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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

REVISTADE MICROBIOLOGIA
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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.
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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




Toledo, M.R.F. ct al

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
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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-
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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
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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
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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°
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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.
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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
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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

52

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

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).
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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
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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.

" AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem as Sras. Isolde Strobel
eIrene Alt, responsaveis pelareserva, a permissao
para utilizagdo do lago nos experimentos, € ao
Eng. René Laerte Crusius pela colaboragdo nos
trabalhos de campo.



Schoentein-Crusius, LIL et al

10.

11

12.
13,
14,
15.
16.
17.
18.
19.

20.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Arsuffi, T.L. & Suberkropp, K. — Leaf processing
capabilities of aquatic hyphomycetes: interspecific
differences and influcnce on shredder feeding
preferences. Oikos, 42:144-154, 1984,

Balocher, F. & Kendrick, B. ~ Fungi in the dict of
Gammarus pscudolimnacus (Amphipoda). Oikos,
24:295-300, 1973.

Barlocher, F. & Kendrick, B. - Dynamics of the fungal
population on leaves in the stream. J. Licol., 62:761-791,
1974.

Barnett, ILL. & Ilunter, B.B. - Hllustrated genera of
Imperfect Fungi. 3cd. Minncsota, Burgess Publishing
Company, 241p., 1972.

Barron, G.L. - The genera of Hyphomycetes from soil,
Baltimore, Ed. Robert Kricger, 364p., 1972.

Beneke, E.S. & Rogers, A.L. ~ Aquatic Phycomycetes
isolated in the states of Minas Gerais, Sdo Paulo and
Parand, Brazil. Rickia, 1:181-193, 1962.

Chamicr, A. & Dixon, P.A. -~ Pectinases in leaf
degradation by aquatic Ilyphomycctes: the enzymes lcaf
maceration. J. Gen. Microb., 128:2469-2483, 1982.
Difco Laboratorics. Difco Manual, 9th. ¢d. Michigan,
Detroit - Michigan Difco Laboratories Inc., 350p., 1972.
Dogma, 1J. - Studies on chitinophilic Siphonaria,
Diplophyctis and Rhizosclomatium (Chytridiales). 1I.
Asterophyctis sarcoptoides Y1. E. Petersen: a Diplophyctis
with a sexual phase. Nova Hedwigia, 25:121-141, 1974,
Frankland, J. — Mcchanisms in fungal sucessions. In:
Carrol, G.C. & Wicklow, D. (eds). The fungal
community. New York, Marcell Dekker, 403-423, 1981.
Grandi; R.A.P. -~ Hifomicetos de solo de cerrado da
reserva bioldgica de Moji-Guacgd (Sdo Paulo-Brasil) ¢
triagem da agdo amilolitica, cclulitica ¢ proteolitica. Sio
Paulo, Escola Paula de Mecdicina, 1984. (Tese de
mestrado), 114p.

Hogg, B. & IHudson, I1.J. - Microfungi on leaves of Fagus
sylvatica L. 1. The micro-fungal succession. Trans. Br.
mycol. Soc., 49:185-192, 1966.

Hudson, HL.J. — Succession of micro-fungi on ageing
leaves of Sacchanum officinarum. Trans. Br. mycol. Soc.,
45:395-423, 1962.

Ingold, C.T. - Dispersal in Fungi. Oxford. Claredon
Press, l.ed., 86p., 1964.

Ingold, C.T. -~ Guide to aquatic Ilyphomycetes (Fungi
Imperfecti) with notes on their biology. Ambleside,
Freshwater Biological Association, Scientific
Publications n.30, 96p., 1975. ’

Johnson, P.W. - The genus Achlya: morphology and
taxonomy. Ann Arbor, University of Michigan Press. 15,
1956. 180p.

Kaushik, N.K. & Hynes, ILB.N. - The fate of the dcad
leaves that fall into streams. Arch. Hydrobiol.,
68:465-515, 1971.

Milanez, A.l. & Benceke, B.S. — New records of aquatic
phycomycetes from Michigan. Pap. Mich. Acad. Sci. Arts
and Letters, 3:11-22, 1968.

Park, D. - On the ccology of heterotrophic
micro-organisms in freshwater. Trans. Br. mycol. Soc.,
58:291-299, 1972. )
Pugh, G.T.F,; Buckey, N.G. & Mulder, J. - The role of

21,

1383
[

23.

26.

27.

3L

33.

3s.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 21(1), 199

phyHoplane fungi in the early colonization of leaves.
Symp. Biol. Hung,, 11:329-333, 1972.

Saunders, G.W. - Decomposition in freshwater. cap. 15.
In: Anderson, J. M. & Macfayden, A. (eds.). The role of
terrestrial and aquatic organisms in decomposition
processes. 17th. Symposium of the British Ecological
Socicty. Blackwell Scientific Publications, London.
p.341-373, April 1975.

Schoenlein-Crusius, LH. & Milanez, A.l. -~ Sucessio
fungica em folhas de Ficus microcarpa L.f. submersas no
lago frontal situado no Parque Estadual da fontes do
Ipiranga, Sao Paulo, SP. Rev. Microbiol., 20(1):95-101,
1989.

Seymour, R.L. - The genus Saprolegnia. Nova Hedwigia,
19. 124p., 1970.

Shearer, C. & Lane, L.~ Comparison of three techniques
for the study of aquatic hyphomycetes communities.
Mycologia, 75:498-508, 1983.

Shearer, C.A. & Webster, J. ~ Aquatic Hyphomycetes
Communities in the River Teign. III. Comparison of
sampling techniques. Trans. Br. mycol. Soc., 84:509-518,
198s.

Sparrow, F.K. — Aquatic Phycomycetes, 2th ed. Ann
Arbor. University of Michigan Press, 1960. 1187p.
Subramanian, C.V, & Vittal, B.P.R. — Studies on litter
fungi. IV. Fungal colonization of Gymnosporia
emarginata leaves and litter. Trans. Br. mycol. Soc.,
21:339-344, 1980.

Subramanian, C.V. & Vittal, B.P.R. - Stucies on litter
fungi. V. Quantitative studies of the mycoflora of
Gymnosporia emarginata litter. Trans. mycol. Soc. Japan,
21:345-350, 1980. _
Suberkropp, K. & Klug, M.J. — Fungi and bacteria
associated with leaves during processing a woodland
stream. Ecology, 57:707-719, 1976.

Suberkropp, K.: Godshalk, G.L. & Klug, M.J. - Changes
in the chemical composition of leaves during processing
in a woodland stream. Ecology, 57:720-727, 1976.

Swift, M.J. - Species diversity and the structure ot
microbial communities in terrestrial habitats. In:
Anderson, J.M. & Macfayden, A. (Ed.). The role of
terrestrial and’ aquatic organisms in decomposition
processes. 17th. Symposium of the British Ecological
Socicty. Blackwell Scientific Publications, London
350p., 1975.

Triska, F.J. — Seasonal distribution of aquatic
hyphomycetes in relation to the disappearance of leaf
littler from a small woodland stream. Ph.D. thesis.
University of Pittsburgh, Pennsylvania, 1898p., 1970.
Vardavakis, E. — Scasonal fluctuation of non-parasitic
mycoflora associated with living leaves od Cistus incanus,
Arbutus unedo and Quercus coccifera. Mycologia,
80:200-210, 1988,

Webster, J. — Introduction to fungi. 2.cd. Cambridge
Univeristy Press, 669p., 1986.

Willoughby, L.G. ~ Decomposition of litter in
Freshwater. In: Dickinson, C.H. & Pugh, G.JF. (eds.).
Biology of plant litter decomposition. London
Academic Press Inc., vol.1,, p.659-681, 1974.

Recebido para publicagdo em 19/9/89

67







Rev. Microbiol., SGo Paulo, 21(1):69-71, 1990,

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

