinal superior, através de métodos bacteriol6-
gicos ¢ histopatoldgicos, corrclacionando cstes
resultados com os achados endoscopicos ¢ histo-
patoldgicos.

MATERIAL E METODOS
Pacientes

O estudo {oi realizado em 50 pacientes con-
secutivos, com qucixas referentes ao trato digesti-
vo superior, que foram encaminhadas ac Servigo
de Endoscopia do Hospital Sdo Vicente de Paulo,
RJ, para esclarccimento diagnéstico, A amostra-
gem f{oi constituida de 29 mulheres ¢ 21 homens,
distribuidos na faixa etdria dc 19 a 75 anos, com
média de idade de 47 anos.

. Endoscopia, colheita e transporte

Apbs prévio conscentimento do paciente e
afastadas as contra-indicagbes formais, proce-
deu-se a anestesia da orofaringe com ncbulizagéo
local de cloridrato de lidocaina a 2% ¢ injetou-se,
por via intravenosa, associacdo de ansiolitico
(Diazepam 10mg) ¢ hipnoanalgésico (Meperidi-
na 50mg). Em seguida, introduziu-se. o endoscé-
pio Olympus XQ para cstudo do trajeto csofago-
gastroduodenal, retirando-se quatro {ragmentos
de bidpsia da mucosa do antro gastrico a aproxi-
madamente 2 centimetros do piloro. Os fragmen-

tos foram imersos nas seguintes solugdes: uréia,
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tamponada com indicador (0,05ml), teste presun-

- tivo da presenga de H. pylori scgundo Hazell et al.

(9); glicose a 20% (0,5ml), mcio de transporte
para anélisc bacterioldgica; e formalina a 10%,
preservador histopatolégico (2 fragmentos).

Bacteriologia

O tcste presuntivo (teste de urease pré-for-
mada) foi acompanhado até 24 horas com o intui-
1o de se observar atividade urcésica.

O material para exame bacteriolégico foi
encaminhado ao laboratoério, sob refrigeragio a
4°C cm recipiente isotérmico, sendo processado
num intervalo de tempo inferior a 3 horas.

O fragmento de bidpsia foi scmecado por
rolamento na superficic de meio seletivo, preco-
nizado por Goodwin ct al (8), ¢ incubado a 37°C
em atmosfera de microacrofilia (obtida com o
cmprego de envelope Gas Pak® BBL gerador de
H» ¢ CO3, sem catalisador). Do mesmo fragmen-
to, apds semeadura, preparou-se um esfregaco
destinado a bacterioscopia pelo método de Gram.

A jarra contendo a cultura foi mantida por 7
dias cm obscrvagio, sendo aberta nos 32 ¢ 72 dias.
A caracterizacio de H. pylori se baseou na morfo-
logia colonial, na presenca de formas espiraladas,
Gram-ncgativas, oxidase, catalasc ¢ urease positi-
vas, de acordo com Czin, Carr & Aronoff (3).

Histopatologia

No estudo histopatolégico empregou-se o
método de coloragio pcla Hematoxilina & Eosi-
na, para diagnoéstico ¢ classificagdo da gastrite
(24) e o método da impregnagdo pcla prata, sc-
gundo Steiner (22), para cvidenciagdo de formas
espiraladas.

RESULTADOS

O exame endoscopico foi normal em 12 pa-
cicntes. Em 38 havia alteragdes do trato digestivo
superior (gastrite crénica em 19, tlcera péptica
em 11, bulbite em 3, esofagite em 2, adenocarci-
noma géstrico em 1, pélipo géstrico em 1 e cicatriz
de tilcera péptica em 1).

A presenga de H. pylori foi detectada por um
ou mais métodos em 34 pacientes (68%).

Dentre os métodos empregados, o teste da
urease pré-formada apresentou maior indice de
positividade 31/34 (91,1%); seguido do Gram e
impregnagéo pela prata 27/34 (79,4%)-¢ da cultu-
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ra 17/34 (50%). A identificagao de H. pylori con-
comitantemente através de 3 ou 4 métodos, ocor-
reu em 76,3% dos casos. Em apenas 4 pacientes
(11,7%), detectou-se a presénga do microrganis-
mo somente por um método, sendo 2 através da
urease pré-formada e 2 por meio da impregnagao
pela prata.

O tempo de viragem do teste presuntivo,
evidenciando atividade urcéasica, foi inferior a
uma hora em 19 oportunidades (61,2%).

Na histopatologia, pclo método de H & E,
diagnosticou-sc gastrite cronica em atividade
(GCA) em 31 pacientes (91,1%) dos 34 portado-
res de H. pylori (Tabela 1). Todos os pacientes com
diagnéstico endoscopico de tlecra péptica apre-
sentaram gastrite cronica cm atividade.

Numa avaliagio global do exame endosc6pi-
coc dosdiferentes métodos empregados, H. pylori
foi detectado ém 100% dos pacicntes portadores
de tilcera péptica; em 84,2% (16/19) dos pacientes
com gastrite cronica (com ou scm atividade) e, em
25% dos pacientes considerados normais, endos-
copicamente,

Tabela 1 - Correlac8o entre achados histopatoldgicos e pre-
senca de H. pylori na mucosa antral de 50 pacientes com
queixas referentes ao trato digestivo superior.

H. pylori
Histopatologia Presenca  Auséncia
Gastrite crbnica com atividade 31 0
> sem atividade 3 7
Normal 0 9
Total 34 16

DISCUSSAO

A evidenciagio de H. pylori em mucosa gés-
trica de pacientes com queixas referentes ao trato
digestivo superior e encaminhados a endoscopia

tem sido relatada numa faixa que varia de 57,5 a
78% (2, 5, 10, 11, 14). Empregando técnicas bac-
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teriologicas (teste da urcase pré-formada, bacte-
rioscopia pelo Gram e cultura) e histopatol6gica
(impregnagdo argéntica de Steiner) detectamos a
presenga de H. pylori em 68% (34/50) dos pacien-
tes estudados. Entre os métodos de diagndstico
utilizados o teste da urease pré-formada apresen-
tou maior indice de positividade 9,1% (31/34);
seguido da coloragdo pelo Gram e impregnagdo
argéntica de Steiner, com o mesmo indice 79,4%
(27/34), e da cultura com 50% (17/34). Nosso
dado em relagdo a urease pré-formada foi seme-
lhante aos obtidos por Ferrari (5) e Morris (19), e
inferior ao de Marshall (18), que observou 98,7%
de positividade.

No tocante ao Gram, considerando as vérias
investigagdes (2, 5, 11, 19, 23), assinala-se uma
variagdo de 81 a 90% de positividade, enquanto o
nosso resultado se situou em 79,4%. Talvez esta
discreta inferioridade seja resultado da rarefagéo
ou até mesmo esgotamento do material pelo fato
de se preparar o esfregago, destinado a bacterios-
copia, apds semeadura do mesmo por rolamento.

Em relagdo a cficicia daimpregnagao argén-
tica, “The Gastrointestinal Physiology Working
Group” (23) obteve percentual maior que 0 nosso
(90% contra 79,4%). E possivel supor a presenga
de bactérias em niimero reduzido ou mesmo a
retirada de fragmentos de bidpsia inadequados,
dificultando a evidenciagao dos microrganismos.

Quanto a cultura, onde os dados variam de
43,32 100% (1, 2, 5, 16) obtivemos 50% de €xito
no isolamento, no entanto, devemos ressaltar que
varios fatores podem induzir a resultados falso-
negativos, citando-se a deglutigdo de anestésico
na endoscopia, 0 uso prévio de antimicrobianos
ou sais de bismuto € ainda a presenga de cimeti-
dina ou ranitidina no estdmago (17).

O tempo de viragem do teste presuntivo no
presente estudo foi inferior auma horaem 61,2%
dos casos, indice um pouco menor que os obtidos
por Hazell (9) e Marshall (18), respectivamente
75 e 77%. E provavel que estes autores tenham
considerado como positivos os testes. que apre-
sentavam pequena variagio de cor que se acentua
com o decorrer do tempo.

A Histopatologia (H & E) revelou 31 casos
de gastrite cronica em atividade (GCA), nos quais
detectou-se a presenga de H. pylori em todos
(100%), dado esse superior ao de Marshall (16) e
de Coecltho (2) que obtiveram respectivamente
95% e 89%. Quanto a relagdo de H. pylori ¢
gastrite crdnica inativa tivemos 3 casos em 10
(30%), proporgao bastante inferior a desses mes-
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mos autores: 17/29 (16) e 17/21 (2), provavelmente
devendo-se ao fato de que a gastrite néo se distri-
bui uniformemente ¢ com igual intensidade por
todo o antro gdstrico, bem como aos diferentes
critérios de classificagdo de gastrite adotados pe-
los autores. Correlacionando-se a endoscopia e
detecgdo de H. pylori verificamos que 100% dos
pacientes portadores de Glcera péptica (gastrica
¢/ou duodenal) estavam colonizados por H. pylori,
achado semelhante ao de Coetho (2) e superior ao
de Marshall (16); 84,2% dos pacientcs com gastri-
te & endoscopia foram positivas para H. pylori,
freqiiéncia superior a de outros autores (2, 13), e
25% dos pacientes com laudo endoscépico nor-
mal apresentaram H. pylori, indice inferior aos
obtidos em outros trabalhos (2, 13, 21).

Numa andlise global, notou-se elevada asso-
ciagdo entre a presenca de H. pylori ¢ gastrite
crdnica em atividade, fator talvez predisponente
a ulceragio péptica. A detecgiio de H. pylori em
pacientes com exame endoscdpico normal torna
imperiosa a necessidade de se pesquisar H. pylori
por métodos bacteriolégicos c/ou histopatol6gi-
cos, devendo-se ressaltar que 6 preferivel, para
maior seguranga, empregar mais de um método
de diagnéstico, apesar do alto indice de positivi-
dade e sensibilidade do teste da urease pré- for-
mada.

SUMMARY

Helicobacter (Campylobacter) pylori in patients
 with upper gastrointestinal symptoms

The bacteriology of the stomach and the
duodenum was neglected during many years, but
the recognition and isolation of Helicobacter pylori
has opened new perspectives in our under-
standing of inflamatory gastroduodenal disorders.
H. pylori has been associated with gastritis, duo-
denal and gastric ulcer, and nonulcer dyspepsia in
many countries. We searched for H. pylori in 50
consecutive patients (29 females and 21 males,
range 19-75 years, mean age 47) referred for en-
doscopy to the upper gastrointestinal tract. Biopsy
specimens from the gastric antral mucosa were

~analysed by bacteriological and histological te-
chniques. The presence of H. pylori was investiga-
ted by urease test, directly in the gastric biopsy

sample; Gram stain; culture in selective lysed hor-

se blood agar and Steiner silver stain. The biopsy
specimens for histopathologic study were fixed in
formalin and the sections were stained by Hema-
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toxilin & Eosin. Streaked plates were incubated at
37°C in a microacrophilic environment for 7 days.
H. pylori were identified as oxidase, catalase and
urease positive gram-negative curved bacilli. The
endoscopy revealed 12 patients without abnorma-
lities and 38 with disorders of the upper gastroin-
testinal tract (19 with chronic gastritis, 5 with
gastric ulcer, 5 with duodenal ulcer, 1 with gastric
and duodenal ulcer, 3 with duodenitis, 2 with
esophagitis, 1 with gastric carcinoma, 1 with gas-
tric polyp, and 1 with gastric ulcer scar). H. pylori
was detected by one or more techniques in 34 .
(68%) of the 50 cases examined. H. pylori was
present in all of 31 patients with active chronic
gastritis, in 3 of 10 patients with inactive chronic
gastritis and in none of the 9 normal patients. The
increased rate of infection caused by H. pylori in
the gastric antrum of patients with peptic ulcer
may lead to the hypothesis that the infection is a
predisposing factor to ulceration. The detection
of urease enzyme was the test with highest diag-
nostic sensitivity (31/34), followed by Gram stain
(27/34), silver stain (27/34), and culture (17/34).
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EFICIENCIA DE VARIAS AMOSTRAS DO VIRUS DA DOENCA DE NEWCASTLE NA
PRODUGAO DE INTERFERON HUMANO DE MEMBRANAS AMNIOTICAS

Erna Geessien Kroon!

Paulo César Pcregrino Ferreira®
Romain Rolland Golgherl

RESUMO

A eficiéncia de oito amostras de virus da doenga de Newcastle (NDV) na
produgio de interferon humano de membrana amnidtica (IFN-MA) foi investigada.
Ulilizando-se os fluidos alantéicos obtidos dc ovos embrionados in natura, titulos
maiores dc IFN-MA foram produzidos com as amostras Texas-2, H595, F2 ¢ Roakin;
quantidadcs médias foram induzidas pelas amestras Victéria e La Sota e niveis baixos
pelas amostras Herts ¢ L-12. Quando os virus foram diluidos para ter a mesma dose
infectantc para ovos embrionados, as amostras Roakin, Texas-2 e H595 foram as mais
eficientes na produgdo de IFN-MA. Se a indugdo fosse fcita com o mesmo nfimero
de unidades hemaglutinantes, niveis mais altos de IFN-MA derivaram de 4mnios
infectados com as amostras Texas-2 ¢ Roakin. Em diferentes 4mnios, a quantidade
de IFN-MA produzida variou menos com as amostras Texas-2, Roakin, H595 e F2.
As duas primeiras induziram titulos mais altos de IFN-MA. Nio se observou relagdo
entre unidades hemaglutinantes e patogenicidade das amostras de NDV com os

niveis de IFN-MA produzidos.

INTRODUCAO

Osinterferons (IFN) constituem uma familia
de proteinas naturais dotadas dc efeitos pleiotr6-
picos, sendo das mais marcantes suas atividades
anti-virica e anti-celular (20). Sio atualmente em-
pregados como agentes terapéuticos eminfecgbes
causadas por virus e tumores (17, 18),

Para sua aplicagéo clinica, o interferon hu-
mano tem sido derivado de leucécitos (3), fibro-
blastos (21), células linfoblastéides (22) e de bac-
térias (7) por métodos de DNA recombinante.

Outra fonte capaz de fornencer tecido hu-
mano para a produgio de IFN é a placenta huma-
. na. Falcoff et al (5) utilizaram fragmentos de 4m-
nio para a produgio de IFN. Novo e Golgher (16)

investigando os tecidos placentarios - membrana
amniltica, membrana e vilosidades coribnicas -
verificaram que a membrana amni6tica era a me-
lhor produtora quando infectada pelo virus da
doenga de Newcastle (NDV) amostra Victoria.

O sistema membrana amni6tica - NDV tem
caracteristicas interessantes : a matéria prima é
abundante, de baixo custo ¢ de facil obtengao; o
processo de produgdo de interferon é simples (5,
16) e o IFN pode ser obtido em baixa concentra-
¢ao de soro (E.G. Kroon, P.C.P. Ferreira ¢ R.R.
Golgher, em preparo).

Por outro lado, freqilentemente diferentes
amostras de um mesmo virus induzem quantida-
des diferentes de IFN (10). Em relagiao ao NDV,
vérios trabalhos demonstraram este fato em
ovos embrionados, galinhas ¢ camundongos (2,

1 Laboratério de Virus, Depto. de Microbiologia - ICB ~ UFMG, 30161 Belo Horizonte MG, Brasil
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11-14). Conseqiientemente, investigagdes com-
parativas cntre diversas amostras de NDV fo-
ram realizadas, para se conhecer mais profunda-
mente a indugdo do IFN-MA ¢ mclhorar este
sistema a fim de alcangar titulos mais significati-
vos deste interferon.

MATERIAL E METODOS

Virus

Foram utilizadas oito amostras dc NDV. A
amostra Victoria foi cedida pelo Dr. Kurt Pauc-
ker, de Filadélfia, EUA. As amostras Tcxas-2,
Herts 33, 112, F2, La Sota ¢ H395 foram forneci-
das pclo Dr. Bela Lomniczi, de Budapeste, Hun-
gria ¢ a amostra Roakin dos National Institute of
Health, Bethesda, Md, EUA. Os estoques de virus
foram obtidos pela multiplicagdo em ovos embrio-
nados de galinha ¢ o titulo infcctante das amostras
pela determinagio da dose mortal para 50% dos
embribes de galinha (1). O titulo hemaglutinante
em microtéenica foi realizado conforme Grandi
8).

O virus Sindbis foi doado pelo Dr. Norman
B. Finter, de Beckenham, Kent, Inglaterra ¢ mul-
tiplicado em células Vero. Seu titulo foi determi-
nado pelo céalculo da dose infectante para 50%
das cimaras (WIDso) em células Vero (6).

Interferon

Placentas de parto cesarcano foram colhidas
em solugdo salina de Hanks (SSH) (9) contendo
antibi6ticos. A mcmbrana amnidtica foi retirada
e lavada em SSH. Cortou-se a membrana em pe-
quenos fragmentos ¢ 5 g eram colocados em um
frasco. A cada frasco foram adicionadas amostras
de NDV diluidas 1:5 (0,8ml/g de tecido). Transco-
rrida uma hora de adsorgio a 37°C, o excesso de
virus foi removido e acrescentou-se 6 ml/g de
tecido de meio minimo (4), com 1% de soro de
carneiro e antibidticos, por mais uma hora. De-
pois deste pré-tratamento, iniciou-se a indugio
propriamente dita, retirando-se o meio e adicio-
nando-se 0 NDV (0,8ml/g de tecido) retirando-se
o excesso de virus ¢ acrescentando-se 0 mesmo
meio (6 ml/g de tecido) ap6s 2h. a 37°C. Depen-
dendo do experimento, os sobrenadantes foram
colhidos depois de 24 a 48 horas de incubagdo a
37°C, renovando-se 0 meio. Aliquotas dos sobre-
nadantes foram colhidas, submetidas 2 luz ultra-

116

Rev. Microbiol,, Sdo Paulo, 21(1), 1990.

violeta (UV) durante 2 minutos e mantidas a—20°C.

A titulagdo de IFN-MA foi {cita pela micro-
técnica, essencialmente conforme Ferreira et al
(6). As preparagdes foram diluidas em série de 2
em placas de 96 cimaras ¢ foram adicionadas
células Vero. Depois de 24 horas de-incubagio a
37°C a 5% COg, as células de cada cAmara foram
infectadas com aproximadamente 100 WIDsg de
virus Sindbis e as placas reincubadas. Quando o
efcito citopético dos controles de virus alcangava
75 a 100% de monocamada de células, a leitura
final foi realizada. O inverso da diluigio causando
50% de inibi¢do do ECP era tomado como titulo.
Em cada titulagdo, um padrio interno de IFN-
MA foi utilizado ¢ os titulos ajustados ao titulo
deste padrédo e em 30 titulagbes, o coeficiente de
variagao foi de 27%. Cada unidade do laboratério
correspondeu a 0,4 unidades do padrio interna-
cional de interferon humano “rescarch standard
B 19/,

RESULTADOS

Comparagdo entre diferentes amostras — Fo-
ram utilizadas oito amostras de NDV. Primeira-
mente, as amostras foram utilizadas diluidas 1:5,
na fase de pré-tratamento ¢, na indugao, nio di-
luidas, isto é, “in natura”. Desta forma, foi possivel
verificar a sua capacidade de indugéo, em relagao
aquantidade de virus encontrada nos fluidos alan-
tdicos. Como controle, utilizou-se a amostra Vic-
toria, que era rotineiramente empregada.

Observando-se os resultados da Tabela 1,
verifica-se que as amostras Texas-2, Hsos, F2 €
Roakin foram as melhores indutoras, sendo que
as amostras Herts-33 e L12 induziram baixos titu-
los de interferon, e que as amostras Victéria e La
Sota induziram quantidades intermediarias. A
producio de interferon em 48 horas decai com a
maioria das amostras, de 50% a 87%, fazendo
excegdo, neste experimento, a amostra Roakin,
que ndo apresentou redugio na produgio de in-
terferon,

A irradiagio das diferentes amostras utiliza-
das no pré-tratamento ¢ na indugéo, com luz UV
no tempo de 10 a 80 segundos, ndo alterou os
titulos de interferon (dados ndo mostrados).

Efeito da dose infectante — A influéncia das
unidades infecciosas viricas na produgio de inter-
feron foi analisada, num estudo comparativo en-
tre as amostras, utilizadas numa mesma concen-
tragao.
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Tabela 1 - Produgio de interferon em 4mnio humano por diferentes amostras do virus da doenga de Newcastle.

dose de vitus (EIDSO/mlxlO") interferon produzido
4mnio amostra (U/ml)
pré-tratamento(a) indugio(b) 24h 48h
A Victoria 700 3500 400 100
erts-13 10 50 30 <10
595 100 500 6400 800
Texas-2 40 200 3200 800
B Victoria 700 3500 1600 500
F2 200 1000 3200 800
L1z 1240 6200 40 <10
Ia Sota 40 200 400 200
Roakin 4 20 1600 1600

(a) Pré-tratamento - fluido alantdico dilufdo 1:5
(b) Indugdo - fluido alantdico “in natura”

Tabela 2 ~ Producio dc interferon em dmnio humano por
diferente amostras do virus da doenga de Newcastle com a
mesma dose infectante.

Tabela 3 — Produgédo de interferon em dmnio humano por
diferentes amostras do virus da doenca de Newcastie com a
mesma dose hemaglutinante

Interferon produzindo U/ml

Amostras U IF/EIDso
(X10% @
24h 48h 72h
Victoria 100 30 30 038
F2 100 30 20 0,7
Herts-33 100 30 20 0,7
Hsos 3200 500 100 19,0
L2 100 30 100 1,1
La Sota 1600 . 300 200 10,5
Roakin 2400 800 200 17,0
Texas-2 3200 300 60 17,8

(a) Relagdo entre o total de unidades de interferon produ-
zidas e dose enfcctante para 50% dos ovos embriona-
dos.

As amostras foram diluidas em solugdo de
Hanks a 4°C, na mesma dose infectante para 50%
dos gvos embrionados, cuja concentragio foi de 2
x 10’ EIDs¢/ml na indugdo e 2 x 10° EIDso/ml no
pré-tratamento. Esta dose € a correspondente 2
concentragio da amostra com menor titulo (Roa-
kin).

Maiores quantidades de interferon foram in-

interferon produzido U/mi

Amostras 24h 48h  UIF/UH®
Victoria 300 100 1,2
93 800 1600 70
Herts-33 100 400 1,5
Hsos 1600 800 7,0
L2 1600 800 7,0
La Sota 800 200 30
Roakin 3200 600 11,0
Texas-2 3200 800 12,0

(a) Relagio entre o total de unidades de interferon produ-
zidas por unidade hemaglutinante,

duzidas pclas amostras Roakin, Texas-2, Hsgs e La
Sota (Tabela 2). Fazendo-se uma relagio entre o
total de unidades de interferon produzidas e a
dose infectante para 50% dos ovos embrionados,
verificou-se que as amostras Roakin, Texas-2 e
Hsos apresentaram valores mais altos.

Na coleta de interferon em 72 horas, ocorreu
na maioria das amostras uma queda no titulo de
interferon, o que também foi observado no inter-
valo de tempo de 24 a 48 horas, fazendo excegédo
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Tabela 4 — Produgio de interferon com amostras de virus da doenca de Newcastle em diferentes 4mnios

Nede dose virus (EIDso/ml x 106) interferon produzido U/ml
Amostras
dmnios pré-tratamento indugdo variagdo média®

Victoria 10 700 3400 660 —~ 3800 1900
F2 5 200 1000 2600 — 5300 3700
Herts-33 4 0,7-2 7-20 100 - 500 200
Hsos 5 2-8 2080 2120 - 3800 2700
Li2 4 80 800 460 — 2400 700
La Sota 6 2-25 20-25 80 — 2000 800
Roakin 8 1-4 20 2900 - 6400 4400
Texas-2 9 240 20 - 200 2200 - 5600 4100

(a) Média de interferon produzido nos diferentes 4mnios em 24 e 48 horas.

as amostras que produziram menor quantidade
de interferon. Como os titulos foram muito baixos
em 72 horas, apenas os fluidos de 24 ¢ 48 horas
foram coletados nos experimentos subseqiientes.

Efeito da dose hemaglutinante — A Tabela 2
mostra um estudo comparativo entre as diferentes
amostras utilizadas com a mesma dose hemaglu-
tinante, sendo 320 unidades hemaglutinantes/ml
na indugéo e de 32 unidades hemaglutinantes/ml
no pré-tratamento. As amostras foram diluidas
em solugdo salina de Hanks, na concentra¢io da
amostra Texas-2, que apresentou a menor dopse
“hemaglutinante. A melthor produgido cm total de
unidades de interferon foi a das amostras Texas-2
¢ Roakin. Estas amostras também apresentaram
um indice mais elevado quando feita a relagdo
entre ototal de unidades de interferon produzidas
¢ a dose hemaglutinante. As amostras F2 ¢ Herts-
33, ao contrédrio das outras amostras, como ji
havia sido observado anteriormente, induziram
titulos mais altos de interferon em 48 horas. Estas
amostras foram diluidas respectivamente a 1:16 ¢
1:8 para se¢ obter a mesma dose hemaglutinante,
podendo desta forma ter sido necessédria a multi-
plicagdo do virus para posterior indugéo de inter-
feron.

Utilizagdo de dmnios de diferentes doadoras
— Os dados da Tabela 4, de diversos experimentos
realizados, mostram as diferentes concentragdes
das amostras empregadas 1o pré-tratamento e
indugdo e a variagdo e média de interferon produ-
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zido por vérios dmnios. Algumas das amostras
apresentaram titulos superiores e maior constén-
cia na produgio de interferon, quando foram uti-
lizadas membranas amni6ticas de diferentes doa-
doras. N

As amostras Texas-2, Roakin, Hsos €3 F2
foram boas indutoras de interferon ¢ as amostras
Lj2 e La Sota foram indutoras intermedidrias,
sendo que a amostra Herts-33 apresentou os titu-
los mais baixos de interferon.

DISCUSSAQ

Ainducdo de interferon com vérias amostras
de virus pode, freqiientemente, levar a indugio de
quantidades diferentes de interferon (10).

Dentre as amostras de NDV utilizadas neste
trabalho, (Tabela 1), as amostras Texas-2, Hsos, F2
e Roakin foram boas indutoras de interferon no
sistcma empregado, sendo que a amostra Texas-2
¢ velogénica, Hsos, F2 e Roakin sdo mesogénicas
¢ F2 é lentogénica. Resultados conflitantes séo
descritos na literatura sobre a relagdo entre a
produgio de interferon e a viruléncia de diferen-
tes amostras de NDV, conforme o tecido utilizado.
Em ovos embrionados, as amostras avirulentas
lentogénicas ndo produziram quantidades detec-
taveis de interferon (2), enquanto Lomniczi (11)
obteve variagOes na produgéo de interferon entre
as 26 amostras virulentas velogénicas e avirulentas
que utilizou, Em galinhas, Solovyov et al (19) e
Lomniczi (12) verificaram que as amostras viru-
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lentas sdo as mclhores indutoras de interferon,
porém Lomniczi (11) utilizando fibroblasto de
galinha ndo conscguiu reproduzir esses achados.
Em camundongos, que sdo animais naturalmente
insusceptiveis ao NDV, obtiveram-se maiores titu-
los de interferon com amostras avirulentas (14).
Portanto, ndo se pode relacionar a viruléncia das
amostras com a produgdo de interferon,
Observando a Tabela 2, verificamos que qua-
tro amostras de NDV - Roakin, Texas-2, Hsos e La
Sota - induziram maior quantidade de interferon,
quando as amostras foram utilizadas na mesma
dose mfcctantc para 50% dos embrides, que foi
de 2x10’ IEDso/ml na indugdo. Verificou-se que
determinadas amostras, com csta mesma dose,
ndo produziram quzmlidadcs significativas, sendo
a relacio dc unidades de interferon produzido
por unidade infectante muito baixa. Solovyovet al
(19) procurou explicar a melhor capacidade indu-

tora das amostras virulentas, pcla maior multipli-

cacdo destas amostras, pois verificou-se que pou-
cos sistemas hospedeiros sdo permissivos para
esse virus (15).

E possivel que a maior producio de interfe-
ron seja resultante de uma multiplicagio mais
eficiente no tecido utilizado, Outros latores, como
a diferente toxicidade das amostras para as célu-
las ou a formagdo mais eficiente de RNA de fita
dupla, também poderiam alterar este processo de
indugdo que deverio ser investigados.

As amostras Roakin ¢ Texas-2 (Tabcla 3)
apresentaram titulos mais altos de interferon por
unidade hemaglutinante. Entretanto, a quantida-
de de hemaglutinina néo é preponderante na pro-
ducdo de interferon no sistema empregado, uma
vez que as amostras com titulos hemaglutinantes
elevados (Hertsss, L12) ndo se apresentaram co-
mo boas indutoras. Desta forma, ndo se encontrou
relagdo entre particulas infectantes e unidades
hemaglutinantes, nas diferentes amostras utiliza-
das.

Os dados da Tabela 4 apresentam o compor-
tamento das amostras de NDV em diferentes 4m-
nios ¢ as amostras Texas-2 ¢ Roakin apresentaram
maior constincia na produgdo de interferon ¢ a
média de produgio mais alta. A amostra F2, ape-
sar de produzir uma quantidade alta, foi incapaz
de induzir interferon em determinadas membra-
nas amnidticas, sendo por este motivo considera-
da uma amostra indutora intermediaria. A amos-
tra Hsos apesar de produzir uma quantidade mé-
dia menor de interferon, apresentou uma produ-
¢éo relativamente constante, sendo por isso clas-
sificada como uma boa indutora. As amostras L2,
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La Sota e Herts-33 apresentaram uma baixa pro-
dugdo de interferon, nas condigdes do ensaio.

A amostra Texas-2, em virtude de apresentar
em diferentes 4mnions menor variagdo, maior
produgdo média e titulos mais significativos na
produgdo de interferon e, além disso, maior faci-
lidade de multiplicagio, associada a titulos maio-
res em ovos embrionados foi selecionada como a
amostra indutora padrio para investigagbes pos-
teriores sobre a produgdo de IFN-MA,

SUMMARY

The efficiency of eight strains of Newcastle
disease virus (NDV) for the production of human
amniotic membrane interferon (IFN-MA) was in-
vestigated. With egg alantoic fluids, higher titers
of IFN-MA were obtained with the strains Texas-
2, H595, F2 and Roakin; medium amounts were
induced by Victoria and La Sota strains and lowest
titers by the Herts and L-12 strains. When the
viruses were diluted to the same egg infectious
dose, the Roakin, Texas-2, and H595 strains were
more effective in the production of IFN-MA. If
the induction was performed with the same he-
magglutinating units, higher levels of IFN-MA
derived from amnions infected with the Texas-2
and Roakin strains. In different amnions, the
quantity of the IFN-MA produced varied less with
the strains Texas-2, Roakin, H595 and F-2; the first
two induced higher titers of IFN-MA. No relation
was observed between hemmaglutinating units or
virulence of NDV strains and the quantities of
induced IFN-MA.
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A PRODUCAO DE INTERFERON ITUMANO DE MEMBRANAS AMNIOTICAS
(IFN-MA)

Erna Geessien Kroon!

Maria Alicc da Silva Novo'
Paulo César Peregrino Ferreira
Romain Rolland Golghcr1

RESUMO

Foram investigadas varidveis na produgao de interferon humano de membranas
amni6ticas (IFN-MA). A quantidadc 6tima de indutor foi determinada para as
amostras: Vnctorla (igual ou maior que 2 9x108PFU/ml) e Texas-2 (igual ou maior
que 0,3x10 "PFU/ml) do virus da doenga de Newcastle. A cinética de produgdo de
IFN-MA mostrou titulos semelhantes dc 24 a 72 horas pés-indugéo e, ap6s este.
periodo, uma queda acentuada nos niveis de IFN induzidos. Ndo foi observado
aumento nos titulos de IFN apés: pré-tratamento (“priming”) com virus ou IFN; por
super-indugio com actinomicina D e cicloheximida ou por irradiagio ultravioleta do
amnio. A produgio de IFN-MA quando comparada aos outros métodos de produgao
deinterfcron humano natural, mostrou ser de metodologia simples, de matéria prima
de alta disponibilidade ¢ as quantidades de IFN liberado por células similares aos
interferons derivados de leucteitos e fibroblastos.

INTRODUCAO

Os interferons (IFN) constituem uma fa-
milia de proteinas produzidas por células de
vertebrados, com atividade biolbgicas diversifi-
cadas, das quais a mais bem estudada é a ativi-
dade antiviral.

Estas protcinas tém sido empregadas em en-
saios terapéuticos em viroses ¢ cincercs (18, 19).
Para o seu emprego no homem, sua produgio
~ industrial foi desenvolvida, empregando-se leucé-
citos de sangue periférico (2), estirpes celulares
derivadas de prepticio humano, especialmente a
FS-4 (20), a linhagem celular linfoblastéide Na-
malva (21) e mais recentente, por ténicas de DNA
recombinante em bactérias (7).

A placenta constitue outra fonte de células

para a obtengdo de interferon humano. Das suas
difercntes regides, o corion ¢ as vilosidades co-
ribnicas sdo mas produtoras de interferon (17)
porém a membrana amnidtica é capaz de fazé-lo
5,17).

Levando-se em consideragdo que a matéria-
prima-placenta é de facil obtengdo em nosso meio
¢ o processo de produgio de interferon em dmnio
¢ de metodologia simples (5, 17), o sistcma mem-
brana amnidtica-virus da doenca de Newcastle
(NDV) foi investigado mais profundamente. Va-
ridveis importantes do sistema foram pesquisada,
tais como dose de virus indutor, cinética de libe-
ragdo e as possibilidades de aumentar os titulos
do interferon humano de mebranas amniéticas
(IFN-MA) pelairradiagdo do tecido (14), pré-tra-
tamento por interferon ou virus indutor (12) e
super-indugéo (9).

1. Laboratdrio de Virus, Départamemo de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biol6gicas, Universidade Federal de Minas

Gerais, MG, Brasil - C.P. 2486.
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MATERIAL E METODOS

Virus — As amostras Victoria ¢ Texas 2 de
NDYV foram multiplicadas em ovo embrionado de
galinha de 9 a 11 dias. A infectividade foi determi-
nada pela medida da dose infectante para 50%
dos ovos (EIDsp) e do nfimero de unidades for-
madoras de placa (PFU) em células Vero (17).

Indugdo de IFN-MA — As placentas foram
derivadas de parto cesarcano ¢ colhidas em solu-
¢do salina de Hanks (SSH) (8) com antibidticos.
O 4mnio foi separado , lavado em SSH e cortado
em fragmentos de aproximadamente 1 cm”, Cinco
gramas de tecido foram colocados em um frasco
Erlenmeyer e NDV foi adicionado, na proporgéo
de 0,8ml por g de dmnio. Os frascos foram incu-
bados por 2h a 37°C, sendo agitados de 30 em 30
minutos. O excesso de virus foi drenado e adicio-
nados 6ml de meio 199 por grama de tecido, su-
plementados com 2% dc soro de carnciro inativa-
do e antibiéticos.

Apdbs periodos de incubagdo variados, a
37°C, o sobrenadante foi colhido e dialisado con-
tra tampdo 4cido cloridrico-cloreto pH 2,05
0,06M, a 4°C, durante 72h, para climinar o virus
residual e o meio substituido. O pH foi acertado
para 7,2 por didlise contra PBS ¢ os materiais
foram guardados a 4°C (até 30 dias) ou a -20°C
" (tempos mais prolongados) até a titulagio de in-
terferon. :

Titulag¢do de IFN-MA — foi realizada em mi-
crotécnica utilizando-se células Vero e virus de
encefalomiocardite de camundongo ou Sindbis
como desafio (17). As unidades apresentadas nes-
te trabalho sdo unidades do padrio interno do
laboratério e equivalentes a aproximadamente 2,5
unidades do padrdo internacional de interferon
humano MRC 69/19.

RESULTADOS

Dose de virus indutor — Dois estoques de
NDV, amostra Victoria (2;6x109PFU/m1 e
2,9x109PFU/ml) foram acrescentados a fragmen-
tos de dmnio “in natura” ¢ diluidos 10 ¢ 100 vezes
para a indugdo de IFN-MA. O meio foi colthido
apds 24, 48 e 72 horas de incubagio a 37°C ¢ a
atividade antivirica dos sobrenadantes foi titulada
conforme detalhado em Material ¢ Métodos.

Os resultados da Tabela 1 mostram que ndo
houve diferengas significativas nos titulos de IFN-
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Tabela 1 - Produgdo de interferon em 4mnio humano com
concentragdes varidveis de virus da doenga de Newcastle
(NVD), amostra Victoria.

NVD Interferon produzido-U/ml
PFU%mI Tempo de coleta (h)
24 48 7
2.9x10° 6.400 2.240 1.600
1.600 1.600 400
2,6x10° 1.600 1.600 400
1.600 1.600 800
2,9x10° 3.200 560 1.600
1.600 1.120 1.600
26x107 400 200 200
: 400 400 200

a - Unidades formadoras de placa

MA produzidos nas doses iguais ou superiores
a 2,9x10°PFU/ml. Com' 2,6x10’PFU/ml, contu-
do, os niveis sdo significativamente inferiores.

Dados semelhantes foram obtidos com a
amostra Texas - 2 (no mostrados). Amnios infec-
tados com quantidades iguais ou acima de
0,3x10’EODs¢/ml libgraram niveis similares de
IFN-MA ¢, abaixo disto, a atividade antivirica
produzida cafa significativamente.

Cinética de produgdo de IFN-MA - Fragmen-
tos de Amnio foram induzidos para sintetizar IFN-
MA com a amostra Victoria de NDV, De 24 em 24
horas, até 5 dias, o meio foi colhido, tratado con-
forme Material e Métodos e substituido por novo
volume.

As titulagdes dos diferentes materiais forne-
ceram os dados da Figura 1. A produgéo de inter-
feron manteve-se estavel durante 72 horas, e de-
pois de 4 e 5 dias houve uma queda significativa
dos titulos.

Pré-tratamento - Como em varios sistemas de
produgio de IFN, a exposigdo das células a pe-
quenas doses de virus indutor ou a interferon
antes da inducdo, leva a maiores titulos finais
(12), este pré-tratamento (“priming”) foi siste-
maticamente investigado utilizando-se virus ou
IFN-MA.

A amostra Texas de NDV foi diluida e adi-
cionada a fragmentos de d&mnio em quantidades
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Figura 1. Cinética da produgdo de interferon de membranas
amnidticas humanas infectadas com o virus da docnga de
Newcastle, amostra Victéria.

varidveis de 0,01 a 800x107EID50 (em 0,8ml) por
grama de tecido. Ap6s uma hora de absor¢édo a
37°C, o excesso de virus foi retirado e acrescen-
tou-se 6 ml/g de tecido de meio mfnimo (4) com
1% de soro de carneiro por uma hora. Depois
deste pré-tratamento realizou-se a indugio de
IFN-MA, acrescentando-se ao tecido, apés a dre-
nagem de meio, o virus sem dilui¢io
(2x10°EIDso/ml; 0,8ml/g de tecido) que permane-
ceu em contato com o &mnio por 2h a 37°C,

Transcorrido este tempo, a suspenséo viral
em excesso foi retirada e meio foi acrescentado
conforme detalhado acima. Houve troca de meio
apods 24h de incubagdo e os titulos de determina-
dos IFN produzidos apés 24 e 48 horas de indugdo
foram determinadas. ‘

Os dados obtidos foram organizados na Ta-
bela 2, mostrando ndo haver diferencas significa-
tivas nas quantidades de IFN-MA produzidos.
Utilizando-se tempos variados para o pré-trata-
mento (2 a 4 horas) com a mesma amostra, em
uma tnica dose (2x108EID50/m1), também nio
houve aumento de titulo de IFN-MA (dados ndo
mostrados). ' :

Para o pré-tratamento com interferon, o
IFN-MA foi diluido em meio de concentragdes
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Tabela 2 - Produgfio de interferon de membrana amni6tica
humana: pré-tratamento com virus da doenga de Newcastle
(Texas-2).

Concentragdo de Interferon produzido U/mI®

virus por grama Amnio

de tecido™ A B c D

0 6.700 700 2.800 2.800
0,01 NF* NF NF 3.400
16 5,600 NF NF 3.600
8 NF 900 3.700 NF
80 NF 700 2.600 NF
160 NF NF NF 3.500
800 NF 1.800 2,600 NF

(a) Unidades de interferon produzidas nas coletas de 24 ¢
48 horas.

(b) Concentragfio do vitus em EIDsox10’,
(¢) Niofoi feito.

que variavam de 1 a 1000 unidades/ml e acrescen-
tou-se meio, na proporgio 6ml/g de tecido. Ap6s
2h de incubagéo a 37°C, o meio foi removido ¢ a
indugdo foi realizada conforme descrito acima.
Os resultados da Tabela 3 indicam que néo
houve melhora guantitativa com o pré-tratamen-
to. Dados obtidos com a exposigdo do dmnio a

Tabela 3 - Produgio de interferon.de membrana amni6tica
humana: pré-tratamento com diferentes concentragbes de
interferon homélogo.

Pré-tratamento Interferon produzido U/ml
Interferon U/ml 24h 48h
0 1.600 500

1 800 400

3 300 300

10 2.000 150
30 1.600 300
100 1.200 70
300 1.600 300
1.000 1.300 50

a~ 0O tecido foi exposto durante 2 horas antes da indugio com
o virus da doenga de Newcastle, amostra Texas-2.
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Tabela 4 - Efeito da actinomicina D e cicloheximida na pro-
duglio de interferon humano de membrana amnidtica.

Tempo de exposi¢io Tempo de Interferon
exposigio A produzido’®
cicloheximida® actnomicina D® U/ml
0 0 2.400
2-12 0 6.400
2-16 0 2.400
2-20 0 6.400
2-24 0 2.400
0 0-2 10
0 10-12 2.400
0 14-16 2.400
0 18 -20 600
0 22-24 450
2-12 10-12 2400
2-16 14-16 2.400
2-20 18-20 4.800
2-24 22-24 2,400

(a) Dose de cicloheximida-100 ug/ml
(b) Dose de actinomicina D-5 ug/ml

(¢) Unidades interferon produzido 48 horas apés o inicio
da indugfio, feita com o.virus da doenga de Newcastle,
amostra Texas 2.

1000 U/ml de IFN-MA durante 0,2, 6 ¢ 14h de
pré-tratamento também ndo lograram aumentar
os niveis de IFN-MA liberados (dados ndo mos-
trados).

Super-indugdo ~ Foi investigada a possibili-
dade de alcangar titulos supcriores de IFN-MA
com o emprego de inibidores metabélicos (acti--
nomicina D e cicloheximida) conforme descrito
por Vilcek et al (20) e por irradiagdo do tecido
com luz ultraviolcta (14).

Para o emprego dos inibidores metabdlicos,
experimentos preliminares foram realizados para
acertar 0 tempo e a concentragio adequadas de
actinomicina D. Resultados mostraram que
Sug/ml desta droga inibiram os titulos de IFN-MA
produzidos em 94%, quando aplicada por 2 horas
até 8h apds a indugio.

Em seguida, os experimentos de super indu-
¢do foram realizados conforme Vilcek et al (20).
Membranas amni6ticas foram infectadas com
NDV (amostra Texas-2). Apds a adsorgéo; os frag-
mentos de tecido foram lavados com SSH a 37°C,
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foram acrescentados meio comsoro e antibi6ticos
a 37°C e os inibidores nos tempos conforme a
Tabela 4, sendo a concentragio de Actonomicina
D de 5 microgramas por ml ¢ a de cicloheximida -
de 100 mxcrogramas por ml:,’ capaz de inibir a
incorporagio de metionina S de 98%, em célu-
las Vero. Ap6s a exposigdo aos inibidores, as
membranas foram lavadas cinco vezes com SSH a
37°C, colocadas em meio com soro e antibi6ticos
¢ o sobrenadante colhido com 48 horas para titu-
lagdo de interferon.

Como se pode depreender dos dados da
Tabela 4, ndo houve aumento aprecidvel na pro-
dugio de IFN-MA com o emprego dos anti-me-
tabolicos. A

O aumento da produgdo de IFN-MA por
irradiagdo ultravioleta do tecido, conforme des-
crito por Lindner-Frimmel (14) também foi tenta-
do. Fragmentos de 4mnio foram expostos a luz
ultravioleta por 0, 15, 90, 240 e 360 segundos e
procedeu-se a indugdo de IFN-MA, conforme
descrito em Material e Métodos. Nao houve au-
mento na produgdo de IFN-MA (dados nao mos-
trados).

DISCUSSAO

A variagdo da dose de virus NDV e a quan-
tidade de IFN resultante produzido pelas amos-
tras Victoria (Tabela ) e Texas 2 mostraram titu-
los mais altos com o aumento da quantidade de
virus indutor. Contudo, a curva-dose resposta
atinge um “plateau” no qual os niveis de interfe-
ron ndo se alteram mesmo com maiores concen-
traqi')es de virus. Os tftulos minimos de virus para

gbtcr bons niveis de interferon foram de

EIDso/ml para a amostra Victoria e
10 SEIDso/ml para a amostra Texas 2. Para esta
amostra a multiplicidade de infecgdo (virus/célu-
la) 6tima variou de 300 a 30, pois cada grama de
tecido amniftico contém cerca de 5 milhdes de
células (J.R. Santos, comunicagido pessoal). A
comparagéo destes dados com os obtidos em ou-
tros sistemas indica que, de modo geral, o aumen-
to de virus indutor traduz-se por uma elevagio nos
tftulos de IFN (6,12), gerando curvas dose respos-
ta do tlpo r = 1(15).

A cinética de produgio de IFN-MA (Figura
1) é semelhante a descrita para 0 mesmo tecido
(5) e para fibroblastos de prepiicio humano (1) e
célulasL (13). -

Q pré-tratamento, como forma de aumentar
as quantidades de IFN produmdas, funcionou sa-
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tisfatoriamente em células L de camundongo
(16); fibroblastos humanos (9); leucécitos (3). Is-
to, contudo, ndo ¢é universal, conforme mostraram

Johnston et al (10) ¢ os nossos resultados (Tabelas

2¢e3).

A superindugdo por antimetabdlitos obser-

vada em fibroblastos humanos (1, 20) assim como
a causada por irradiagdo ultravioleta das células
produtoras (14) nao pdde ser observada no siste-
ma NDV - membrana amnidtica.

Comparados com outros sistemas de produ-
¢do de IFN natural, usualmente empregados -
leucéeitos de sangue periférico e fibroblastos (cé-
lulas dipl6ides) pode-se alirmar que o sistema
para a produgio dec IFN, baseado em cultivo de
fragmentos amnidticos ofcrece vantagens, tais co-
mo: a grande disponibilidade de placentas; sim-
plicidade do método; a ecconomia de tempo e
material consumido quando comparado com mé-
todos que utilizam cultura de tecido; a obtengio
de preparagbes de interferon sem a limitagdo de
tamanho de recipientes para cultivo de monoca-
madas de células. Além disso, ndo é necessério o
emprego de nitrogénio liquido, indispensavel pa-
ra o cultivo de células dipl6ides, nem de um local
especifico e equipe cncarregada para a coleta da
matéria-prima nem da organizagdo complexa de
banco de sangue, como ocorre na produgdo de
interferon leucocitério.

Do ponto de vista quantitativo, como a mem-
brana amnidtica tem um peso de 34 g em média,
pode-se obter 400 ml de interferon por 4mnio em
48 horas, isto é, um litro de IFN, usando trés
membranas, com cerca de 500 Ul/ml em condi-
¢Oes usuais de indugdo. Aceitando-se as células
que podem ser retiradas do &mnio por tripsiniza-
¢ao como as produtoras de interferon, que sdo 150
milhdes (J.R. Santos, comumcaqao pessoal), te-
mos uma média de 1500 UI/10° células. Em leu-
cbeitos humanos, Kauppmen et al (11) consegul-
ram produzir 5000 U1/10° células; 3000 UI/10°
células foram produzidas, a partir.de fibroblasto
de prepiicio (20); também em linhagem de células
linfoblastéides o titulo de IFN foi de 3000 U1/10°
células (10). Verilicamos, assim, que o sistema
MAH-NDV ¢ vidvel, j4 que produz quantidades
deIFN semelhantes aquclas produzidas por fibro-
blato de prepiicio e células linfoblastéides.

Conclui-se que, tendo em vista estas carac-
teristicas, que a produgéo de interferon humano
em mebranas amni6ticas é um processo vantajoso
e que deverdo ser investigadas as possibilidades
de se fazer um “scale-up” de volumes tipicos de
laboratério para a escala semi-piloto.
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SUMMARY
Production of human amniotic interferon

Variables in the production of human amnio-
tic interferon (IFN-MA) were investigated. Opti-
mal concentrations of inducers were determined
for two strains of Newcastle dlsease virus: Victoria
(equal or greater than 2.9x10 PFU/ml) and Texas
2 (equal or greater than 0.3x10’PFU/ml). Kinetics
of IFN-MA production showed similar titers from
24 to 72h post induction and after this period the
amounts of IFN-MA produced decreased consi-
derably. It was not possible to increase titers of
IFN-MA by: priming with virus or IFN treatment,
superinduction with actinomycin D and ciclohexi-
mide or ultraviolet irradiation of the amnion.
When compared to the other methods of produc-
tion of natural human interferons, the production
of IFN-MA showed to be simpler, with an easily
obtainable cell source and the levels of IFN pro-
duced per cell similar to those of leukocyte of
fibroblast cultures.
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THE ISOLATION AND IDENTIFICATION OF THE CONTAGIOUS ECTHYMA VIRUS OF
CAPRINES IN CELL CULTURES

Carlos Mazur!
Raimundo Diogo Machado’

SUMMARY

This work reports the isolation of the Contagious Ecthyma (CE) virus of caprines
ovines in primary testis cells monolayers. Direct immunofluorescence assay,
experimental inoculation in kids, and complement fixation test were used to confirm

the identification of the virus.

INTRODUCTION

The Contagious Ecthyma (CE) is an epider-
mal disease of goats and sheep, transmissible to
man. It is a poxvirus-causcd discase that spreads

fast, and it is very common in breedings over the-

world (13). CE is considcred a low pathogenic
disease, although it can be more severc and con-
tagious than it is generally thought, causing great
losses (12, 3). Nevertheless, there are only a few
studies on the importance of CE virus in Brazil (2,
5,9,13).

Our finding shows the presence of this virus
in Minas Gerais and Rio de Janciro states and can
be the basis for a large scale study-on the epide-
miology of the discase, focusing the necessity of
immunoprophylaxy or the development of a vac-
cine strain.

MATERIAL AND METHODS

Sera

Immune anti-CE serum, kindly supplied by
National Veterinary Services Laboratories

(Ames, USA), produced in ovine, was used as
standard reference scrum. The samples used in
CF test were collected from inoculated kids, inac-
tivated at 56°C, for 45 min, (8) and stored at -20°C.

Virus

Scabs were collected from lesions of affected
goats and used as viral source. The specimen,
naméd A, was collected in a severe outbreak, in
Conselheiro Lafaicte, Minas Gerais state. Anot-
her specimen, named J, was sent by a veterinarian
from Nova Friburgo, and specimen M was collec-
ted in a farm located in Guaratiba, both in Rio de
Janeiro state. The specimens were stored at -20°C,
without preservatives. The scabs were ground at
10% in phosphate-buffered saline (PBS) and the
suspensions were clarified by centrifugation at 600
g for 15 min.. The supernatants were treated with
antibiotics, overnight at 4°C.

Supernatants of some scabs suspensions we-
re treated with freon (trichlorotrifluoroethane)
for comparative analysis. The clarified super-
natants were collected, decontaminated. and
used for the inoculations. Clarified superna-
tants were also ultracentrifuged at 35,000 g for
30 min, (11). ' '

1. Depto. de Virologia, Instituto de Microbiologia - UFRIJ, Centro de Ciéncias da Satde, Bloco I, Itha do Fundio, Cidade

Universitdria, 21944 Rio de Janeiro RJ, Brazil
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Inoculations in cellular monolayers

The “in vitro” cultivation was carried out in
cell monolayers grown in 13 x 100 mm glass tubes
and in Leighton tubes. Primary goat testis cells
were chosen for isolation and identification expe-
riments (10).

Testicles were cxrurglcally collected from two
months -old kids and kept at 4°C in sealed flask
with MEM Eagle added of antibiotics, until the
establishment of cell monolayers (4). Aliquotes of
the 10% scab suspensions A, J and M were diluted
at 10 and 10 in PBS for the inoculations.

Confluent cells monolayers sceded 48-72
hours before the experiments were washed twice
with PBS added of antibiotics and inoculated with
0.1 ml of each dilution of scabs (suspensions A, J,
M) per tube. After 60 min. - adsorption, the ino-
cula were washed out with PBS and replaced with
fresh maintenance medium. Monolayers were ca-
refully examined during 28 days post inoculation
(pi). Monolayers were frozen at -20°C, either
when 50 - 70 % of the cells detached from the glass
'~ or on the 28"day pi, in the presence of the cytop-
hatic effect (CPE) (10). All clinical samples were
passaged seven times.

Immunofluorescence assay (1A)

Inoculated monolayers prepared in Lcigh-
ton tubes were tested with 12 hours intervals p1
durmg 21 days. Scab suspension dilutions (10,
107, 10° ) were inoculated in duplicate. Covers-
lxps were rinsed with PBS followed by fixation
during 20 min,, in acctone at -20°C. Fixcd mono-
layers were mcubalcd with anti-CE scrum conju-
gated with fluorescein for 30 min. at 37°Cin humid
chamber, washed and observed on a UV Zeiss
microscope.

Experimental inoculations in caprines

The caprines uséd in experimental inocula-
tion were acquired from a property in Jacarepa-
gud, Rio de Janeiro state, without CE history.

Two five- day-old kids were inoculated, in
scarified skin of inner tigh, with cellular lisates of
the 7" passage (samples A and M) in cell cultures.
The lisates were applied with swabs sticks.

Complement fixation test (CF)

The CF test was used for the serum of the
inoculated kids, as described elsewhere (8), using
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10% scab suspensions (samples A and M), as
antigens. The first serum sample was collected
before the moculatlons and the others on the 2",

3,4,7, 10 and 14" week pi. This test was also used
to titrate viral antigen in the 10% scab suspensions

"against the standard sera (14).

RESULTS

The moculatlons of clarified scab suspen-
sions (10 ) promoted an abrupt detachment of
approximately 80% of the monolayers in 4-5 days
pi. The CPE began within 48-72 hours pi. Higher
scab suspension dilutions promoted similar CPE,
but later (10-12 days pi). Total cellular detachment
was not observed until the 28' day pi. The altera-
tions observed were foci of round, high-refractile
cells.

Adversely, the CPE was observed only in the
third weck pi at the second passage and around
the tenth day at the 7t passage. The lisates caused
primary response in aleatory places of the mono-
layers, as foci of round and flat irregular cells that
spread later in infection.

The treatment with freon in some superna-
tants apparently postponed in 24-48 hours the
beginning of the effects, compared to non-treated
supernatants. The supernatants which had their

-volumes reduced 50 times by ultracentrifugations

reproduced CPE in varied, but longer periods
than the 10! scab suspension,

The 1A showed a fluorescence in the cyto-
plasm and cytoplasmic membranes at 36 hours pi
with the 10% scab suspension and later at higher
dilutions. The batchs inoculated with freon-trea-
ted showed less inespecific fluorescence. In this
case, the fluorescence was observed 4-5 days pi.
Lisates of the first passage also promoted less
inespecific ﬂuorescence, and the effect was obser-
ved on the third week pi.

Inoculated kids developed epidermal lesion,
clinically indistinguishable from the natural le-
sion. Slight reddenings could be observed in the
affected area, 48 hours pi. The intensity of the
reddenings increased turning into vesicles over
the next six days. The vesicles became pustules
10-12 days pi, realeasing small amount of the fluid
14 days pi. Scabs were formed by dehydration of
the exsudate around the third week and detached
naturally on the following weeks (Figure 1).

The CF results of antibody titres are shown
on table 1. CF antigen titres obtained were 1:40,
1:60 and 1:140 for the 10% scab suspensions A, J
and M, respectively. -
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Table 1 - CF antibody titres

Animals*
Weeks pi
A B
0 0 0
2 : 1:32 1:16 -
3 1:128 1:64
4 1:512 1:512
7 1:1024 1:512
10 1:256 1:256
14 1:256 1:128

* Inoculated with the lisates of 7 passage of A and M scab
suspensions, respectively.

DISCUSSION

The characteristics of the virus growth in
testis cells were similar to those described in lite-
rature, except the incubation period observed (15-
21 days pi) at the second passagg. Sucessive pas-
sages reduced the CPE appearance period signi-
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ficatively. Due to the high rate of the cellular
detachment in primary inoculations, the characte-
rization of the CPE was blased at this stage.

IA of the infected cell did not antedate the
diagnose, when compared to the production of
CPE, but proved to be useful and efficient to
detect viral growth. It is possible that earlier effect
is attributable to the cytotoxicity of the scab sus-
pensions caused by contaminants.

Kids were inoculated to verify the infectivity
of cellular lisates and to study the lesions evolu-
tion. Scabs suspensions and cellular lisates inocu-
lated proved to be highly infectious and elicited
antibody response, but it can not be considered as
a routine diagnostic technic.

Based on the literature, essencially for routi-
ne diagnose, due to the collection facility, trans-
portation and conservation, added of the effi-
ciency of electron microscopy (6) and CF, the
scabs are satisfatory. Nevertheless, hemagglutina-
tion assay, isolation by fertile eggs, and rabbits
inoculations resulted positive, when alternative
clinical specimen (biopsies) or virus purified from
scab suspensions were tested (1, 15, 16, 17). Op-
positcly the results in these methods were gene-
rally negative, when scabs suspensions were tes-
ted. So, it is possible the inadequation of the use
of scabs suspensions directly, as virus source, for

Figure 1 - Inoculated arca of a kid on the 4, 10, 15th days pi.
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biological studics without purifying. The observa-
tions of the growth in infected monolayers along
with other technics, suggested cytotoxic effect and
low infective titre. That would explain the diffe-
rence between the primary inoculation and the
subsequent passages. Freon treatment or ultra-
centrifugation of the supernatants supportcd this
hypo-thesis.

Therefore it is important to suggest the choi-
ce of 3-6 days old Icsion biopsics (stage of vesi-
cles), as viral source, which can be concentrated
or purified (7, 18) for further studics.

Few works on CE isolation were found in
Brazil and this virus has not been considered an
important problem in ovine and caprinc brecding
although, clinical spccimen A were obtained from
a severe outbreak. We thought that this outbreak
together with the others, alrcady described in S.
Paulo, Rio Grande do Sul and Pecrnambuco states
(13),'"demand a large scale epidemiological survey
of CE virus in our country,

RESUMOQO

Este artigo reporta o isolamento do virus do
Ectima Contagioso dos caprinos ovinos em culti-
vos primdrios de células de testiculo de caprino.
Imunofluorescéncia direta, inoculagdo experi-
mental em caprinos e prova de fixagdo de comple-
mento foram usadas para confirmar a identifica-
¢do. :
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RELACAO ENTRE PROPRIEDADES BIOLOGICAS DO VIRUS PARAINFLUENZA 1
E PRODUCAO DE INTERFERON HUMANO DE MEMBRANA AMNIOTICA

Regina Maria Bringel Martins!
Romain Rolland Golgher?

RESUMO

As atividades biol6gicas (hemaglutinagdo, hemolise, neuraminidase e
infectividade) de amostras do virus parainfluenza 1 “in natura” foram relacionadas
com a produgdo de interferon (IFN) ¢m 4mnio humano. Quando fluidos alantéicos
foram empregados na indugdo de IFN, verificou-se que a amostra Mill Hill foi a
melhor indutora, a amostra Z apresentou os menores titulos de IFN e a amostra
Cantell titulos intermedi4rios. Numa mesma dose infectante, entretanto, Cantell e
Mill Hill mostraram a mesma capacidade de induzir IFN, Ao determinar as
atividades hemoliticas, hemaglutinante ¢ de neuraminidase, observou-se que as
amostras Z ¢ Cantell apresentaram valorcs mais elevados que a amostra Mill Hill.
As propriedades hemaglutinante e hemolitica parecem estar relacionadas
indiretamente com a produgdo de IFN. Amostras do virus parainfluenza 1
mostraram-se diferentes na relagéo entre a atividade de neuraminidase e produgio
de IFN, O mesmo virus requer um grande niimero de particulas infecciosas (amostra
Mill Hill) ou ndo (amostra Cantell) para a produgio de titulos altos de IFN. Amostras
de um mesmo virus apresentam caracteristicas distintas na indugéio de IFN e

investigagdes mais abrangentes sdo necessérias sobre este fendmeno.

INTRODUGAQ

A maioria dos virus induz interferon (IFN)
em animais ou em culturas de células (19) mas
ainda é desconhecida a natureza do(s) compo-
nente(s) virico(s) responsével pela indugdo. Em
alguns sistemas, o dcido ribonucléico de fita dupla
parece ser a molécula responsavel pela indugdo
(12, 13, 18). Por outro lado, Ito & Hosaka (9)
verificaram que um simples contato da glicopro-
teina hemaglutinina - neuramidase do virus pa-
rainfluenza 1 (Sendai) com células do bago de
camundongo € suficiente para induzir IFN neste

sistema.

Amostras de um mesmo virus podem diferir
consideravelmente na sua eficiéncia de indugio
de IFN (7, 11). Vérias amostras do virus parain-
fluenza 1 ou do virus da doenga de Newcastle
(VDN) foram testadas na produgio de- IFN em
dmnio com a finalidade de selecionar um bom
indutor (4, 6, 11, 16). -

No presente trabalho, com o objetivo de con-
tribuir para o conhecimento do fenémeno de in-
dugdo, comparamos amostras do virus parain-
fluenza 1 relacionando as atividades hemagluti-
nante, de neuraminidase, hemolitica e a infectivi-

1. Laboratério de Virologia, Depto. de Microbiologia, Instituto de Patologia Tropical ¢ Saiide Pébfica, Universidade Federal

de Goids

2. Laboratdrio de Virus, Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncids BiolGgicas, Universidade Federal de Minas .
Gerais, Caixa Postal 2486, 30161 Belo Horizonte MG, Brasil
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dade da particula virica com produgio de IFN
humano de membrana amnidtica,

MATERIAL E METODOS

Células Vero — Linhagem derivada de rim de
macaco verde (Cercophitecus aetiops), fornecida
pela ATCC (Rockville, Maryland, EUA), foi sub-
cultivada em mecio minimo de Eagle, modificado
em salina de Earle autoclavével, adicionado de
5% de soro fetal bovino, L glutamina ¢ antibioti-
€os.

Virus — As mostras do virus parainfluenza 1,

Cantell (cedida pclo Dr. K. Cantell, Helsinque,
Finlandia), Z (Dr. Y. Hosaka, Osaka, Japdo) e
Mill Hill (Dr. R.D. Machado, Rio de Janeiro),
foram multiplicadas na cavidadc alantéica de ovos
embrionados de galinha. Os titulos dos estoques
em dose infectante para 50% dos ovos embriona-
dos (EIDsg) ¢ unidades hemaglutinantes (UHA)
foram, respectivamente: Cantell, 10%°EIDs0/ml ¢
2.560 UHA/ml; Z, 10°°EIDso/ml ¢ 5.120
UHA/ml; Mill Hill 10>°EIDso/ml ¢ 640 UHA/mL.
Na relagdo de hemaglutinagio, foram emprega-
das hemdécias humanas do grupo “0” a 0,5%.

O virus da cncefalomiocardite de camun-
dongo - EMC {oi multiplicado em células L (Clo-
ne 929).

Rev. Microbiol,, Sdo Paulo, 21(1), 1990.

Produgdo de interferon — Foi realizada con-
forme o procedimento descrito por Kroon (11).
Fragmentos de 4mnio humano (5,0g por frasco)
foram induzidos com as preparagdes do virus pa-
rainfluenza 1 sem diluir ((luidos alantéicos “in
natura”) ou diluidos de acordo com o experimen-
10, acrescentando-se 2,0ml da suspensao de virus.
Ap6s uma hora de incubagéo, adicionou-se 40ml
de fluido pseudoamnibtico (17), acrescido de
0,1% dc plasma humano inativado e antibi6ticos.
As preparagbes foram incubadas a 37°C por 48
horas, com coleta e reposi¢do de meio apds 24
horas. Os meios tiveram o pH acertado para2,0 e
foram guardados a -20°C.,

Titulagdo de interferon — Os fluidos acima
foram titulados quanto a sua atividade antivirica,
no sistcma células Vero - virus EMC, em micro-
técnica (5). Os titulos de interferon foram expres-
sos em unidadcs laboratoriais (uma unidade cor-
responde a 0,1 U.I. de IFN alfa - Medical Council
Rescarch - MCR 69/19).

Dosagem de hemdlise — A atividade hemoli-
tica das amostras do virus parainfluenza 1 foi
quantificada segundo Abidi & Yeagle (1). Os fiui-
dos alantdicos foram diluidos em salina tampona-
da fosfato - STF (pH 7,2), na razo de dois, de 1:2
até 1.024, num volume final de 0,5ml. As suspen-
sdes de hemdcias humanas do grupo 0 a 1%,

Tabela 1 - Produgdo de interferon em &mnio humano por amostras do virus parainfiuenza 1 “in natura”.

Amostras Experimentosa IFN produzido (U/ml)b UIFN/UHAc UIFN/EIDs0d
24h 48h (x10™

Z A 600 100 2,7 0,7

B 600 200 31 0,8

C 300 100 15 0,4
Cantell A 2.400 600 234 6,0

B 1.600 400 15,6 4,0

C 1.600 150 13,6 35
Milt Hill A 12.800 3200 500,0 1,6

B 12.800 3.200 500,0 1,6

C 12.800 400 412,5 1,3

a— Amnios de placentas diferentes; b — Unidades laboratoriais; ¢ — Relagdo entre o total de unidades de interferon produzidas
por unidade hemaglutinante; d — Relagdo entre o total de unidades de interferon produzidas por dose infectante para 50% dos

ovos embrionados.
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utilizadas nos ensaios, foram padronizadas para
uma densidade 6tica de 0,2 em 540 nm, quando
hemolisadas com 4gua destilada na diluigdo 1:10.

Dosagem de neuraminidase - A atividade de
ncuraminidase foi medida conforme o método
descrito por Aminoff (2), sendo empregada a fe-
tufna de soro fetal bovino (Sigma, St. Louis, EUA)
como substrato. Os fluidos alantbicos foram dilui-
dos em STF, na raziio de dois, de 1:4 até 1:512, ¢
incubados com igual volume (0,05ml) de fetuina
(10mg/ml) em tampio acctato de sédio (0,2 M;
pH 5,0).

RESULTADOS

Producdo de IFN por amostras do virus pa-
rainfluenza 1 — Quando fluidos alantéicos “in na-
tura” foram empregados na indugdo de IFN.em
dmnio (Tabela 1), observou-se que a amostra Mill
Hill foi a melhor indutora. J4 a amostra Z apre-
sentou os menores titulos e a amostra Cantell

titulos intermedidrios de IFN. Na rclagio entre o..

total de unidades de TFN produzidas e unidade
hemaglutinante, verificou-se que a amostra Mill
Hill mostrou valores mais altos. Resultados seme-
lhantes foram observados nos experimentos reali-
zados com as amostras numa mesma dose hema-
glutinante (1.280 UHA, dados nio mostrados).

Rev. Microbiol.,, Sdo Paulo, 21(1), 1990.

Por outro lado, a amostra Cantell produziu mais
unidades de IFN por EIDsg que as outras amos-
tras (Tabela 1),

Relagdo entre dose infectante e pro ugdo de
IFN - Numa mesma dose infectante (10™ EIDs0),
as amostras Cantell e Mill Hill induziram quanti-
dades semelhantes de IFN (Tabela 2). E, com a
amostra Z, os titulos de IFN foram inferiores.
Resultados similares foram obtidos quando feita
a relagdo entre o total unidades de IFN produzi-
das e EIDsp.

Atividade hemolitica das amostras do virus
parainfluenza “in natura”) — Verificou-se que as
amostras Z ¢ Cantell apresentaram valores méxi-
mos de hemolise até as diluigdes 1:32 e 1:8, res-
pectivamente (Figura 1). Entretanto, no intervalo
entre as diluigdes 1:32 e 1:1.024, as percentagens
de hemolise da amostra Z foram duas vezes supe-
riores as apresentadas pela amostra Cantell. A
amostra Mill Hill exibiu a menor atividade hemo-
litica. O fluido alantéico de ovos ndo inoculados
com virus (controle) ndo apresentou atividade
hemolitica (dados nao mostrados).

Atividade de neuraminidase do virus parain-
fluenza 1 “in natura” — A amostra Cantell apresen-
tou a maior atividade de neuraminidase nas dilui-
¢oes de 1:4 até 1:64 e, apés este intervalo, mos-

Tabela 2 - Produgio de interferon em 4mnio humano por amostras do virus parainfluenza 1 com a mesma dose infectante

(10%°BIDso)
Experimentosa Amostras Interferon produzido (U/ml) v’ UIFN/EIDsoc
. 24h 48h (x107

A zZ 100 50 03
Cantell 1.600 300 38
Mill Hilt 1.600 100 34

B zZ 100 50 03
Cantell 800 200 20
Mill Hill 800 200 2,0

C : z 600 300 1,8
Cantell 6.400 3.200 19,2
Mill Hill 4.800 1.600 128

‘

& < Amnios de placentas diferentes; b~ Unidades.laboratoriais; ¢ ~ Relagfio entre o total de unidades de interferon produzidas

por dose infectante para 50% dos ovos émbrionados.
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trou-se semclhantc a amostra Z. J4 a amostra Mil
Hill revelou a menor atividade (Figura 2). Acido
N-Acctilneuraminico livre néo foi detectado no
fluido alantéico de ovos controle (dados ndo mos-
trados).

DISCUSSAO

Quando fluidos alantdicos “in natura” foram
utilizados naindugdo de IFN em dmnio, observou-
s¢ que a amostra Mill Hill induziu maiores quan-
tidades de IFN (Tabela 1). Em leuc6citos, a amos-
tra Mill Hill mostrou-se também mais cfctiva na
indugdo de IFN quc a amostra Cantell (Santos et
al, J. IFN. Res., em publicag¢do), sendo csta larga-
mente cmpregada na indugdo de IFN em leuctci-
tos e em células linfoblastdides (3, 10, 14, 15). -+

A quantidade de hemaglutininas parece cs-
tar relacionada indirctamente com a indugio de
IFN em 4mnio, uma vez que a amostra Mill Hill
com o menor titulo hemaglutinante (640
UHA/ml) se apresentou como a melhor indutora
e as amostras Z ¢ Cantell com titulos hemagluti-
nantes clevados (5.120 ¢ 2.560 UHA/ml, respecti-
vamente) induziram quantidades inferiores de in-
terferon (Tabela 1). Resultados similares foram
verificados por Kroon (11) com amostras de
VDN, Entretanto, em células de bago de camun-
dongo, a producio de IFN ¢ maior com o aumento
do ntmero dc unidades hemaglutinantes do virus
parainfluenza 1 (9). .

As amostras Cantell e Mill Hill, quando uti-
lizadas numa mesma dose infectante, apresenta-
ram a mesma capacidade de induzir IFN, Para
armmostras Mill Hill, o nimero de unidades infec-
ciosas presentes nos fluidos alantéicos é impor-
tante na indugdo, uma vez que esta, com uma dose
infectante elevada (Tabcela 1), apresentou-se co-
mo boa indutora, notando-se, no entanto, com a
redugdo da dosc infectante, uma queda nos titulos
de IFN (Tabcla 2). J4 a amostra Cantell, ap6s
passagens seriadas numa alta multiplicidade de
infecgdo, dé origem a particulas defectivas (DI)
que sdo preponderantes na indugdo de IFN (10).

A amostra Z (ma indutora) apresentou a
maior atividade hemolitica. J4 a amostra Mill Hill
(boa indutora) mostrou percentagens inferiores
de hemolise (Figura 1)..Observou-se, entdo, uma
relagdo indireta entre atividade hemolitica e indu-
¢do de IFN em dmnio. Ito et al (8) constataram
que o aumento da atividade hemolitica, através da
clivagem de F. por tripsina, ndo altera a capacida-
de indutora de amostras do VDN em células do
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bago de camundongo, verificando, entretanto, em
células L, uma relagdo direta entre tais atividades.

A liberagdo de particulas viricas presentes .
na superficie celular parece néo ser determinante
na indugdo de interferon em &mnio com a amostra
Mill Hill, pois esta com a menor atividade de
neuraminidase apresentou-se como a methor in-
dutora “in natura”. entretanto, umarelagao direta
parece ocorrer entre a atividade de neuraminida-
se e produgdo de interferon com a amostra Can-
tell “in natura”.

Os dados do presente trabalho indicam que
h4 uma relagio indireta entre as atividades hema-
glutinante e hemolitica do virus parainfluenza 1 e
produgdo de IFN em 4mnio humano. Quanto 2
atividade de neuraminidase, as amostras do virus
parainflucnza 1 apresentaram comportamentos
distintos. Particulas infecciosas sdo preponderan-
tes na indugdo de IFN com a amostra Mill Hill,
ndo ocorrendo o mesmo com as outras amostras.
Estas diferengas devero ser investigadas para o
melhor conhecimento do fendmeno complexo
que ¢ a indugdo de IFN,

SUMMARY

Biological properties of parainfluenza 1 virus
and human amniotic interferon production

The biological activities (hemagglutination,
hemolysis, neuraminidase and infectivity) of three
parainfluenza 1 virus strains “in natura” were
compared with the human amniotic interferon
(TFN) production. In the IFN induction with alan-
toic fluids “in natura”, the Mill Hill strain presen-
ted the highest titres of IFN followed by the Can-
tell and Z strains . However, similar titres were
observed when the same infective doses of Cantell
and Mill Hill were used. The Z and Cantell strains
had higher hemagglutination, hemolytic and neu-
raminidase activities than the Mill Hill strain. He-
magglutination and hemolytic properties seen to
have an inverse relationship with IFN production.
However, no clear pattern could be seen in rela-
tion to neuraminidase activity. We have also
shown that the same virus requires higher number
of infective particles (Mill Hill strain) or not (Can-
tell strain) to produce maximal yields of IFN.,
Strains of the same virus show different characte-
ristics to induce IFN and this behaviour deserves
{urther investigation.
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INFORMACOES TECNICO-CIENTIFICAS

Microbial mats - Physiological Ecology of
Benthic Microbial Communities. Ed. Yehuda
Cohen & Eugene Rosemberg. American Society
for Microbiology - Washington D.C. 1989, 494p.

Os editores, com a colaboragio de mais de
90 autorcs provenicntes de Universidades ¢ Ins-
titutos de Pesquisa de diferentes pafses da Euro-
pa, América do Norte e Austrilia, enfocam estas
comunidades microbianas fascinantes - os “tape-
tes microbianos”,

Os “tapectes microbianos” constituem, pro-
vavelmente, as mais antigas formas de vida do
plancta, como atestam os “estromat6litos”, os
mais antigos microf6sseis descrites, datando de
3,5milhdes de anos. Estes “tapetes” constituem
comunidades microbianas estratificadas que se
desenvolvem na interface da dgua e substratos
sélidos formando biofilmes: Uma grande varie-
. dade de microrganismos, principalmente ciano-
bactérias, Beggiatoa, bactérias metanogénicas,
sdo constituintes destas comunidades. O livro
aprescnta discussdes sobre a diversidade e fle-
xibilidade destas comunidades ¢ suas interagdes
mctabdlicas. Uma séric dec ambientes cxtremos,
como fontes termais e fumarolas submarinas,
ambicntes hipersalinos e ambientes naturais sdo
descritos. Capitulos sobre filogenia e evolugdo,
bem como meiodologia de ¢studos sio introdu-
zidos,

E um livro importante para consulla dos
especialistas de ecologia de microrganismos e mi-
crobiologia ambiental.

Dra. Maria Therezinha Martins
Laboratério de Microbiologia Ambiental
Depto. de Microbiologia

Av, Prof, Lineu Prestes, 1374

Instituto de Ciéncias Biomédicas ¢
Universidade de Sdo Paulo.

Biotechnologies and Development, A. Sasson,
UNESCO - Technical Centre for Agricultural
and Rural Cooperation (CTA), Paris, 1988, 360p.

O autor, doutor em Ciéncias Naturais, pela
Umver51dade de Paris, apresenta um panorama de

biotecnologia quanto ao melhoramento de cultu-
ras vegetais, fermentaqéo produgio de varios
substratos a partir da fermentagao, aplicagdes da
biotcenologia em Medicina e Satide Pablica, pro-
dugdo de encrgia, controle de poluigio, etc.

Trata-se de uma publicagdo para consulta,
apenas visando obtengdo de informagdes genéri-
cas sobre o que foi desenvolvido na 4rea.

Nio apresenta um estudo profundo sobre
cada t6pico, inclusive ndo est4 bem atualizado.

Dra. Maria Therezinha Martins
Laboratério de Microbiologia Ambicntal
Depto. de Microbiologia

Av. Prof. Lineu Prestes, 1374

Instituto de Ciéncias Biomédicas
Universidade de Sdo Paulo

Microbial Products: New Approches.
Symposium 44. The Society for General
Microbiology. Ed. S. Baumberg, LS. Hunter &
P.M. Rhodes., Cambridge University Press,
Cambridge, 1989. 383p.

Trata-se dec uma coletdnea de contribuigécs,
de renomados autores sobre: produgao de ami-
noécidos por microrganismos eucariotos ¢ proca-
riotos ¢, em especial, por corincbactérias; contro-
le do crescimento microbiano ¢ produtividade;
processoda fisiologia de produgio de metabélitos
secundérios; genética molecular.da produgio de
antibi6ticos; biossintese de B-lactimicos; protei-
nas rccombmantes como produtos farmacéuticos;
formagéo da cnzima oligomérica rubisco cm E.
coli; secregio de hemolisinas e oufras protefnas

de bacténas Gram-negatlvas, engenharia parase-

cregdo de proteinas por bactérias; secregdo de
protefnas estrangeiras, por leveduras, perspcclt-
vas para a engenharia de protcinas; importincia
da farmacologia e biologia molecular na obtengdo
dc produtes microbianos; pesquisa de actinomi-
cetos de importancia industrial.

As técnicas de engenharxa genética dos pro-
cessos sio discutidas ca bibliografia citada é am-
pla ¢ atual.

uma obra de grande interesse a quematua
no campo.
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Transplante de embrides de bovinos.

Por superovulagéo, a fémea doadora produz
no minimo cinco cmbrides, que sdo congelados ou
injetados em diferentes receptoras, possibilitando
uma selegdo a partir da qualidade.

O transplante de embrides de bovinos ofere-
ce muitas possibilidades de aplicacio:

— aperfeigoamento dos programas de scle-
¢do genética executados pelas Unides de Coope-
rativas de Inseminagio Artificial;

— multiplicagiio das melhores fémeas de um
rebanho;

- preservagio das ragas cm extingéo;

— aumento da produgdo de carne, pela ob-
tengdo de vitelos gémeos.

Ha4 varios anos o INRA (Instituto Francés de
Pesquisas Agrondmicas) vem trabalhando na

criagdo de métodos simples, sem intervengéo ci-

riirgica, que possibilitem a utilizagdo do trans-
plante em beneficio da pecudria.

A fémea doadora ¢é submetida a um trata-
mento hormonal: em vez de um dinico ovécito ela
produz em média dez, que sdo fecundados por
inseminagéo artificial. Sete dias apds a insemina-
¢do, um técnico especialmente treinado utiliza
uma sonda para recuperar cinco a dez embrides
por doadora, de acordo com a raga ¢ com as
condigdes de exploragido. Em seguida os cmbrides
de boa qualidade sdo reimplantados um a um
dirctamente no Gtero de varias fémeas receptoras,
por via natural, com a pistola tradicionalmente
utilizada para inseminagao.

Também podem ser congelados para trans-
plante posterior.

Anualmente realizam-se na Franga mais de
10.000 transplantes, com um rendimento (indice
de gestacdo) de aproximadamente 60%. Persis-
tem porém algumas dificuldades que ainda limi-
tam o desenvolvimento ¢ a eficicia dessa técnica:

~ Ainda ndo se consegue uma produgio re-
gular de embrides por superovulagdo. Prosse-
guem ativamente as pesquisas sobre o mecanismo
de agdo dos hormdnios da ovulagio.

— E possivel determinar o scxo do embrido
antes do transplante. Estdo em andamento traba-
lhos de adaptagdo do método as condigdes de uso
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corrente, para se obtecrem vitclos machos ou fé-
meas, de acordo com as necessidades.

Dentro em breve, com 0 aproveitamento ma-
ximo das reservas de ovdcitos contidas nos ovarios
de cada fémea doadora, a fecundagio in vitro possi-
bilitar4 a produgio de embrides em grande quanti-
dade. Além disso, as pesquisas sobre manipulagdes
genéticas de embrides abrem caminho para a pro-
dugio de animais com novas caracteristicas.

Centro Franco-Brasileiro de Documentagio
Técnica e Cientifica.

Avenida Waldemar Ferreira, 204

05501 Sdo Paulo SP, Brasil

A inoculac¢io da soja

No plano francés para o desenvolvimento da
cultura de proteaginosas, a inoculagdo da soja é
tema de uma pesquisa aplicada e integrada cujo
sucesso deveu-se A estreita colaboragao entre um
organismo de pesquisa (INRA), um instituto de

~ desenvolvimento (CETIOM), produtores de se-

mentes (AMSOL) ¢ indastrias (LIPHA ¢ BIO-
PROX).

A soja é uma leguminosa que fixa o nitrogé-
nio do ar gragas a uma bactéria do solo, a Brady-
rhizobium japonicum, que se associa a ela para
formar nodosidades fixadoras de nitrogénio. Nes-
sa sxmbnose, 0s Bradyrhzzobuun fornecem o nitro-
génio, enquanto a planta é responsével pela pro-
te¢io mecinica e pelos aglicares que suas folhas
sintetizam.

Os Bradyrhizobium japonicum nio existem
naturalmente nos solos franceses. Para cultivar a
soja é preciso introduzi- los, através da pratica da
moculagao.

Para isso foi necessdrio selecionar cepas de
Bradyrhizobium que se adaptassem bem as condi-
¢bes francesas: solos, climas, variedades cultiva-
das. Os critérios de seleg¢do sao os seguintes:

- capacidade para fixar o nitrogénio do ar;

— auséncia de interagdo com a variedade de
soja;

~ aptiddo para sobreviver no solo, o que, a
longo prazo, dispensara a inoculagdo das sementes;

- aptiddo para a produgdo industrial.

O INRA atua em todas essas etapas do pro-
cesso:

1. seleciona e conserva as cepas de Rhizobium;

2. apbs controle, fornece as cepas (G 49) aos
fabricantes, que as multiplicam em fermenta-
dores;



3. Controla entdo o produto dessas fermenta-
¢oes, verificando especialmente a abundancia
de germes e a auséncia de contaminantes;

4. finalmente, pesquisa técnicas de inoculagdo
mais eficientes.

Existem atualmente duas técnicas:

e inoculagido das sementes por intermédio de
turfa timida contendo o in6culo;

e inoculagdo sob forma de microgranulados,
que no momento do emprego sdo envolvidos
com o indculototal e depositados nosolo com
as sementces.

e Estio em estudo outras técnicas, de utiliza-
¢do mais simples.

A inoculagdo da soja com a cepa de

Bradyrhizobium japonicum G 49 apresenta re-
sultados espetaculares em termos de rendi-
mento (10 - 39 gqx/ha), e pode beneficiar as cultu-
ras posteriores.

Centro Franco-Brasilciro de Documentagdo’

Técnica ¢ Cicntifica.
Avenida Waldemar Ferreira, 204
05501 Sdo Paulo SP, Brasil.

IUMS Congress:
Mycology-Osaka, Japan, 1990.

Ser4 realizado, de 16 a 22 de setembro de
1990, o IUMS Congress: Bacteriology & Myco-
logy, em Osaka, Japdo. Maiores informagbes en-
trar em contato com Dr. Yoshifumi Takeda, Secre-
tary General, Department of Microbiology, Faculty
of Medicine, Kyoto University, Yoshida, Konoe-
cho, Sakyo-ku, Kyoto 606 (tel: 81-75-753-4448, Fax:
81-75-753-4446).

THE DESIGN OF A NEW ILLUMINATOR FOR
LISTERIA RESEARCH

S6nia Maria Moura
Maria Teresa Destro
Bernadette D.G.M. Franco

Departamento de Ahmcntos € Nutngao Ex-

perimental

Faculdade de Clencnas Farmacéuticas USP
Caixa Postal 30.786

01051 Sao Paulo, SP
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& Rogério Marcos Brancaccio

Setor de Optica - FUNBEC
Caixa Postal 2089
Cidade-Universitéria

Sao Paulo SP

INTRODUCTION

One of the most important parameters on the
Listeria identification is the colonies typical blue-
grayish color when examined under 45° transillumi-
nation. Usually this is achieved by a strong conver-
ging light beam (A0653-Reichert 653) inciding on a
concave or plane mirror at 45°, reflecting in a plate
and being observed through a stereoscope (Fig. 1a).
A low power inverted microscope (25x) can also be
used to obtain the same color (Fig. 1b) (1).

Since in Brazil there are difficulties to obtain
reliable equipments in this paper we report the
development of a low cost and effective alternati-
ve apparatus.

Figure 1 - (a) CDC concave mirror arrangement and (b)
inverted microscope arrangement to observe Listeria colonies
with 45° transillumination,
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Figure 2 - Desing of the illuminator. The symbols are descri-
bed in the text.

b

700 mm
Figure 3 - Lamp and reflector focal distances: A - lamp; B -
reflector.
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INluminator description

The illuminator design canbe seen in the Fig.
2. The used light source was a halogen lamp H-3,
12v, 55w Polamp(® (a) with similar day light color
temperature. To be closer to day light a chromatic
coordinates x=0,3 and y=0,3 dieletric dicroic
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Figure 4 - Equipment frontal view and plate position.

Atlas(R) reflector was used (b). The set was put

* together in a covered wood box. The wood cover

is important to protgct the observer eyes (c). A
AC 110-220v, 60HZ, DC 13,8v, 10A Nodaji®™
stabilizer was connected to the device.

In the Figure 3 one can see the lamp and

reflector focal distances.

The Figure 4 shows the equipment frontal
view clarifying the plate position.

- Various Listeria spp strains isolated from
food as well as a FDA strain (L. monocytogenes
Scott A.) were used on testing the apparatus,
giving the microorganism characteristic color.
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